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1 Introduccion

1. Introduccidn

La luminiscencia, un fenémeno éptico fascinante que ha sido objeto de estudio en diversas
disciplinas cientificas. Fue introducida por primera vez por el fisico e historiador de la
ciencia Eilhard Wiedemann en 1888, donde describe que ocurre la emision de fotones
mediante la absorcién de energia en un material, sin elevar su temperatura.! Existe una
gran variedad de tipos de luminiscencia dependiendo de la fuente de excitacion que incide
sobre el material como se muestra en la Figura 1.2 En el caso de la fotoluminiscencia es
cuando se lleva a cabo la excitacion por fotones.

Energia Biologica: Energia Quimica:
Bioluminiscencia Quimioluminiscencia
Radiacion:
Energia Mecanica: Modo de Radioluminiscencia,
. .« . . . ., e ——— mnic :
Triboluminiscencia excitacién Catadoluminiscencia
Fotoluminiscencia:
Fosforescencia
Fluorescencia
Ondas sonoras: Energia Eléctrica:
Sonoluminiscencia Electroluminiscencia

Figura 1. Tipos de luminiscencia en cuanto al modo de excitacion.

El area de estudio de los materiales ha dado a la luminiscencia una gran importancia
ya que la misma en todas sus clasificaciones presenta potenciales aplicaciones
especialmente en el campo de la medicina y la biomedicina. Por mencionar algunas se
encuentran: la deteccién de muestras de sangre en medicina forense,® en la obtencién de
imagenes y terapia de tumores,* en el diagnéstico de infecciones y deteccién de bacterias
y hongos,® como sensores para la deteccion de multiples y diversos biomarcadores,® en
la fabricacion de catodos frios utilizados en la industria de las pantallas, en la fabricacion
de LEDs,’ tincién celular,® entre otros. Uno de los aspectos mas importantes en esta area
es el desarrollo y aplicacién de tintes para materiales, que desempefian un papel crucial
en la visualizacién y diagnéstico de enfermedades, asi como en la ingenieria de tejidos y la
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1 Introduccion

regeneracion celular. En cuanto a la aplicacion de ingenieria de tejidos los biomateriales
juegan un papel fundamental ya que permiten la mejora, restauracion o remplazo de tejidos
y 6rganos dafiados en el cuerpo humano.® Estos materiales estan disefiados para
interactuar de manera compatible con sistemas bioldgicos, su seleccion y disefio se basan
en propiedades especificas que promueven la integracion con el entorno. También al estar
en contacto con el cuerpo humano, incluyendo tejidos, sangre y otros fluidos bioldgicos,
esto hace que prevalezca la biocompatibilidad de estos.!? Entre otras de las interesantes
propiedades de los biomateriales se encuentran: la no toxicidad, bioactividad vy
biodegradacion.'* 12 13 En la actualidad los biomateriales se clasifican en cuatro
generaciones:

1. Biomateriales inertes: Remplazan a los tejidos dafiados con una respuesta toxica
minima del receptor.

2. Biomateriales bioactivos y biodegradables: Interaccionan con el medio biol6gico
para mejorar la respuesta, degradandose progresivamente en el nuevo tejido.

3. Biomateriales funcionalizados: Son capaces de estimular una respuesta celular
a nivel molecular.

4. Biomateriales funcionalizados e inteligentes: Estimulan a células especificas para
ayudar al cuerpo a auto curarse.

Uno de los biomateriales mas destacados es la fibroina de seda, derivada del capullo del
gusano (Bombyx mori), que ha demostrado ser altamente biocompatible y verséatil en una
variedad de aplicaciones biomédicas, especificamente en la ingenieria de tejidos, ya sea
en la regeneracion 6sea,'*'> como andamio y en regeneracién celular,'® entre otras. La
fibroina de seda provee un ambiente propicio para el crecimiento y diferenciacion celular ,
degradandose con el tiempo para permitir el desarrollo de nuevo tejido.'” A pesar del potencial
gue presenta, se busca mejorar sus propiedades y ampliar sus aplicaciones. Con el fin de
aumentar su compatibilidad y permitir una mejor visualizacion y seguimiento se hace
necesario la tincioén de la fibroina de seda con materiales fluorescentes. Se ha estudiado
gue esta técnica de tincion ofrece varias ventajas en la administracion de farmacos, en
bioimagenes y como biosensores.!® 1 20. 21 Hay varios métodos para generar fibroina de
seda luminiscente: mediante la modificacién genética del gusano,?> 22 haciendo que el
gusano, en su alimentacién, absorba los tintes de manera natural ?* 2 y mediante el
método de inmersién.?® 2’ Siendo este Ultimo el método mas sencillo, de menor costo,
tiempo y muy importante que no se afecta la vida del gusano, a comparacién con el
método de modificacion de alimentacibn en donde se ha demostrado que algunos
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1 Introduccion

compuestos fluorescentes usados para ello son téxicos.?*

Se han estudiado varios tipos de compuestos fluorescentes en la tincion de fibroina de
seda, tanto organicos como inorganicos. Los compuestos fluorescentes organicos, como
los tintes y pigmentos, ofrecen la ventaja de una mayor compatibilidad biolégica y una mayor
facilidad para modificar sus propiedades épticas mediante cambios estructurales.?® Por
otro lado, los compuestos inorganicos, como los nanomateriales, pueden proporcionar
una mayor estabilidad y durabilidad.?® Sin embargo, la flexibilidad y versatilidad de los
compuestos organicos los convierten en una opcion preferida para aplicaciones donde se
requiere un ajuste fino de las propiedades luminiscentes de la seda.

