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Resumen
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Propdsito y Método de estudio:

Los borinatos derivados de bases de Schiff con propiedades fluorescentes cumplen los
requisitos indispensables para convertirse en compuestos fluorescentes ideales para la
bioimagen: nula o baja citotoxicidad, altos rendimientos cuanticos, compatibilidad con
el medio bioldgico, siendo dando la posibilidad de utilizarlos en la obtencion de imagenes
celulares in vitro con mayor resolucion de contraste. El enfoque de este trabajo engloba
el sintetizar los borinatos a través de rutas sintéticas de dos componentes, la
incorporacién de grupos electrodonadores para modificar las propiedades fotofisicas y
una mayor compatibilidad con el medio biol6gico. Este trabajo se llevé a cabo mediante
sintesis via microondas y su caracterizacion se realizdé por métodos de caracterizacion
como RMN (*H, 13C, 1!B), difraccién de rayos X de monocristal, espectrometria de masas
de alta resolucion, ademas del estudio de sus propiedades fotofisicas.

Conclusiones y Contribuciones: Los 3 nuevos borinatos se sintetizaron por el método
de microondas a través de dos componentes en un solo paso y se llevo a cabo su
caracterizacion completa, ademas del andlisis de sus propiedades fotofisicas. En ambos
casos se obtuvieron resultados favorables y completos, los compuestos presentan
buena fluorescencia y tinciones selectivas en la linea HUVEC.
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1.- INTRODUCCION

La obtencién de imagenes biolégicas ha revolucionado al punto de entrar en una nueva
era, teniendo un profundo impacto en la forma en que se lleva a cabo la investigacién en
las ciencias de la vida. La observacién de muchos procesos biolégicos se basa en la
capacidad de identificar y localizar aspectos de interés sobre las caracteristicas, formay
estructura celular. Las células son en su mayoria transparentes en su estado natural y
el inmenso nimero de moléculas que las constituyen son 6pticamente indistinguibles
unas de otras.[1]. Esto hace que la identificacién estructural de la célula sea una tarea
muy compleja y que las actuales modalidades clinicas como la radiografia, el ultrasonido,
la resonancia magnética nuclear de imagen y la topografia computarizada de rayos X

son incapaces de resolver [2].

La microscopia de fluorescencia se invento6 hace casi un siglo, cuando los microscopistas
experimentaban con la luz ultravioleta para conseguir imagenes con mayor resoluciéon
espacial. Al principio, las observaciones se limitaban a los especimenes que mostraban
fluorescencia de forma natural. Esta propiedad se denomina autofluorescencia o
fluorescencia primaria. Se investigaron los tintes fluorescentes para la tincion de tejidos
y células. Estos marcadores biologicos tienen las propiedades necesarias para las
observaciones dindmicas de las células vivas: son esencialmente inofensivos para el

organismo y pueden unirse a otras proteinas sin afectar a su funcion [2].

El disefio molecular de arquitecturas organoborénicas fluorescentes ha recibido un
renovado interés por su utilidad demostrada en aplicaciones en bioimégen[3]. La

saturacién coordinativa del centro de boro confiere una mayor estabilidad quimica y
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rigidez, a menudo acompafiada de rendimientos cuénticos de fluorescencia
significativamente altos [4]. Como ejemplo excelente de tintes de organoboro con amplia
aplicacion en biologia quimica y deteccion son los tintes BODIPY [5]. Sin embargo, se
han explorado diferentes ligandos alrededor del centro de boro (O,0—, N,C—, N,O-vy
N,N-) para ajustar las propiedades electronicas y fotofisicas de los compuestos de boro
tetracoordinados, surgiendo asi, diversos ligandos capaces de formar compuestos de
coordinacién organoborados como se muestra en el capitulo 6 en la figura 11 [6]. En
particular, los compuestos de boro tetracoordinados con ligandos de base de Schiff

(BOSCHIBAS) han sido el centro de estos esfuerzos.

Las bases de Schiff se estudian ampliamente debido a sus habilidades excepcionales
en el reconocimiento molecular y su afinidad a diversos iones metalicos, como se
muestra en la figura 10 [7]. Ademas de poseer caracteristicas peculiares como su
flexibilidad sintética, selectividad y sensibilidad hacia el &omo de metal central, presenta
similitudes estructurales con los compuestos biolégicos naturales, convirtiéndolos en
moléculas compatibles sin provocar ningun efecto indeseable, un aspecto sustancial en

la generacién de bioimagenes [8].
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1.1.-DISENO ESTRUCTURAL Y PROPIEDADES OPTICAS

La estructura madre de los borinatos consiste en un boro coordinado a una base de
Schiff que funge como ligando N,O- bidentado, generando asi, un heterociclo. En la

figura 1 se muestra como los BOSCHIBAs fungen como colorante fluorescente.

BOSCHIBAs
R
R OH
@W“ O w0
+
OH © \/B,,, H,0 o~g,
ph Ph pid 7Ph
1): R=H
2): R= OH
3): R= N(C,Hs),

FIGURA 1.- SINTESIS GENERAL Y SU APLICACION

Por lo tanto, para que los BOSCHIBAs pasen por transiciones deseadas para un trabajo
atil, se hace uso del disefio molecular racional, el cual sigue siendo fundamental en

varios campos.

En general, el aumento de la conjugacién molecular también mejora el grado de
deslocalizacion de los electrones 11 a lo largo de la molécula, lo que facilita la produccién
de fluorescencia[9]. Por otra parte, la inhibicion de la vibracién y la rotacion molecular
impiden la disipacion de energia no radiactiva, lo que requiere moléculas con estructuras
rigidas y planas. Ademas, estas estructuras moleculares rigidas y planas son favorables

para la expansion de la conjugacion, En particular, las moléculas rigidas suelen ser
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hidrofébicas [5], especialmente los colorantes con grandes estructuras conjugadas, lo
que limita su aplicacion biolégica. Por lo tanto, la incorporacion de un grupo hidréfilo

como el grupo hidroxilo en la molécula ayudaria a mejorar la solubilidad en el medio.

Ya una vez mencionado lo anterior, En el presente proyecto se propone la sintesis de
tres nuevos borinatos fluorescentes derivados de bases de Schiff bidentadas, con la
peculiaridad de llevarlo a cabo con dos componentes a través de métodos de
condensacion eficientes; del mismo modo, la determinacién de sus propiedades Opticas
y caracterizacién de productos se realizara mediante RMN (*H, 3C, 1'B), difraccién de
rayos X de monocristal UV-Vis, fluorescencia y espectrometria de masas de alta
resolucién. De igual forma, con estas modificaciones estructurales se busca una mayor
permeabilidad en la célula, ya que en el caso de los nuevos borinatos, contienen un
grupo hidréfilo que ayudard a una mejor solubilidad en el medio, sin perder las
propiedades biocompatibles. Por otra parte, se afiadiran grupos electrodonadores con el
fin de favorecer la distribuciéon de carga a lo largo de la molécula. Finalmente, se espera
gue los borinatos presenten un uso potencial para la obtencién de imagenes in vitro por

fluorescencia.