En este contexto, los compuestos de boro han demostrado ser especialmente prometedores.
El boro, como elemento quimico, ofrece ventajas Unicas en aplicaciones biomédicas, como
su capacidad para actuar como agente de tincion fluorescente, asi como su participacion
en la modificaciéon de biomateriales para mejorar sus propiedades.*

Por otra parte, las bases de Schiff son el producto de condensacion entre un aldehido o
una cetona con una amina primaria, tienen como una de sus ventajas su facil preparacion
y la posibilidad de modificar su estructura con distintos sustituyentes, dada la diversidad
existente de aminas primarias, aldehidos y cetonas. En la quimica orgénica se utilizan
como intermediarios sintéticos o estructuras como base para la sintesis de productos con
una importante actividad biolégica.®!

En los ultimos tiempos se han estudiado nuevos compuestos de boro y bases de Schiff
(BOSCHIBAS), las cuales se destacan por sus excelentes propiedades fluorescentes y su baja
0 nula citotoxicidad. Ademas, la facilidad de sintesis de las BOSCHIBAs mediante
métodos sustentables las convierte en una opcidon atractiva para aplicaciones
biomédicas.®

Se han desarrollado numerosas aplicaciones utilizando fibroina de seda tefiida con
materiales organicos fluorescentes, destacando su versatilidad en campos como la
bioimagen y la creacion de textiles innovadores. No obstante, en muy pocos trabajos se ha
explorado su potencial para promover el crecimiento celular. Esta area poco investigada
presenta una oportunidad valiosa para avanzar en aplicaciones biomédicas,
especialmente en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, donde la
combinacion de propiedades fluorescentes y biocompatibles de la fibroina de seda podria
resultar en soluciones innovadoras y eficaces. Por tanto, el objetivo principal de este
proyecto es sintetizar y caracterizar cuatro BOSCHIBAs fluorescentes para la tincion de
fibroina de seda y desarrollar el crecimiento celular (Figura 2).
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Figura 2. Esquema general del proyecto de investigacion.

18



2 Antecedentes

2. Antecedentes

Los compuestos de boro han surgido como componentes cruciales en diversas
disciplinas cientificas y tecnolédgicas debido a sus propiedades Unicas y versétiles. En el
ambitode la biomedicina, principalmente, estos compuestos han mostrado un gran
potencial en el disefio de nuevos agentes terapéuticos y en la entrega selectiva de
farmacos, aprovechando su capacidad para formar complejos estables con
biomoléculas, lo que permite una mayor especificidad y eficacia en los tratamientos. Asi
como también en la tecnologia y electrénica, que se utilizan en la fabricacidn de
dispositivos avanzados, como sensores Yy transistores, debido a su capacidad para
modificar las propiedades electrénicas delos materiales semiconductores. Dentro de
estos tipos de compuestos se destacan los BODIPYs, los BODIKEs y las BOSCHIBAs
gue tienen caracteristicas similares para el objetivo que se quiere desarrollar en este
proyecto, y entre otras aplicaciones especificas de cada tipo de compuesto se muestra
en la siguiente figura.

BODIPYs: Boron dipyrromethane BODIKEs: Boron diketonate BOSCHIBASs: Boron Schiff
. .. . Base

* Sensores fluorescentes + Sensores y dispositivos 6pticos R lecul

L i i L . » Rotores moleculares
* Bioimagenes » Fototerapia y diagnéstico biomédico Tincion celul

., . ) i . + Tincién celular
* Tincion celular * Materiales emisores en dispositivos oo ] .
+ Terapia fotodinamica OLED * Tinci6n de biomateriales.
* Marcadores moleculares + Catalisis

MeO

/)
N N=— A ‘
\ s O O N,
\\\“ “~ (o4 D

Figura 3. Aplicaciones de los compuestos de boro.

2.1. BODIPYs

Los BODIPYs son conocidos por su estabilidad térmica y alto rendimiento cuantico de
fluorescencia.®? Su estructura basica consiste en dos anillos de pirrol unidos por un grupo
metino central y un atomo de boro coordinado a dos atomos de nitrogeno y conectados a
dos atomos de fltor, como se muestra en la Figura 3.3 Los BODIPYs se han utilizado
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2 Antecedentes

como colorantes fluorescentes para tefiir una amplia gama de lipidos, incluyendo
fosfolipidos, colesterol y ceramidas, y en comparacion con otros compuestos usados para
la tincion de lipidos, se destacan los BODIPYs debido a que su espectro de emision es mas
estrecho y con un mayor rendimiento cuantico. Ademas, esta familia de compuestos es
altamente resistente a los cambios de pH y polaridad, y también posee buena estabilidad
fotoquimica. 4

Estas caracteristicas han despertado interés en los campos de la quimica, bioquimica
y fisica, ya que los BODIPYs se han probado como sensores quimicos, tintes de laser,
marcadores fluorescentes, capas activas en celdas fotovoltaicas, colectores solares y
OLEDs.*®* Ademas de las propiedades mencionadas, estos compuestos tienen la
capacidad de rotacion libre, lo que significa que su fluorescencia puede verse afectada
segun el plano del cromoéforo sustituyente. Esta caracteristica especial hace que los
BODIPYs sean herramientas Utiles para el analisis de micro viscosidad en medios como el
citoplasma o la matriz mitocondrial.®