2.1.-GENERALIDADES DEL BORO

El atomo de boro tiene un orbital “p” vacante, convirtiéndolo en buenos aceptores de
electrones, creando asi moléculas de boro trivalente y tetravalente con aplicaciones
versatiles. Los compuestos de boro trivalentes mantienen caracteristicas receptoras de
electrones en sistemas 1r-conjugados y actian como acidos de Lewis [10], [11], por otra
parte, los compuestos de cuatro coordenadas representados en la figura 2 se obtienen

incorporando una unidad donante de nitrégeno en el cuarto orbital “p” vacante del &tomo
18



de boro. En la literatura ya se ha reportado compuestos organoboronicos tetravalentes
conformados por ligandos multidentados (O,0—, N,C—, N,O— y N,N-) que logran
coordinarse con precursores de boro permitiendo crear propiedades fotofisicas y

electrénicas Unicas [12].

o
d W

FIGURA 2.- REPRESENTACION GENERAL DE BORO TETRAVALENTE.

2.2.-BIOIMAGENES

Durante muchos afios, la herramienta fundamental para el desarrollo de bioimagenes
biol6gicas fueron los microscopios Opticos de campo lejano para la obtencién de
imagenes de superresolucion. La microscopia de superresolucion presenta aun desafios
que resolver como el desarrollo de nuevos fluorocromos con mayores rendimientos
cuanticos, ya que la poblacion de fluorocromos que responde llega a disminuir conforme
disminuye la exposicion al haz de excitacion, ademas de que algunas muestras vivas se
ven mas afectadas por las imagenes de superresolucion que otras, debido a la alta
intensidad de excitacion o a los tiempos de exposicion prolongados, lo cual puede llevar

a los sistemas de superresolucion a rendimientos decrecientes, donde el estrés de la
19



muestra y su impacto en la confiabilidad de los datos pueden subyugar la resolucion alta

[13].

Por lo tanto, las bioimagenes fluorescentes, a diferencia de otras técnicas de imagen,
esta nos ofrece un enfoque Unico para la visualizacién de detalles morfol6gicos en
células vivas, através de compuestos que emiten luz y se unen como marcador al
objetivo celular [14]. Asi, los fluoréforos adquieren una importancia intrinseca en la
interpretacion de aspectos de la morfologia celular y visualizacibn de cambios
fisiolégicos en las células gracias a la bioimagen. Debido a la gran pluralidad de
fluoréforos, hay posibilidad de alcanzar a receptores con especificaciones mas
detalladas hacia el objetivo celular. Y, para ello, es necesario cumplir los requisitos
indispensables para convertirse en colorantes fluorescentes ideales para la bioimagen:
habilidad de entrar a la célula, nula o baja citotoxicidad en el caso de la captacion de
imagen en células vivas, brillo intenso, es decir, un elevado rendimiento cuantico
fluorescente y compatibilidad con el medio bioldgico, siendo compuestos solubles en
solventes polares dando la posibilidad de utilizarlos en la obtencion de imagenes

celulares in vitro [15].
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2.- ANTECEDENTES

2.3.- COMPUESTOS FLUORESCENTES DE BORO PARA LA OBTENCION

DE BIOIMAGENES.

En 2021 Chen Shao, et al [16] Disefid y sintetizé nuevas sondas de BODIPY con puente
de etilendiamina y grupos sulfonilo ricos en oxigeno ya que el BODIPY a pesar de ser un
potencial colorante fluorescente, la mayoria de estos compuestos tienen una pobre
biocompatibilidad y una baja hidrofilia, por lo tanto, La hidrofilia de esta sonda fue
mejorada mediante el uso de etilendiamina y grupos sulfonilo ricos en oxigeno. Se

midieron las propiedades fotofisicas de los compuestos “b”, “€” y “h” mostrados en la
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figura 3 en disolventes de diferente polaridad a 25 *C. Los compuestos “b” y “e” muestran
el mayor desplazamiento Stokes en el disolvente DMSO. Ademas, el compuesto “h”
mostrd una fuerte fluorescencia en EtOAc y THF, los autores proponen que puede ser
gue la introduccién de dos anillos aromaticos conjugados conduzca a la disminucién de

la solubilidad.

Compuestos

FIGURA 3 .TINCIONES BIOLUMINISCENTES DE LOS COMPUESTOS 7, 8 Y 9.

La introduccion de la etilendiamina y el grupo sulfonilo aumenta la hidrofilia del
compuesto, por lo que puede disolverse en los disolventes polares, lo que ayudara a la
célula a absorber el compuesto, obteniendo asi, bioimagenes fluorescentes como se
muestra en la figura 3. En 2022 M. Antonieta, et al [17]. Describieron la sintesis de un
novedoso sistema bicromoforo que consta de una subunidad de curcumina y una de
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BODIPY capaz de emitir en la region del rojo lejano, esto se debe a los grandes sistemas
1 que fomentan la transferencia de carga a lo largo de la molécula de tal manera en que
desplazan las emisiones a longitudes de onda mas lejanas ofreciendo grandes
desplazamientos de Stokes, sin embargo, la diada presenta ciertas desventajas como
su alta lipofilicidad a consecuencia de los grandes sistemas 1 conjugados, ademas de
culminarse la sintesis a través de diversas etapas con tiempos de reaccion prolongados
y el uso de solventes secos como acetona viéndose afectada la factibilidad del sistema

bicromoforo.

FIGURA 4. BODIPY DERIVADO DE CURCUMINA.

En 2021 Julien Massue, et al [18]. Aportaron un articulo de revisidn con el objetivo de
proporcionar una visién general representativa de la quimica alrededor del nicleo de los
boranilos con aplicaciones en el area de la biotecnologia, principalmente en biodeteccion

y bioimagen.

La nocién del articulo es la gran diversidad estructural entre los materiales moleculares
que han enriguecido a lo largo de los afios, entre ellos los complejos de

borodipirrometeno (BODIPY), uno de los pioneros de los complejos de boro
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sobresalientes hasta hace una década, siendo revocado por analogos emergentes
basados en quelatos conjugados con N-O, N-N o N-C. estos nuevos complejos de
boro compensaron la falta de fluorescencia de estado sélido de los BODIPY vy los
pequefios cambios de Stokes, manteniendo sus excelentes propiedades Opticas en
solucioén, entre los diversos complejos emergentes, Julien Massue hace mencién sobre
los complejos de borato basados en un ligando salicilaldimina llamados por el acronimo
boranils como uno de los mas prometedores, debido a sus propiedades sobresalientes
como (i) acelerar y mejorar las sintesis de varios pasos, (ii) disminuir la superposicion
espectral entre la absorcion y la emisién, y (iii) aumentar la intensidad de emisién en
estado sdlido mientras se conservan las caracteristicas Opticas sobresalientes de los
colorantes BODIPY en solucién. La relacién entre el anillo boranil y los BOSCHIBAS es
a través de la similitud entre ambos heterociclos, estrategia utilizada en quimica
organometalica para relacionar la estructura de fragmentos moleculares organicos con
el fin de predecir las propiedades de uni6on de compuestos organometalicos, esta
relaciébn es denominada como principio isolobal. Por lo tanto, la similitud entre ambos

heterociclos funge de manera predictiva de las posibles caracteristicas de nuestros

complejos.
R R —
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FIGURA 5.- COMPARACION ESTRUCTURAL DE BORANILOS.
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Finalmente, en 2017, en nuestro grupo de investigacién se reporto el disefio de tres
nuevos borinatos derivados de bases de Schiff bidentadas, mediante métodos de
condensacion eficientes, asi como la determinacién de sus propiedades opticas. Estos
borinatos se han disefiado cuidando la modulacién de la estructura electronica del
sistema Tr-conjugado modificando diversos sustituyentes con el fin de favorecer los
efectos electronicos. Cuando se forman los BOSCHIBAS, las bandas se desplazan hacia
el rojo debido a la mayor deslocalizacion electronica debido a la formacién del sistema
de imina y a la incorporacion de grupos electrodonadores, Sin embargo el compuesto
“1®” no presentd una buena tincién debido a que a pesar de que tenga grupos
electrodonadores incorporados en su morfologia, este no tiene la capacidad de atravesar
la membrana plasmatica a comparacion de los otros compuestos que podria sugerir una

via de internalizacion endocitica [7].

Grafica de emision
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FIGURA 6. BORINATO DERIVADO DE BASES DE SCHIFF BIDENTADAS.
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Cabe mencionar que recientemente en el 2020 [19], en nuestro grupo de investigacion
se report6 el disefio, sintesis y caracterizacion de compuestos de boro fluorescentes
(BOSCHIBAs) derivados de a-aminoacidos (fenilalanina, tirosina y triptéfano). La
incorporacién de estos derivados mostré una baja o nula citotoxicidad (>90% de
viabilidad celular a 0,1 y 1 mg mL?), ademas del mejoramiento de la resoluciéon de
contraste. Asi que, incorporar grupos afines al medio biolégico aumenta la viabilidad
celular. Por lo tanto, los borinatos que tienen incorporados grupo hidroxilo muestran baja
citotoxicidad ademéas de mantener interacciones controladas con la célula como se ha

demostrado [20].
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<5 HO B Hd A HO
PR Ph Ph\s \Ph PK° Ph

la 2a 3a

FIGURA 7. BIOIMAGENES FLUORESCENTES DE LOS COMPUESTOS 1A, 2A Y 3A.

2.4.- SINTESIS DE BORINATOS POR DIFERENTES RUTAS
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La preparacion de los borinatos adopta distintas rutas de sintesis, Una de las mas
conocidas y estudiadas es la ruta a través de tres componentes por 2 pasos como
muestra la figura 8 La sintesis a) se prepararon a través de 3 componentes entre
derivados de bromuro de arilo como material de partida, diisopropilaminoborano, 2-
aminoalcohol [21]. Por otra parte, La sintesis b) se prepararon a través de 3
componentes entre 2-aminofenol, derivados de cianamaldehidos para formar la base de
schiff, este ultimo reacciona con acido difenilborinico para obtener los borinatos

correspondiente[22]

No obstante, el surgimiento de sintesis mas eficientes y sostenibles a través de dos
componentes en un solo paso como muestra la ruta sintética en la figura 8 ¢) preparado
a través de dos componentes entre anhidrido  difenilborinico vy
aminoalcohol/Cisteamina/Glicina, L-serina, L-triptofano. En una sola etapa [23], se ha
perpetuado a tal punto que hay una escasa informacion en el estado del arte. Por lo tanto,
en esta investigacion se sintetizaron 3 nuevos borinatos a través de dos componentes
en una sola etapa como se muestra en la figura 8 c), permitiendo incorporar nuevas
investigaciones que incrementen el estado del arte frente a rutas sintéticas mas

sostenibles y versatiles.
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FIGURA 8. SINTESIS DE BORINATOS POR DIFERENTES RUTAS SINTETICAS. A)- B) TRES
COMPONENTES EN DOS PASOS Y C)-D) DOS COMPONENTES EN UN PASO.

Considerando lo anterior, En el presente proyecto se propone la sintesis de 3 nuevos
borinatos fluorescentes a través de dos componentes en un solo paso con
modificaciones estructurales que fomenten la permeabilidad en la célula, ya que en el
caso de los nuevos borinatos fluorescentes, contienen un grupo hidréfilo que ayudara a
una mejor solubilidad en el medio, sin perder las propiedades biocompatibles. Ademas,
se afiadiran grupos electrodonadores con el fin de fomentar el desplazamiento de carga

a lo largo de la molécula esperando mejorar sus propiedades fotofisicas.
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3.- APORTACION CIENTIFICA

Con base a lo antes mencionado se propone disefio de tres nuevos borinatos
fluorescentes a través de dos componentes con potencial aplicacion en tincion celular in

vitro para la generacién de bioimagenes.

4.-HIPOTESIS

Los tres nuevos borinatos muestran propiedades fluorescentes ,ademas, de lograr

penetrar la membrana celular y generar imagenes por fluorescencia.

5.-OBJETIVOS GENERALES

Sintetizar y caracterizar nuevos borinatos con potencial aplicacion en la generacién de

bioimagenes por microscopia de fluorescencia.

5.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar los tres nuevos borinatos a partir de 2 componentes mediante
sintesis de microondas.

2. Caracterizar estructuralmente y fotofisicamente los borinatos por métodos
como RMN (*H, 3C, 1B), difraccién de rayos X de monocristal UV-Vis,
fluorescencia y espectrometria de masas de alta resolucion.

3. Realizar el analisis comparativo de los resultados obtenidos con la
bibliografia.
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4. Evaluar la actividad citotoxica de los borinatos in vitro.

5. Obtener las imagenes por fluorescencia.

5.2.- METAS

1. Concluir el proyecto, cumpliendo con todos los objetivos planteados,
en dos afios.

2. Publicar un articulo en una revista cientifica.

3. Realizar una estancia de investigacion que aporte informacion
valiosa a la investigacion y tesis de este proyecto.

4. Difundir los resultados en un congreso internacional con
publicaciones asociadas.

5. Realizar una investigacion valiosa que tenga una futura aplicacion en

el area de la salud.

6.-Marco teérico

6.1.- Reaccion de condensacion entre aldehidos y aminas

Los compuestos organicos denominado iminas o bases de Schiff (nombre concedido en
honor a Hygo Schiff) son compuestos que se forman cuando las aminas primarias
reaccionan con aldehidos o cetonas, siendo compuestos caracteristicos por tener un
doble enlace de C=N [24]. La formacién de las bases de Schiff es una reaccion de

condensacion reversible y en ocasiones se ve favorecida bajo catélisis acida, puesto que
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la protonacion del oxigeno del carbonilo aumenta el caracter electrofilico del carbono del
carbonilo procediendo al ataque nucleofilico por parte de la amina como se ve en la
figura 9 en la etapa 1 y 2 respectivamente. Posteriormente ocurre un intercambio de
protones formando un ion oxonio el cual se desprende en forma de agua tras la formacion
del doble enlace entre carbono y nitrégeno, finalmente el cation imonio es desprotonado

por los contraiones del medio acido, formando asi, la imina [25].

R” " H R“H

Etapa 1: Protonacion dle grupo carbonilo

®
.. OH (§H. R._H
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Yy ——= Ht-H H-N ~ HN® 2
R D1, R R’
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Etapa 2: Ataque nucleofilico de la amina Etapa 4: Perdida de agua
: ?H ®0H2 R R_._H
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R-C—H = R-C-H TP —T1
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Etapa 3: Transferencia del proton Etapa 5: Desprotonacion del cation

FIGURA 9. MECANISMO DE REACCION PARA SINTESIS DE IMINAS.