2.2. BODIKEs

Por otro lado, los borodicetonas o B-dicetonas, conocidos como BODIKES, son colorantes
clasicos con impresionantes propiedades luminiscentes, asi como también presentan una
emision intensa tanto en solucién como en estado soélido, y fosforescencia a temperatura
ambiente.?” Estas propiedades los han llevado a ser utilizados en diversas aplicaciones,
como la imagen de hipoxia tumoral, receptores de aniones y estudios sobre el Alzheimer,38
como sensores y en fotocatalisis debido a sus propiedades foto-Opticas. También pueden
presentarse como colorantes mecanocrémicos,3 cambiando su color o intensidad de
luminiscencia bajo fuerzas mecénicas inducidas.*® Estas caracteristicas los hacen Utiles en
sensores Opticos, transistores y diodos organicos emisores de luz (OLEDs).*

2.3. BOSCHIBAs

La combinacién de “Boron Schiff Base” se refiere a compuestos que contienen un &tomo
de boro y una base de Schiff, conocidas generalmente como iminas, las cuales, debido a
su estructura molecular y naturaleza de enlaces, poseen excelentes propiedades
fluorescentes. Estos compuestos se destacan por su menor costo de produccion, sintesis
sencilla y altos rendimientos cuanticos, en comparacion con otros derivados de boro.#
Ademas, presentan baja citotoxicidad y pueden ser preparados mediante sintesis verde.
Sus propiedades fluorescentes los hacen especialmente adecuados para la tincién celular y
otras aplicaciones tecnoldgicas, como la fabricacion de OLEDs y celdas solares.
Investigaciones adicionales han demostrado que los BOSCHIBAs, formados por clisteres
anionicos de boro,* son efectivos como pigmentos fluorescentes para teir el nicleo y
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citoplasma celular.** Por todas estas razones, los BOSCHIBAs son de gran interés
cientifico por sus caracteristicas excepcionales.

2.4.

Los 12 principios de la Quimica Verde

La quimica verde busca disefiar productos y procesos que reduzcan o eliminen el uso
y la generacion de sustancias peligrosas. Este enfoque se basa en doce principios
fundamentales que dan paso a la creacidn de procesos mas sostenibles y seguros para
el medio ambiente y la salud humana, Figura 4. % Estos principios son los siguientes:

Prevencion de residuos: Este principio promueve la eficiencia y la reduccion de
desechos en el origen ya que es preferible evitar la generacion de estos, a tratar de
gestionarlos después de que se han producido.

Economia atomica: Las reacciones quimicas deben disefiarse para utilizar la
mayor cantidad posible de &tomos de los reactivos en el producto.

Sintesis quimica menos peligrosa: Los métodos de sintesis deben utilizar y
generar sustancias con poca 0 ninguna toxicidad para los seres humanos y el
medio ambiente. Esto implica elegir reactivos y condiciones de reaccién que
minimicen los riesgos.

Disefio de productos mas seguros: Los productos quimicos deben ser disefiados
para cumplir su funcién deseada mientras que sean lo menos toxicos posible,
promoviendo asi la efectividad y el menor dafio posible.

Uso de solventes y reacciones mas seguras: Los disolventes y otros agentes
auxiliares deben ser evitados cuando sea posible o, si son necesarios, deben ser
inocuos o lo menos peligroso posible.

Eficiencia energética: Siempre que sea posible, las reacciones deben llevarse a
cabo a temperatura y presién ambiente, optimizando el uso de energia.

Uso de fuentes renovables: Los productos deben estar basados en materias
primas renovables en lugar de fuentes no renovables, como el petréleo. Esto apoya
la sostenibilidad a largo plazo y reduce la dependencia de recursos finitos.

Reduccion de derivados: Toda aquella modificacion quimica adicional, como la
proteccion o desproteccion de grupos funcionales, deben minimizarse para reducir
el uso de reactivos y la generacion de subproductos.
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= Uso de catalizadores: Los catalizadores deben utilizarse en lugar de reactivos
estequiométricos, que se consumen en cantidades iguales a los reactivos.

= Disefio para la degradacién: Los productos quimicos deben ser disefiados para
que, después de cumplir su funcién, se degraden en productos inofensivos y no
persistan en el medio ambiente.

= Analisisy monitoreo en tiempo real: Se deben desarrollar y utilizar metodologias
analiticas que permitan un monitoreo y control en tiempo real de los procesos
guimicos para prevenir la formacion de sustancias peligrosas.

= Minimizar potencial riesgo de accidente: Las sustancias y la forma en que se usan
deben elegirse para minimizar el riesgo de accidentes, como explosiones o
incendios, haciendo los procesos mas seguros.

Estos principios, en conjunto, proporcionan una guia integral para la innovacion y el
desarrollo de la quimica con un enfoque en la sostenibilidad y la seguridad ambiental y
humana.*64

07. Uso de fuentes renovables

N

gogegR

01. Prevenir desperdicio

02. Economia Atémica 08. Evitar quimicos derivados

nO—TV—-—-0Z—107T

03.Sintesis quimica menos

peligrosa 09.Uso de catalizadores

04. Diserio de productos

i 10. Diserio para la degradacién
mas seguros

moam<
S

11. Analizar o monitorear en
tiempo real

w 12. Minimizar potencial riesgo
\Y 4

05. Uso de solventes y
reacciones mas seguras

06. Disefar con eficiencia "
energética L J

Figura 4. 12 Principios de la Quimica Verde.
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2.5. Tinciébn de biomateriales y crecimiento celular