6.2.- La base de Schiff como ligandos organometalicos

Las bases de Schiff han demostrado ser versétiles a la hora de cumplir su funcién como
ligandos por su capacidad para formar complejos con iones metalicos de tal manera en
que se han descrito en sintesis de nuevos materiales. Por lo tanto, las bases de Schiff
es de interés para formar complejos con iones metalicos debido a su funcibn como
ligando tipo L, es decir, los ligandos de este tipo tienden a coordinarse con un metal por
sus pares libres de electrones [26]. Las bases de Schiff como ligandos, poseen una

capacidad para formar complejos metalicos con una gran plétora de iones metalicos, por
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ejemplo: Cu (I1), Fe (Ill), Zn (1), Mn (1), Co (I1), B (lll) etc [27], [28], [29], [30], [7],
exhibiendo distintas propiedades antibacterianas [31], antiinflamatoria [32], actividad
anticancerigena [29] y su aplicacion en tincion celular [3]. Como muestra en la figura 10
la coordinacion del par libre de electrones del nitrégeno frente a diversos iones metélico
muestra una apertura a nuevos materiales con potenciales aplicaciones, siendo asi, los

compuestos organoborados de nuestro interés.
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FIGURA 10. COMPLEJOS ORGANOMETALICOS CON BASES DE SCHIFF.

Los compuestos de boro tetracoordinados adjuntados en la figura 11 estd conformado
por un conjunto de familias como: BODIPYs [33] conformado por dipirrometano y un
precursor de boro, Por otra parte, los BODIKEs [34] y Chalconas [35] que forman el
mismo heterociclo a través de rutas de sintesis diferentes que involucra dicetonas para
los bodike y chalcona alfa-beta insaturada, finalmente los BOSHIBAs [3]. y finalmente

los BOSCHIBASs conformados por precursores de boro y una base de Schiff.
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FIGURA 11. FAMILIA DE COMPUESTOS ORGANOBORADOS.

6.3.- Luminiscenciay factores que afectan

la luminiscencia es la emisiéon de luz por una sustancia sin la elevacién de altas
temperaturas, la luminiscencia se categoriza en funcién del tipo de excitacién, es decir,
cual es la causa del efecto luminiscente. En la figura 12 se esquematiza las diferentes
categorias segun su tipo de excitacion, independientemente de cudl sea la categoria,
hay que recordar que “la energia no se crea ni se destruye solo se transforma” ya sea
en ondas sonoras, deformaciones mecanicas o radiacion electromagnética, toda esta
energia implementada se transforma en energia fotonica. Dentro de esta categoria la
que es de nuestro interés es una subcategoria de la radiacion electromagnética que es
la fluorescencia y otro fendbmeno que no es de nuestro interés llamado fosforescencia,
dichos procesos ocurren a causa de transiciones electronicas, podemos apoyarnos con
el diagrama de Jablonski figura 13 para poder visualizar las transiciones de una mejor

manera.

33



Tipos de

excitacion
Ondas l vav l v ~|r i _ ! _ ¢
R— Reacciones ayos [ Reacciones ] [ Campo ] Presion [Deformacwon] [Radlaclon} Radiacien

bioguimicas )|_catodicos quimicas electronico mecanica ionizante electromaanética

N _ 7 ‘ Piezoluminiscencia
Bioluminiscencia Euimioluninisoencia l
[Sonoluminiscencia E:atodoluminiscenci% Electroluminiscencia Radioluminiscencial

_ vy — [Roengtenluminiscencial
Triboluminiscencia

Termoluminiscencia |‘_

Fotoluminiscencia

Fluorescencia
Fosforescencia

FIGURA 12. CATEGORIAS DE LA LUMINISCENCIA EN FUNCION DEL TIPO DE EXCITACION.

El diagrama de Jablonski es muy Gtil como punto de partida para analizar las distintas
transiciones electronicas que se llevan a cabo para dar inicio al proceso de absorcion y

emision de luz.

Todo este proceso comienza con la absorcion de radiacién electromagnética lo
suficientemente energética para poder hacer pasar un electrén en su estado basal a su
estado excitado también conocido como singlete excitado en donde puede acontecer
que ocurra que el electron se promueve a estados siguletes excitado de menor (S;) a
mayor energia (S2) y dentro de este nivel excitado hay posibilidades de que el electron
se encuentra en diferentes niveles de energia vibracional de los cuales ira perdiendo
energia a través de vibraciones hasta llegar al menor nivel de relajacion vibracional
dentro del mismo estado excitado. Una vez ocurrido esto pasara a lo que se conoce
como conversion interna, donde se pasara a un nivel de menor energia, dentro de este

nivel también se sufren relajaciones vibracionales y una vez llegado al menor nivel de
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energia vibracional , este pasara a su estado fundamental, concluyendo asi el proceso
de fluorescencia con un tiempo de vida en un rango de 10°-10° segundos. Sin embargo,
puede haber otros tipos de relajaciones que pueden llegar a afectar dicho proceso entre
estos procesos se encuentra el entre cruce entre sistemas que consiste en una inversion
del valor del espin cambiando asi el valor de la multiplicidad de singulete a triplete,
encontrdndonos en el estado triplete excitado, este llegard a su estado fundamental
hasta concluir el proceso de fosforescencia caracterizado por tener un tiempo de vida
mas prolongado con un rango de 103-10° segundos. y por otro lado también puede

ocurrir que la energia se pierda meramente por relajaciones vibracionales.

Nelesde 5 otras rutas de relajacion
 veles 3 4 Conversion
S2 . thergla  ——3 interna | [ |
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”””””””””””” 1 ‘ | entresistemas | |
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| T1 | l
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I 1 vibracionales
& I 2 I I
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Absorcién & I & | |
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|‘<° | |
L v 4
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FIGURA 13. DIAGRAMA DE JABLONSKI.
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6.4.- FACTORES QUE AFECTAN LA FLUORESCENCIA
Las propiedades fluorescentes de una especie determinada estan condicionadas por
factores tanto estructurales donde se ve afectado por el disefio en su estructura

molecular y por factores ambientales o externos.

6.4.1. - FACTORES ESTRUCTURALES

Sistemas wm-conjugados: cualquier molécula que sea capaz de absorber radiacion
electromagnética tiene intrinsecamente sistemas conjugados, teniendo asi, transiciones
T—>T* en compuestos organicos insaturados son muy prometedores al mostrar

propiedades fotofisicas notables.[36]

Rigidez: la emisién de luz fluorescente se ve favorecida por estructuras que poseen una
mayor rigidez, la forma rigida presenta una mayor emision de luz a debido a que limitan
las relajaciones vibracionales y asi evitando la perdida de radiacion electromagnética

absorbida por relajaciones vibracionales.[37]

Sustituyentes donadores y aceptores: sustituyentes que tengan la capacidad de
retirar o agregar densidad electrénica y distribuirla a lo largo de la estructura por sistemas
conjugados, tiene por consecuencia, facilitar la transicion del estado fundamental Sy al

estado singulete excitado S1.[38]

Atomo pesado: la presencia de atomos pesados en la estructura puede afectar en el
tiempo de vida del estado excitado debido a interacciones spin-6Orbita mas fuertes entre
los electrones de la molécula y los electrones del atomo pesado. [39]

influencia medio ambiental
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Efecto del pH: Los sistemas conjugados que acoge sustituyentes basicos o 4cidos se
ve influenciado por del pH puede afectar cambios en la estructura molecular y por
consecuencia cambios en sus propiedades fotofisicas generando cargas que pueden

estabilizarse por las formas resonantes y distribucién de carga. [40]