La tincion de biomateriales usando materiales fluorescentes ha sido una técnica esencial
en biologia y medicina, permitiendo observar y estudiar minuciosamente estructuras
celulares y tejidos. Desde la aparicion de los primeros colorantes fluorescentes, como
la fluoresceina y la rodamina, se ha avanzado considerablemente en la investigacion de
procesos biolégicos a nivel molecular.® 4 Estos colorantes facilitan el etiquetado de
componentes celulares especificos, permitiendo el andlisis de funciones celulares,
interacciones de proteinas y localizacién de acidos nucleicos. En las ultimas décadas, el
desarrollo de nuevos materiales fluorescentes ha producido compuestos mas estables,
menos téxicos y con mejor rendimiento cudntico: las BOSCHIBAS, que sus caracteristicas
los hacen ideales no solo para la tincién celular, sino también para tefir biomateriales
como la fibroina de seda, que es el enfoque principal de esta investigacion.*® *0 El gusano
de seda(Bombyx mori) es una especie de insecto lepidoptero de la familia Bombycidae.
Proviene de polillas salvajes chinas y se cria hoy en muchas regiones del mundo para
aprovechar el capullo, constituido por un extenso filamento, producido por la oruga al
retraerse para su metamorfosis. La seda producida es una fibra natural y esta compuesta
de proteinas con una capa exterior gomosa (llamada sericina) y dos filamentos centrales
(lamados fibroina).®* Ademas, la literatura ha documentado con éxito la tincion

fluorescente de otras fibras, destacando el potencial y la versatilidad de estos materiales

en diversas aplicaciones biomédicas y tecnoldgicas, Figura 5.5% 53 54 55, 56, 57, 58
74z :

Sodium alginate

- o
g

Figura 5. Biomateriales tefiidos con materiales fluorescentes, izquierda: fibroina de seda,
derecha quitosano, acido glutdmico, algodén, alginato de sodio.
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En cuanto a la tincién de fibroina de seda para el crecimiento celular, existen reportes
limitados. En 2011, se reportd el uso de seda tefiida con rodamina para la promocion
del crecimiento celular, demostrando que es posible lograr el crecimiento de las células,
Figura 6. Sin embargo, la rodamina presenta problemas de toxicidad, lo que limita su uso
en aplicaciones de crecimiento celular dentro del organismo humano, ya que la liberacién
de este compuesto téxico podria ser perjudicial.?*

3
5 c” U (Fchaciioa® )
HsC CH3 Rodamina B

Figura 6. Crecimiento celular con rodamina B de fibroblastos de colon humano en un
andamio de fibroina de seda.

En 2019, se realiz6 un procedimiento similar, incorporando puntos cuanticos de grafeno y
rodamina B en la seda. Sus resultados no fueron favorables debido a la toxicidad e
irritaciéon causadas por la rodamina, al contrario de los puntos cuanticos que, si fueron
satisfactorios, como se muestra en la Figura 7.°°
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Figura 7. Crecimiento celular con CQDs/ZnS en un andamio de fibroina de seda.
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Estos estudios resaltan la necesidad de desarrollar métodos de tincion mas seguros y
efectivos para la fibroina de seda, que permitan el crecimiento celular sin los riesgos
asociados a la toxicidad de la rodamina. Nuestro enfoque busca mejorar estos resultados
utilizando materiales fluorescentes menos todxicos, lo que podria ofrecer una solucion mas
viable y segura para aplicaciones biomédicas en la regeneracion de tejidos y la ingenieria
de tejidos.

2.6. Aportacion cientifica

En el presente proyecto se realiza la sintesis sustentable y caracterizacion quimica de
BOSCHIBAs, para la tincién de fibroina de seda, con una baja o nula citotoxicidad para
su potencial crecimiento celular.
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3. Hipotesis y objetivos

3.1. Hipotesis

Los compuestos derivados de bases de Schiff y de boro con propiedades fluorescentes
sintetizados mediante ultrasonido poseen excelentes aplicaciones como tintes en los
biomateriales, ademas, de brindar viabilidad en el crecimiento celular debido a la
biocompatibilidad que presentan.

3.2. Objetivos y Metas
3.2.1. Objetivo general

Sintetizar por un método sustentable y caracterizar quimica y fotofisicamente las
BOSCHIBAs fluorescentes para la tincion de fibroinade seda con un potencial crecimiento
celular.

3.2.2. Objetivos especificos
» Realizar la sintesis quimica de los ligantes y los compuestos de boro por ultrasonido.

= Caracterizar las BOSCHIBAs por métodos espectroscépicos: RMN (*H, °C, 1'B), IR,
espectrometria de masas, difraccion de rayos-X de monocristal, UV-Vis vy
fluorescencia.

= Determinar la citotoxicidad de los complejos de boro obtenidos.

= Tenir fibroina de seda con los compuestos de boro por el método de inmersion y
caracterizar por microscopia fluorescente.

3.2.3. Metas

= Publicar los resultados de la tesis de maestria en una revista indizada internacional.

= Presentar los resultados de esta tesis en un congreso nacional en su modalidad de
poster o presentacion oral.

= Obtener el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en Quimica de los
Materiales.

26



4 Materiales y métodos

4. Materiales y métodos

4.1. Reactivos y equipos

Este proyecto se desarrollo en el Laboratorio de Materiales Ill, ubicado en el area de
posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. Los reactivos necesarios la
sintesis de los compuestos de boro fueron adquiridos de la empresa Aldrich, Tabla 2. La
caracterizacion quimica y fotofisica de los compuestos se realizo utilizando diversos
equipos localizados en la Facultad de Ciencias Quimicas, Ciencias Bioldgicas y Medicina
de la UANL, asi como en el Instituto de Quimica, UNAM. En la Tabla 1 se presenta un
desglose detallado de los equipos utilizados y su ubicacion.