Temperatura: La temperatura influye en la perdida de energia por relajaciones radiativas
o vibracionales, al aumentar la temperatura aumentan las vibraciones de la molécula,
llevandonos a la perdida de energia absorbida a través de relajaciones vibracionales, por
otro lado, al disminuir la temperatura disminuimos las vibraciones de la molécula a tal

manera en que fomentamos la perdida de energia a través de una emision de luz.[41]

la teoria del apagado colicional explica un comportamiento diferente frente a
temperatura y agentes atenuantes a través del uso de la ecuacién de Stern-Volmer

como se muestra en la figura 14.
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FIGURA 14. ATENUACION ESTATICA Y DINAMICA.
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En la Figura 14 Fo representa las intensidades de fluorescencia en ausencia del agente
atenuante, F representa las intensidades de fluorescencia corregidas fluorescencias
corregidas en presencia del agente atenuante. En el caso de la atenuacién estatica al
aumentar la temperatura la formacion de complejos esta desfavorecida dando como

resultado una atenuacion menor.[42]

Solventes: Cuando una molécula se encuentra en el estado excitado aumenta su
polaridad, al menos en comparacién en su estado fundamental, por lo tanto, al aumentar
la polaridad del disolvente da lugar a una estabilizacién del estado excitado dando lugar

a un desplazamiento hacia mayores longitudes de onda.[43]

6.5.- RENDIMIENTO CUANTICO

El rendimiento cuantico es una medida que describe la eficiencia con la que una
molécula fluorescente convierte la luz absorbida en luz emitida, se expresa como el

numero de fotones absorbidos entre el nimero de fotones emitidos.

# fotones emitidos

~ # fotones absorvidos

El rendimiento cuantico puede determinarse utilizando métodos tanto directos como
indirectos. En comparacion, los métodos directos son mas precisos, sin embargo, los
métodos indirectos son mas comunes debido a su flexibilidad y el uso de menos recursos.
Los métodos indirectos hacen uso de estandares de referencia, siendo el mas comun

sulfato de quinina (¢=0.54 a 310nm).

La ecuacion que integra el rendimiento del estandar de referencia se expresa de la

siguiente manera:
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Donde @ es el rendimiento cuantico, @5 es el rendimiento cuantico del estandar, A es
la absorbancia, n es el indice de refraccidn del disolvente a utilizar y m es el area bajo la

curva del pico de emision.[44]

6.6.- CARACTER TETRAEDRICO

El caracter tetraédrico es un término acufiado por Herbert Hopfl, el cual muestra de
manera cuantitativa la distorsion de la geometria en compuestos de boro con enlaces B-
N. el célculo realiza a través del uso de la siguiente formula, en la cual hace uso de 6
angulos de enlace del 4tomo de boro, siendo asi, necesario conocer la estructura

molecular del compuesto.

O

_1_¢|109.5 -6
THCpA[%)] = | — Zn=tsl 50° | x 100

Se ha demostrado que la longitud del enlace N—B y el caracter tetraédrico estan
correlacionados por lo cual entre mayor distancia de enlace entre N—B menor caracter
tetraédrico, es decir, existe tendencia a un enlace por interacciones débiles como un
enlace de Van der Waals y en el caso contrario, un enlace covalente de N—B si hay una

disminucion de distancia de enlace como se muestra en la figura 15 [45].
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7.- METODOLOGIA DEL TRABAJO

FIGURA 15. ANGULOS DE CARACTER TETRAEDRICO.
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7.1.-REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

0, X-B-Y
0, X-B-Z
0, Y-B-Z
0, D-B-X
05 D-B-Y
05 D-B-Z

La sintesis de los BOSCHIBAs se llevara a cabo en el laboratorio de materiales Il

utilizando los reactivos obtenidos de Sigma-Aldrich adjuntados en la tabla 1.

TABLA 1. NOMBRE, COSTO E IMPORTE DE LOS PRECURSORES A UTILIZAR.

Estructura CAS Costo | Importacién
aprox.
(19)
2-Aminoetil- 524-95-8 $867.00 | Sigma-aldrich
difeniborinato ;‘le
O—p
pH Ph
2- 90-02-8 $7.85 Sigma-aldrich
Hidroxibenzalde
hido H
OH O
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4-(Dietilamino) \ 17754-90-4 | $157 Sigma-aldrich
salicilaldehido
\/N
OH

2,4- HO 95-01-2 $72.54 | Sigma-aldrich
Dihidroxibenzald
ehido

OH O

La sintesis de los BOSCHIBASs se llevara a cabo en el laboratorio de materiales llI

utilizando los materiales especificados en la tabla 1.

TABLA 2. MATERIAL PARA UTILIZAR EN LA SINTESIS DE BORINATOS.

Material Ubicacion
Viales Laboratorio de materiales Il
Espatula Laboratorio de materiales Il

Matraz bola 50ml

Laboratorio de materiales Il

Reactor de microondas boca ancha

Laboratorio de materiales Il

Piseta

Laboratorio de materiales Il

Placas cromatograficas

Laboratorio de materiales Il

Tubos capilares

Laboratorio de materiales Il

Caja de guates de nitrilo

Laboratorio de materiales Il

Vasos de precipitados 100ml, 10ml

Laboratorio de materiales Il

Cuba cromatogréfica

Laboratorio de materiales Il

Pinzas

Laboratorio de materiales Il

Papel Parafilm

Laboratorio de materiales Il

La caracterizacion de los borinatos sintetizados se realizara con la disposicion de los

diferentes equipos y su respectiva ubicacion en colaboracion con diferentes instituciones

mostradas en la tabla 3.
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TABLA 3. EQUIPOS Y UBICACION DE LOS DIFERENTES METODOS DE CARACTERIZACION.

Andlisis Equipo Ubicacién

Sintesis quimica Reactor AntonPaar | FCQ-UANL
Monowave (Laboratorio de

Espectroscopia UV-vis Espectrometro  PerkinElmer | Materiales 1)
Lambda 365

Espectroscopia de | Horiba Scientific Fluorolog-3

fluorescencia
Espectros de RMN de H, | Bruker Advance DPX-400 CIBYN-UANL

BCy!B (Apodaca N.L)
Espectroscopia de | AB Sciex API 200™ Sistema | CINVESTAV-IPN
masas LC/MS/MS (CDMX)

Difraccién de rayos-X Bruker SMART APEX CCD

7.2.- RUTA DE SINTESIS

7.2.1.-PARTE EXPERIMENTAL

Los borinatos se sintetizaron en una sola etapa a partir de la reaccién de condensacion
entre 2-aminoetil difenilborinato con los diferentes derivados de salicilaldehido, la
reacciéon de condensacion genera como Unico subproducto agua. Los reactivos se
pesaron y se traspasaron a un reactor de microondas G30 con un agitador magnético y
se anadi6 2/3 de acetato de etilo como medio de reaccion, la reaccién se llevo a cabo en
un equipo de microondas Anton Paar Monowave 300 y monitoreamos la reaccion a
través de cromatografia en capa fina concluyendo un tiempo de reaccién maximo de 10
min a 120°C . Una vez obtenidos, recuperamos el medio de reaccion tras la evaporacion
a presion reducida obteniendo individualmente los 3 borinatos de coloracion amarillenta

pdlida, finalmente, la purificacibon de cada borinato se realiz6 por medio de
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recristalizacion por evaporacion lenta en diferentes disolventes. Las caracteristicas de

los borinatos y parametros de sintesis se adjuntan en la tabla 4.

R OH
\Q\V( |/\NH2 W \ N_/_
—>

B., -H,0 O\B

Ph ‘Ph Pr{ ‘Ph

1):R=H
2): R= OH
3): R= N(CzH;);

FIGURA 16. REACCION GENERAL DE LA SINTESIS DE BORINATOS FLUORESCENTES 1,2 Y 3.

TABLA 4. CARACTERISTICAS Y PARAMETROS DE LOS BORINATOS.

Caracteristicas Borinato 1 Borinato 2 Borinato 3
Solvente EtOAc EtOACc EtOACc
Tiempo 10 min 10 min 10 min
Color Amarillo Amarillo pélido Amarillo
Temperatura 120 °C 120 °C 120 °C
Rendimiento 89% 90% 95%

P.F (°C) 140 180 160

E.A 94.81 95.04 95.69
Factor E 0.22 0.10 0.05

P (bar) 4.1 4.1 5.1
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8.- DISCUSION Y RESULTADOS

8.1.- CARACTERIZACION DE RMN DE LOS BORINATOS

El espectro de RMN de 'H de los 3 borinatos mostraron sefiales caracteristicas para el
protébn imino 6= 8.64, 8.65, 8.23 (s, 1H, H-7) respectivamente. Cabe recalcar la
desaparicion de un protdn, esto es debido a la presencia de un grupo OH con un protén
labil, este se intercambia con un deuterio del solvente y por lo tanto no se presenta una
sefal, los 3 borinatos presentan sefales en el area aromatica 6= 6-7.5 con diferencias a
consecuencia de la deslocalizacion electronica por parte del grupo donador de
electrones al &rea aromética, los 3 borinatos presentan sefales 6= 3.71, 3.62, 3.55 (t,
2H, H-9) y 3.19, 3.16, 3.13 (t, 2H, H-8) respectivamente, para el fragmento
—CH;—CH,—OH. En la tabla 5 se compara los desplazamientos quimicos de los 3

borinatos con moléculas ya reportadas.
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FIGURA 17. ESPECTRO [8,PPM] DE RMN DE 'H EN ACETONA-Dgs PARA EL BORINATO 1.
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FIGURA 19. ESPECTRO [3,PPM] DE RMN DE 1H EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 3.

Los espectros de RMN de 3C de los 3 borinatos se muestran en las figuras 20-22 con
sefiales para el carbono imino 6= 165.62, 164, 162.27 (C-7) respectivamente, ademas de
mostrar una sefial pequefia y ancha correspondiente al carbono ipso 6=147.59, 149.79,
150.84 (C-10) respectivamente, muestra este comportamiento a consecuencia del

momento cuadrupolar del boro que afecta el proceso de relajacion. Todas las sefales

caracteristicas. Los desplazamientos caracteristicos para los espectros de RMN de 3C

se adjuntan en la tabla 5.
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FIGURA 21. ESPECTRO [6,PPM] DE RMN DE 13 C EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 2.
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FIGURA 22. ESPECTRO [6,PPM] DE RMN DE 13 C EN ACETONA-Ds PARA EL BORINATO 3.

Para realizar una asignacion inequivoca de los desplazamientos de los atomos de protén

y carbono fue necesario realizar experimentos en dos dimensiones donde se muestra

los espectros de correlacion homonuclear (COSY) y heteronuclear (HSQC). En el

experimento COSY para los borinatos 1-3 mostrados en la figura 23-25 se muestra una

correlacion entre protones a corto alcance (dH/6H): 7.46 — 7.40/7.22 — 7.10 (H-11/H-

12), 7.46 — 7.40/7.30 - 6.78 (H-3/H-4), 1.14/ 3.13 (H-15/H-14), 3.19 - 3.13/3.71 — 3.55

(H-8/H-9) y a largo alcance H2/H4, una vez asignadas las sefiales de proton, son

correlacionas con los desplazamientos de carbono en el espectro de HSQC como se

muestra en las figuras 26-28.
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FIGURA 23. ESPECTRO DE 2D RMN COSY EN ACETONA-Ds PARA EL BORINATO 1.
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FIGURA 24. ESPECTRO DE 2D RMN COSY EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 2.
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FIGURA 25. ESPECTRO DE 2D RMN COSY EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 3.
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FIGURA 26. ESPECTRO DE 2D RMN HSQC EN ACETONA-Ds PARA EL BORINATO 1.
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FIGURA 27. ESPECTRO DE 2D RMN HSQC EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 2.
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FIGURA 28. ESPECTRO DE 2D RMN HSQC EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 3.

Los espectros de 2d de HMBC proporciona correlaciones entre protones y carbonos. Por
cuestiones de practicidad se suprimen las correlaciones directas de un enlace. Para los

3 borinatos representados en las figuras 29-31 siendo las mas destacables las
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correlaciones correspondientes a los carbonos cuaternarios (0H/dc): es 147.59 -

150.84/3.19 — 3.13 (C10/H11), 147.59 - 150.84/7.10 - 7.30 (C10/H12, H13).
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FIGURA 29. ESPECTRO DE 2D RMN HMBC EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 1.
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FIGURA 30. ESPECTRO DE 2D RMN HMBC EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 2.
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Los espectros de RMN de B para los complejos se visualizan en las figuras 32-34

mostraron sefiales muy anchas debido a que el isotopo !B tiene un spin de 3/2 y

presenta un bajo momento cuadrupolar con lenta relajacion, los desplazamientos para

los borinatos tienen valores caracteristicos, siendo en un valor cercano a 30 ppm los

complejos de boro con hibridacién sp2 y por debajo de 10ppm los complejos de boro con

hibridacion sp3. El valor obtenido para los borinatos 1-3 se adjunta en la tabla 5,

esperando asi que el complejo tenga una hibridacion sp3, dando a entender una posible

geometria tetraédrica.

TABLA 5. DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE PROTON/CARBONO IMINO Y BORO.

sefiales Himino (ppm) BCimino (ppm) | B (ppm)
1 8.64 165.62 3.44
2 8.45 164.00 4.12
3 8.23 162.18 3.85
Referencia [19] | 9.06 160.25 5.08
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FIGURA 32. ESPECTRO DE RMN ! B EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 1.
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FIGURA 33. ESPECTRO DE RMN ! B EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 2.
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FIGURA 34. ESPECTRO DE RMN ! B EN ACETONA-Dg PARA EL BORINATO 3.

8.2. - MASAS DE ALTA RESOLUCION PARA LOS BORINATOS 1-3

Los espectros de masa de alta resolucion se muestran en la figura 35-37 junto con su
patron isotopico calculado, estos espectros fueron obtenidos a través del analisis directo
en tiempo real con un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (DART-TOF-MS) y

evidencian el pico base protonado, del cual se adjuntaron estos valores en la tabla 6.
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FIGURA 35. ESPECTRO DE MASAS DE ALTA RESOLUCION DEL BORINATO 1.

+ Patrén isotépico calculado
HO OH
AQ_\\?_/— L. 34616147

Intensidad relativa e}
\B'
1 “, Lo
10 @ @ 346.16119 145 1651 -
] | |
1 [M+H]: 346.21 s e i e i e )
5]
] 345.16933 347.16798
0= T ’ T T T T T T T T ‘ T T
345.00 345.50 346.00 348.50 347.00 347.50
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TABLA 6. DATOS DE MASAS DE ALTA RESOLUCION DE LOS BORINATOS.