Tabla 1. Equipos y su ubicacion

Andlisis que realiza el Nombre v modelo del equipo Ubicacion del
equipo y quip equipo
Sintesis quimica Branson 2510E-MT 25110EMT
Ultrasonic Cleaner
FCQ-UANL
. , Espectrofotometro Perkin EImer Posgrado
Espectroscopia UV-Vis Lambda 365 (Laboratorio de

. Materiales IlI
Espectroscopia de )

fluorescencia Horiba Scientific Fluorolog-3

Espectroscopia infrarroja FT-IR Perkin Elmer FCQ-UANL
Espectroscopia RMN i Facultad de
1 13C 11 Bruker Advance DPX-400 Medicina-UANL
. AB Sciex API 2000TM Sistema
Espectrometria de masas
LC/IMS/IMS CINVESTAV-IPN
o (CDMX)
Difracciéon de rayos X Bruker SMART APEX CCD
Analisis de citotoxicidad VARIOSKA.N L.U.X Thermo
Scientific
FCB-UANL

Microscopia de

. Zess Axio Imager
fluorescencia 9
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Tabla 2. Lista de Reactivos.

Nombre del Reactivo Molécula NUmero CAS

1-Naftaldehido OO 66-77-3
Yo

4-Dietilamino
benzaldehido

@J 120-21-8
@V/ 0123-11-5
Antraceno-9-carbaldehido OOO 642-31-9

4-Metoxi benzaldehido H;

\
H,N-N
Benzohidrazida 613-94-5
o
H,N-NH
4-Nitrobenzohidrazida @Noz 636-97-5
o
O/\/NHz

|
2-Aminoetil difenilborinato ©/B\© 524-95-8

4.2. Sintesis general

4.2.1. Mecanismo de reaccién para la formacion de la Base de Schiff

La reaccion de aldehidos y cetonas con aminas primarias, como RNH2 y ArNHz, se
desarrolla en dos fases. En la primera fase, la amina se afiade nucleofilicamente al grupo
carbonilo, formando un hemiaminal. En la segunda fase, ocurre la deshidratacion,
resultando en la formacién de la imina.®® En el Esquema 1 se muestra el mecanismo
general de reaccion para la formacién del enlace iminico.
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(l)H

O icic eliminacion NR"

I+ RN, AL pep TS | 4 MO
RCR | RCR'

aldehido amina HNR" _ o

o cetona primaria hemiaminal Imina N-sustituida

Esquema 1: Mecanismo de reaccion para la formacién del enlace iminico.

Para la formacion de los ligantes que se utilizaran en la sintesis de las BOSCHIBAs se
pone de manifiesto el mecanismo anterior propuesto, quedando como se muestra en el
Esquema 2. El par de electrones libres del atomo de nitrdgeno (N1) es mas accesible en
la molécula, Esquema 3. Entonces, ocurre la formacion del enlace de coordinacion con
el atomo de boro, asi como también el atomo de oxigeno dona su par de electrones, lo
que provoca la eliminacion de una molécula de H20.
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La amina actua como nucledfilo y ataca al grupo carbonilo, formando un enlace C-N

H,N-NH £/ H N T O
o )—@—Noz
(0}

La transferencia de un protén produce el hemiaminal

+
HCOH,

H
SO A e
—/ | N C—OH

H,N-NH :OH, —/
)—<;>—No2
o

La etapa de deshidratacién comienza con la protonacion del hemiaminal en
el oxigeno.

H /\ H H H
N L5 * H JE)/' N é 6/H + :0f
+ 0. —_— —0 U,

] — | m N

:N-NH H :N-NH
i />—©—N02 u );—@—NOZ
0 0

El hemiaminal protonado en el oxigeno pierde agua para formar un carbocatién
estabilizado por el nitrégeno.

§ L $

N
'
-
. H c: .
H—I}I/\'—C—H WONy N
| H
O NH \
(:(|)+ o™ Oy~ NH
/\
H H
NO, NO, NO,

El carbocation estabilizado por el nitrégeno es el acido conjugado de la imina. Por
transferencia de un proton al agua se forma la imina.

H H H H
3 DO e s DO
2 “N-NH / —/ N
H \__'/+ @_NOZ H :N-NH

(0)

Esquema 2: Mecanismo de reaccion para la formacion del ligante.
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LN_I LN_J l_N_I

-H,O

Esquema 3: Mecanismo de reaccion para la formacion de los compuestos de
boro.

4.2.2. Sintesis de los ligantes

La sintesis de los ligantes se realizard mediante la reaccién de condensacion entre el
correspondiente aldehido y la Benzohidrazida para los ligantes L3 y L4 y la 4-
Nitrobenzoilhidrazida para los ligantes L1 y L2, en una proporcion 1:1 utilizando metanol
como solvente, en ultrasonido, durante 2 horas a temperatura ambiente, como se
muestra en el Esquema 4.

Ar ))) Metanol ))) Metanol Ar
2h, T.am Ar < 2h, T.am L
- , T.

L\ —_— S
N—NH -H,0 o -H,0 N—NH
o o

H,N-NH
R
e CC
L1: Ar= Meo—©— L3: Ar =
A
) o vee

Esquema 4. Ruta de sintesis de ligantes (L1-L4).
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4.2.3. Sintesis del acido difenilbordnico

La obtencion del &cido difenilboronico (Ph2BOH) se realiza in situ a partir del 2-Aminoetil
difenilborinato, como se muestra en el mecanismo propuesto en el Esquema 5. El
procedimiento general es el siguiente:

1. Se prepara la solucion contenida por el reactivo mencionado anteriormente
y 2 mL de metanol, luego se le adiciona HCI 1M gota a gota y por ultimo 2
mL de agua destilada hasta que se forme una solucion “lechosa”. Esta
solucion se mantiene en agitacion durante 5 minutos.

2. La soluciéon anterior se pasa a un embudo de separacion para realizar la
extraccion con CH2Clz realizando 3 lavados.

3. Seguido de esto, se rotoevapora la fase organica en donde se elimina el
solvente, y luego se adicionan los ligantes correspondientes para llevar a
cabo la reaccion.

H_+ _H
N
:o:/\\ OH, 4 \ o+ (l) H
OB,NHZ [ — HO K NHZ B »
o’ AN P Ph -/ \
Ph HO NH,
OH
— + / \+ -
oh /B\Ph CH, HO NH, H,0

Esquema 5: Reaccion de obtencion de acido difenilborénico.

4.2.4. Sintesis de las BOSCHIBAs

Para la sintesis de las cuatro BOSCHIBAs se utilizaron las mismas condiciones y método
de reaccion usadas en los ligantes. Es decir, ya obtenido el acido difenilborénico y los
ligantes en un matraz, se procedio a realizar la reaccién de condensacién con 5 mL de
metanol. Posteriormente, en el equipo de ultrasonido, se establecieron los pardmetros
necesarios y luego de cuatro horas se corrieron las reacciones. Luego la mezcla de la
reaccion se enfrio a temperatura ambiente y el precipitado se filtr6 y se lavd con hexano.
Para comprobar la pureza de los compuestos se realizé6 cromatografia en capa fina. En
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el Esquema 6 se muestra la ruta de sintesis para los compuestos de boro.

Ar Ar
)),MeOH

OH
s | N
N—NH + B 4h, T.am - N—N
R @ @ -H,0 roS R
0 B—O
S

:R=NO, Ar= Me0_©— :R=H  Ar=
:R=NO, Ar= E,N _<: :>— : R=H Ar = Oee

Esquema 6: Ruta de sintesis de compuestos de boro (1-4).

4.3. Disposicion de residuos

Conforme al plan de gestion integral de residuos peligrosos establecido por la Facultad
de Ciencias Quimicas, los residuos obtenidos en la etapa experimental del proyecto
seran depositados en distintos tipos de colector de acuerdo con la naturaleza quimica
de los mismos, en la siguiente tabla se muestra la ubicacion y clasificaciéon de dichos
residuos.

Tabla 3. Tipo de residuo peligroso y ubicacién segun su clasificacion

Tipo de residuo Ubicacion del

residuo
Soluciones salinas, sales acidas y bases Contenedor A
Sélidos y sales inorganicas Contenedor B
Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no
Contenedor C
halogenados
Téxicos e inflamables, aminas, solventes organicos Contenedor D
halogenados
Muy toxico, cancerigeno, organico e inorganico Contenedor E
Sales de metales preciosos Contenedor F
Combinaciones organicas solidas Contenedor G
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4.4. Caracterizacion quimica y fotofisica de las BOSCHIBAs
4.4.1. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica analitica que permite identificar grupos
funcionales en compuestos quimicos mediante la absorcion de radiacién infrarroja.
Permite observar sefiales caracteristicas de los enlaces principales, como por ejemplo los
de C=Ny C-O entre otros representativos de la molécula, asi como también la formacién
de los compuestos esperados en la sintesis y ademas proporciona informacion sobre la
conformacién molecular.%* Para la determinacion de los espectros se utilizé el FT-IR
Perkin Elmer, su rango espectral se encuentra entre 350 a 7800 cm™, con accesorios
equipados de transmision y reflexion.

4.4.2. Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica utilizada para
la elucidacion estructural, asi como para fines cuantitativos y el estudio de mecanismos
de reaccion. Esta técnica se basa en la capacidad de ciertos nucleos atémicos para
absorber radiacion electromagnética en la region de las radiofrecuencias cuando se
encuentran bajo un campo magnético externo.®? Las sefiales que detecta el equipo de
RMN provienen de la propiedad cuantica de los nucleos de que presentan un “espin”.
Para que un nicleo sea susceptible a un campo magnético, debe tener un espin diferente
de cero. Por ejemplo, el is6topo **C es sensible a la RMN, mientras que el isétopo #C
no lo es. Otros elementos utilizados en la caracterizacion de compuestos organicos como
H, N,®F y 3!P, tienen un espin de %. Esto significa que, cuando se colocan en un
campo magnético, tienen dos posibles orientaciones: a favor o en contra del campo.®
Hay otros nucleos que pueden ser analizados por RMN pero no tienen un espin de ¥;
estos son conocidos como nucleos cuadrupolares. A diferencia de los nucleos esféricos
o0 de espin Y, los ndcleos cuadrupolares tienen una forma elipsoidal que afecta la
distribucion de carga, lo cual determina su interaccién con el campo magnético externo.5*

Como se describié en la Tabla 1 la espectroscopia por resonancia magnética nuclear
(RMN) se realizara en un espectrometro Bruker Advance DPX-400. Se disolvieron los
ligantes y compuestos en tubos de borosilicato para RMN y se disolvieron en cloroformo
deuterado CDCls, DMSO-ds y Acetona-ds. Se determinara la estructura molecular y la
composicion quimica de los compuestos ademas de analizar la interaccion de los nacleos
gue giran en el campo magnético.
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Los espectros a utilizar son los del tipo *H,*3C,*'B, los cuales mediante su interpretacion
se puede analizar cualitativa y cuantitativamente el control de las reacciones, la
identificacion de las estructuras y la evaluaciébn de la pureza. Para la asignacion e
interpretacién de espectros se utilizé el programa MestreNova.