Complejo [M]+

Calculado m/z

Encontrado m/z

Diferencia (ppm)

1 330.16655 330.16613 -1.27
2 346.16147 346.16119 -0.80
3 401.24005 401.24128 3.06

8.3.- ANALISIS DE TODOS LOS DATOS DE IR DE LOS BORINATOS 1-3

Los espectros de IR de los complejos de boro 1-3 muestran sefiales caracteristicas
provenientes de la tensién del enlace C=N con valores entre 1615-1700 cm'y ademas,
la banda de los alcoholes primarios proveniente del fragmento —CH;—CH,—OH como
también la banda correspondiente a la tensién del enlace O—H con valores entre 3550-
3200 cmt. También se aprecia bandas provenientes de las flexiones de enlaces C—H

aromaticos. Todas las bandas caracteristicas estan adjuntadas en la tabla 7.

TABLA 7. PRINCIPALES BANDAS (CM-1) EN IR PARA LOS BORINATOS.

Bandas 4 5 6 bandas (cm?)
OH 3490 | 3406 3538 3550-3200
Iminas 1633 | 1639 1612 1615-1700
Alcoholes primarios 1033 | 1039 1041 1040-1060

8.4.- ANALISIS DE ESTRUCTURAS DE DIFRACCION DE RAYOS
X

En el presente trabajo se obtuvieron cristales adecuados de los borinatos 1-3 siendo
buenos prospectos para su determinacion de su estructura molecular a través de
difraccion de rayos X de monocristal. Los datos cristalograficos mas relevantes de cada

uno de los borinatos se adjuntan en la siguiente tabla 8.
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TABLA 8. DATOS CRISTALOGRAFICOS Y REFINAMIENTO DE LOS BORINATOS.

Datos Borinato 1 Borinato 2 Borinato 3
Formula empl'rica C21H20BNO; C21H20BNO3 C25H20BN2O3
Peso molecular | 329.19 409.27 400.31
(g/moal)

Temperatura (K) - 99.99 99.95
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2i/n P2i/c P-1

a, [A] 9.0874(12) 14.1158(3) 8.0146(4)

b, [A] 17.839(3) 13.8813(3) 10.4304(4)

c, [A] 10.9758(14) 10.8652(2) 13.7792(6)
a, [ 90 90 100.1650(10)
B, [ 96.933(12) 98.976(2) 105.2590(10)
Y, [°] 90 90 97.3170(10)
V [A3] 1766.3(4) 2102.92(8) 1075.35(8)

Z 4 4 2

Pealc giem 1.238 1.293 1.236

g, mm ! 0.078 0.727 0.077

F (000) 696.0 872.0 428.0

20 6.202-59.284° 6.338-144.87° | 4.036-54.892°
Tamafio de | 0.353 x 0.182 x| - 0.591 x 0.501 x 0.34
cristal/mm? 0.142

el proceso de cristalizacion se realiz6 por evaporacion lenta en un sistema de solventes

isopropanol/hexano (1;2) para el borinato 1 y en metanol para el borinato 2 y 3. la

estructura molecular de los borinatos 1-3 consisten en un heterociclo de seis integrantes

[01-B1-N1-C1-C6-C7] como se muestra en la figura 38-40.
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FIGURA 38. BORINATO 1 REPRESENTADO MEDIANTE EL DIAGRAMA ELIPSOIDAL TERMICO.

FIGURA 39. BORINATO 2 REPRESENTADO MEDIANTE EL DIAGRAMA ELIPSOIDAL TERMICO.
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FIGURA 40. BORINATO 3 REPRESENTADO MEDIANTE EL DIAGRAMA ELIPSOIDAL TERMICO.

El anillo de seis miembros del complejo 1-3 muestra un fruncimiento en B1 que se sale
del plano a causa del enlace dativo con N1, obteniendo una conformacion de silla, se
observa Bl tetracoordinado [O1-N1-C10-C16] obteniendo una geometria molecular
tetraédrica. A dicha estructura se representa mediante el diagrama elipsoidal térmico con
un nivel de probabilidad del 50% mostrados en la figura X. El enlace de coordinacion
N—B para los borinatos 1- 3 mostrados en la tabla 10 demuestran una fuerte
coordinacién entre el atomo de nitrégeno y boro, debido a una menor distancia de enlace
covalente N—B ya que se sugiere que las longitudes de enlace medias de los borinatos
son de 1.665 A. A consecuencia del fuerte enlace dativo el boro adopta una geometria
tetraédrica de acuerdo con la ecuacién de Hopfl [45]los valores obtenidos del caracter
tetraédrico de los borinatos 1-3 se adjuntan en la tabla 9. Lo cual sefala que a mayor

caracter tetraédrico hay una menor distancia de enlace N—B.
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TABLA 9. CARACTER TETRAEDRICO PARA LOS BORINATOS.

borinato Caracter tetraédrico %
1 83.07
2 82.64
3 86.76

Podemos observar en la figura 41 el borinato 1, que presenta interacciones

intramoleculares por puentes de hidrogeno entre los atomos de oxigeno y atomos de

hidrogeno de O2—H2A~ O1 (2.033A) e interacciones COH9A T (2.697A). Para el

borinato 3 revelan interacciones intermoleculares por puentes de hidrogeno entre

C12—H12+ 01 (2.701A), C7T—H7-- 02 (2.318A).

FIGURA 41. INTERACCIONES INTERMOLECULARES DEL BORINATO 1.

La Figura 42 muestra interacciones intermoleculares por puentes de hidrogeno entre
moléculas del borinato 2 y moléculas de etanol ocluido en la estructura cristalina
O4—H4A~ 01 (1.996A), O5—H5A 04 (1.772A), O3—H3A O5 (1.804A), 02—H2A 03
(1.847A), mostrando asi, la estabilizacion de la estructura cristalina por interacciones con
el solvente ocluido. Finalmente, en la figura 43 el borinato 3 muestra interacciones

intermoleculares de puente de hidrogeno 012—H12- 01 (2.701A), C7—H7- 02 (2.318A),
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TABLA 10. DISTANCIAS Y ANGULOS DE LOS BORINATOS.

FIGURA 43. INTERACCIONES INTERMOLECULARES DEL BORINATO 3.

Distancias/ borinato 1 borinato 2 borinato 3 Referencia
angulos [46]
B1-O1 1.507 (2) 1.515 (3) 1.5004 (13) -
B1-N1 1.603 (2) 1.604 (3) 1.6032 (14) 1.600 (3)
B1-C10,16 1.619 (3)/ 1.602 | 1.610 (4)/ 1.613 | 1.6147 -

(3) (3) (14)/1.6373 (14)
C10-B1-C16 | 116.20 (14) 114.45 (18) 114.58 (8) 105.89
C16-B1-0O1 106.09 (14) 105.69 (18) 109.20 (8) 109.10
C10-B1-O01 | 110.10 (14) 110.10 (16) 106.67 (8) 110.10
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C16-B1-N1 | 109.42 (15) 111.49 (16) 108.89 (8) 112.30
C10-B1-N1 | 108.53 (14) 108.81 (19) 110.16 (8) 105.31
01-B1-N1 106.02 (13) 105.92 (16) 107.07 (8) 113.80

8.5.- DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD

Los borinatos 1-3 fueron expuestos a un ensayo de citotoxicidad in vitro con la linea de
células sanas HUVEC (células endoteliales de vena umbilical humana) a diferentes
concentraciones (0.1-5 pg/ml) utilizando como disolvente DMSO. El comportamiento tras
el andlisis de la citotoxicidad para todos los borinatos se muestran en las figuras 44-46,
los resultados apuntan a un porcentaje de viabilidad celular por encima del 80%, siendo
asi, la concentracion de 0.1 ug/mlcon mayor porcentaje de viabilidad como se muestra

en la tabla 11.