4.4.3. Caracterizacion por Espectrometria de Masas

La Espectrometria de Masas es una técnica analitica muy versétil en la actualidad. Sus
caracteristicas destacadas incluyen su capacidad incomparable para identificar una
amplia gama de sustancias, desde atomos simples hasta biopolimeros de alta masa
molecular. Ademas, no solo proporciona una identificacién inequivoca de las sustancias
mediante la determinacion de su peso molecular, en donde se ioniza la muestra en iones
gaseosos Y luego son identificados por sus relaciones masa y carga su espectro
caracteristico, sino que también permite cuantificar su concentracion. Es capaz de
analizar mezclas complejas, distinguir sustancias similares y detectar elementos en
concentraciones extraordinariamente bajas, como partes por cuatrillén.®®

4.4.4. Caracterizacion por Difraccion de Rayos-X de monocristal

La técnica de difraccion de rayos X de monocristal es fundamental en la caracterizacion
de materiales moleculares cristalinos debido a su capacidad para revelar la disposicion
atomica precisa dentro de un cristal. Este método se basa en el principio de que los rayos
X, al incidir sobre un cristal, experimentan difracciéon debido a la disposicion regular de
los atomos en la red cristalina. La informacion obtenida permite determinar la estructura
tridimensional de los materiales, incluyendo la posicion exacta de los atomos y los
enlaces quimicos.%® La caracterizacion por difraccion de rayos X se llevd a cabo en
Bruker SMART APEX CCD donde los datos son introducidos por el sistema detector de
area que se compone por un refrigerador Oxford Cryosystems 700, un monocromador
de grafito y un tubo sellado de enfoque.

4.45. Caracterizacion fotofisica

La espectroscopia UV-Visible mide la absorbancia de una muestra en el rango ultravioleta-
visible del espectro electromagnético. Los materiales fotoluminiscentes tienen bandas de
absorcion UV y visible debido a subniveles de energia vibracional.®’ La absorbancia
depende de la concentracion del analito segun la ley de Lambert-Beer:
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A = ebc

donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de absortividad molar, b es la longitud del
haz luminoso y ¢ es la concentracion. La concentracion del analito permite calcular el
coeficiente de extincion molar y determinar la longitud de onda de absorcion maxima para
la medicién del espectro de fluorescencia.®®

El espectrofluorimetro mide la emisién de fotones por las moléculas, utilizando dos
monocromadores para controlar la excitacion y la emisién. Esto permite obtener
espectros de emision y determinar el rendimiento cuantico de una muestra, definido
como la proporcion de fotones emitidos respecto a los absorbidos, con un valor maximo
de 1. En términos matematicos,® se expresa como:

Numero de fotones absorbidos

Numero de Fotones emitidos

Para determinar el rendimiento cuantico de fluorescencia, existen dos métodos
principales: el método directo y el método indirecto. EIl método directo se basa en el uso
de una esfera integradora, que es una cavidad esférica recubierta internamente con un
material altamente reflectante, capaz de capturar y redistribuir de manera uniforme toda
la luz emitida por una muestra y permite una medicion precisa de la intensidad de
fluorescencia.”™

Por otro lado, el método indirecto calcula el rendimiento cuantico de fluorescencia
mediante la comparacion de la muestra con un patrén de referencia conocido. La muestra
y el patron se miden bajo las mismas condiciones, y el rendimiento cuéntico de la muestra
se determina en relacién con el del patrén, considerando las diferencias en la intensidad
de emision y la absorcion. Para este proyecto se seleccion6 el método indirecto y se
utilizé el método de Williams et al., utilizando sulfato de quinina como estandar de
referencia, que tiene un rendimiento cuantico conocido de ¢ = 0,54 a 310 nm en H2SOa.
La férmula general para calcular el rendimiento cuantico ajustado es:

o= () (2

Ax.mg/ \ng

Donde:
= ¢ es el rendimiento cuantico.
= ¢r es el rendimiento cuantico del estandar de referencia.

= Ages la absorbancia en la longitud de onda de excitacion del estandar.
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= myes el area bajo el pico de emision del compuesto en estudio.

»= Ax es la absorbancia en la longitud de onda de excitacién del compuesto en
estudio.

= mres el area bajo el pico de emision del estandar.
* nx es el indice de refraccion del disolvente para el compuesto en estudio.
* nres el indice de refraccion del disolvente para el estandar de referencia.

Los espectros de absorcion UV-Vis de los compuestos de boro se obtuvieron a
temperaturaambiente utilizando diclorometano de calidad espectroscopica, empleando un
espectrofotbmetro PerkinElmer Lambda 365 equipado con lamparas de deuterio y
tungsteno. Los barridos se realizaron desde 600 hasta 200 nm. Los espectros de emision
se midieron en solucion y atemperatura ambiente, usando un fluorémetro Horiba Scientific
Fluorolog-3. La excitacion se baso en la longitud de onda méxima determinada en los
espectros de absorcion y los barridos se llevaron a cabo de 250 a 700 nm. Para cada
muestra, se midieron tres soluciones con una absorbancia menor a 0,1 y se promedio el
rendimiento cuantico.