Segun la NOM ISO 10993-5 [47] muestra que no son citotdxicos ya que argumenta, si la
viabilidad celular > 80% se considera no toxico, mientras que los porcentajes de 80-60%
son débiles, 60-40% moderados y <40% fuertes, ademas, de los principios de la OCDE

gque mantienen otra clasificacion donde > 75% no es toxico [48].

TABLA 11. VIABILIDAD DE LOS BORINATOS A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

0.1 pg/ml 1 pg/ml 2.5 pg/ml 5 pg/ml
borinato media |desviacion | media | desviacion | media | desviacién | media | desviacién
Control - 100 100 100 100

1 88.97 1.01 87.86 1.00| 86.98 0.99 81.23 0.92
2 103.58 1.18 84.25 0.96| 88.62 1.01 87.33 0.99
3 95.28 1.08 94.11 1.07| 80.88 0.92 83.37 0.95
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FIGURA 44. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD DEL BORINATO 1 EN CELULAS HUVEC.
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FIGURA 45. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD DEL BORINATO 2 EN CELULAS HUVEC.
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FIGURA 46. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD DEL BORINATO 3 EN CELULAS HUVEC.
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8.6.- ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE UV-VIS Y EMISION DE LOS

BORINATOS

Las propiedades fotofisicas de los 3 borinatos fueron estudiados en etanol como se ve

en la figura 47. Los tres borinatos presentaron longitudes méaximas de absorcion dentro

del rango de 282-382 nm como se muestra en la figura 47, en los espectros de emisiéon

adjuntados es notable la influencia de los sustituyentes electrodonadores, repercutiendo

en el valor de la longitud de onda maxima tomando valores entre 430-480 nm como se

muestra en la tabla 12. sin embargo, tomando como referencia el borinato 1, los

borinatos 2 y 3 presentan un desplazamiento hipsocrémico en comparacion al borinato

1. Por lo tanto, para aclarecer el comportamiento intrinseco de los compuestos se realizé

pruebas solvatocromicas en etanol, tetrahidrofurano y cloroformo para descartar la

influencia de factores de campo.
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FIGURA 47. ESPECTROS DE ABSORCION Y EMISION NORMALIZADOS.

4(IJO 560
Longitud de onda (nm)

Las propiedades fotofisicas de los 3 borinatos fueron estudiados a una concentracién 3

ppm en solventes como etanol, tetrahidrofurano y cloroformo, adjuntamos los datos
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obtenidos en la tabla 12. Los espectros de la figura 47 muestra desplazamientos
hipercromicos a diferentes solventes debido a la estabilizacién del estado excitado en
cada solvente, ademas, de aumentar la intensidad al agregar grupos donadores de
electrones. El grafico de rendimiento cuéntico frente a la constante de hammett para
cada sustituyente presentado en la figura 48 muestra el mismo comportamiento
reportado por Dumitru Sirbu et al [49]. El rendimiento cuantico tiende a aumentar al

disminuir la constante de Hammett.

Constante Hammett vs Rendimiento cuantico %

18

~ 16
-\ /T

14

Rendimiento cuantico (%)
et @
15

0.8 0.7 0.6 05 0.4 03 0.2 0.1 o
Constante de Hammett (o)

FIGURA 48. CONTANTE DE HAMMETT VS RENDIMIENTO CUANTICO.
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FIGURA 49. PRUEBAS SOLVATOCROMICAS A UNA CONCENTRACION DE 3 PPM.
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TABLA 12. ABSORCION Y EMISION DE LOS BORINATOS EN CLOROFORMO.

M Solvente Aabs [NmM] ‘ €*104[M'cm™]

1 Etanol 282/370 0.047680531 476 0.17
2 301/362 0.016268029 448 1.05
3 382 0.032235926 436 17.9
1 Cloroformo 285/375 0.027576173 476 0.212
2 291/362 0.0065536 455 0.35
3 388 0.047041473 450 22.15
1 THF 281/372 0.037350986 476 0.251
2 295/362 0.039324971 455 0.967
3 380 0.015620963 441 23.95

8.7.- GENERACION DE BIOIMAGENES FLUORESCENTES

Las bioimagenes fluorescentes de los borinatos fueron generadas tras la exposicion en
1 pg/mlt en células HUVEC y analizados por microscopia de fluorescencia
(Zess Axio Imager). la figura 50 a) muestra una tincién débil de color azul con un patrén
nebuloso denso en el citoplasma, de la misma manera la bioimagen b) muestra una
tincion de color azul, se observa fluorescencia punteada en algunas areas en la
membrana citoplasmética, proporcionando informacion de indicios de tener presente
vesiculas endociticas localizadas por lo que se sugiere una via de internalizacion
endocitica. Finalmente, la bioimagen ¢) muestra una tincion de coloracion verdosa con
un contraste ligeramente mas definido a comparacién de a) y b),es apreciable patrén

granular perimetral con una distribucion polar.

69



FIGURA 50. BIOIMAGENES FLUORESCENTES CON LINEA HUVEC.
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9.- CONCLUSIONES

Se realiz6 la sintesis asistida por microondas de los borinatos 1-3 a través de dos
componentes en un solo paso, a manera comparativa ante otras rutas sintéticas para los
borinatos [21], [22], la ruta sintética empleada en este trabajo resulta ser versatil, rapida

y sustentable.

La estructura cristalina del borinato 1 y 2 cristalizan en un sistema monoclinico, para el
borinato 1 presenta interacciones intermoleculares de puentes de hidrogeno e
interacciones tipo centroides, mientras que el borinato 2 presenta interacciones de
puentes de hidrogeno con solvente ocluido en la estructura cristalina, cabe recalcar que
se lograron obtener cristales del borinato debido a la contribucién del solvente ocluido
para estabilizar la estructura cristalina. El borinato 3 cristaliza en un sistema triclinico

presentando interacciones de puentes de hidrogeno.

Los 3 borinatos muestran un fruncimiento del boro fuera del plano, sin embargo, la
distancia entre N-B, distancia entre B y plano y su caracter tetraédrico entre los 3

borinatos no muestra diferencias significativas.

Los espectros de absorcion y emisidbn muestran desplazamientos hipercromicos en
presencia de grupos electrodonadores, El borinato 3 muestra un mayor rendimiento
cuantico al disminuir la constante de Hammett, mostrando una relacion entre la
capacidad electrodonadora representada por la constante de Hammett y el rendimiento

cuantico.

Los 3 borinatos presentan una baja citotoxicidad, en comparacion al borinato 1 y 3, el

borinato 2 tifie selectivamente el citoplasma, mostrando una ligera mejoria en la
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resolucion de contraste, por lo tanto, se intuye que la tincion selectiva al citoplasma se
da a través de interacciones controladas con el grupo OH fendlico incorporado en la

estructura como sea demostrado en trabajos anteriores [20].
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