4.5. Ensayo de viabilidad celular in vitro

En una placa de 96 pocillos, las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC,
ATCC CRL-1730) se sembraron a razén de 5 x 102 por pocillo e incubaron durante 24 h a
37 °C, 5 % de COz2, y 50 % de RH en un medio de cultivo DMEM/F12 con 10 % de suero
bovino fetal (SFB) y 1% de antibidtico-antimicotico. Después, las células se enjuagaron
dos veces con tampon PBS y se les agregaron los compuestos 1 y 2 en diferentes
concentraciones (0.1 a 5 pg mL-1) en medio fresco libre de suero, incubandolas
nuevamente por 20 minutos a la misma temperatura. Posteriormente, se enjuagaron dos
veces con agua desionizada, se les afiadieron 50 pL de solucién de cristal violeta al 0.5
% y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Las células se enjuagaron cuatro
veces con agua desionizada y se secaron al aire por 24 h. Finalmente, se afiadieron 200
uL de metanol a cada pocillo y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente,
determinando la densidad 6ptica a 570 nm con un VARIOSKAN LUX (Thermo Scientific).
Se incluy6 un grupo de control usando solo DMSO al 10 %."*

DO
% Viabilidad Celular = ( Muestra >x1oo

Docontrol negativo
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Donde:

= DO es la densidad 6ptica.

4.6. Desgomado de seda

En una solucion acuosa previamente calentada de Na2COs durante 30 minutos, se afiade
la seda y se calienta durante 1 hora. Luego, la solucion se deja enfriar a temperatura
ambiente. Las fibras himedas de fibroina obtenidas se someten a un bafio ultrasénico
durante 5 minutos para eliminar cualquier posible contaminacion. Finalmente, se secan
en un horno a 60°C durante 1 hora.

4.7. Tincion de la fibroina de seda

Se afiaden 100 mg de fibroina de seda y 10 mg del compuesto de boro en 10 mL de
THF. La mezcla se agita durante 1 hora y luego se deja alcanzar la temperatura
ambiente. Finalmente, se deja secar la fibroina a temperatura ambiente. Luego se
analizan las fibras tefiidas por microscopia de fluorescencia.

4.8. Crecimiento celular

La fibroina de seda tefiida se utilizara para analizar y observar si existen cambios
positivos 0 negativos en el crecimiento celular en una celda de células.
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5. Discusion de resultados

5.1. Sintesis

La técnica utilizada para la sintesis de los ligantes y de las BOSCHIBAs, como se
menciond anteriormente, fue por ultrasonido y por sintesis en mdltiples pasos. Nuestro
grupo de investigacion se caracteriza por implementar este tipo de técnicas de quimica
sustentable, cumpliendo con varios principios de la quimica verde. El uso del ultrasonido
permite reducir los tiempos de sintesis, ademas que es un método amigable con el medio
ambiente, ya que ahorra energia, es reproducible y escalable a nivel industrial (Principio
6: Eficiencia energética), evita la necesidad de condiciones anhidras (Principio 3: Sintesis
menos peligrosa) y aumenta los rendimientos quimicos en comparacion con las técnicas
tradicionales (Principio 2: Economia atémica).’? La obtencién del acido difenilborénico
sintetizado in situ también se optimizé siguiendo los principios de la quimica verde. En
reportes previos se utilizaba éter dietilico para su extraccion, un solvente de mayor
toxicidad.” En este caso, se opt6 por utilizar un solvente menos téxico, (Principio 5:
Solventes y auxiliares mas seguros), contribuyendo asi a la reduccion de riesgos y al
desarrollo de procesos mas seguros y sostenibles.”

En la Tabla 4 se muestra los parametros de sintesis para los ligantes y para los
compuestos de boro respectivamente. Los puntos de fusion fueron determinados con un
equipo de Mel-Temp. Las propiedades fisicas se muestran en la Tabla 5.

En el caso del ligante L3 y el compuesto 3 fueron los que menor rendimiento quimico
presentaron, esto puede deberse a distintos factores como, por ejemplo, la poca
solubilidad, que la reaccion requeria mayor energia (calentamiento), asi como también
ocurria la descomposicién del complejo ya culminada la reaccion.

Tabla 4.Parametros de sintesis con radiacion ultrasonica para los ligantes y
BOSCHIBAs, a temperatura ambiente.

Ligante Tiempo Rendimiento BOSCHIBAs Tiempo Rendimiento

L1 97 % 1 74 %
L2 93 % 2 85 %
L3 2 horas 75 04 3 4 horas 65 %
L4 91 % 4 89 %
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Tabla 5. Propiedades fisicas de los ligantes y BOSCHIBAs.

Ligante Color P.F BOSCHIBAs Color P.F
L1 amarillo 216°C 1 amarillo 180°C
L2 rojo 211°C 2 rosa 191°C
L3 blanco 151°C 3 amarillo 159°C
L4 amarillo 241°C 4 amarillo 251°C

5.2. Caracterizacién espectroscopica
5.2.1. Espectroscopia de IR para los ligantes

Los resultados de espectroscopia IR para los ligantes mostraron la banda caracteristica
de estiramiento de una base de Schiff alrededor de 1637-1659 cm™. Asi como también
las bandas correspondientes al enlace carbonilo C=0, grupo nitro (Ligantes L1y L2) y
C-H aromaéticos presentes en la molécula. En la tabla siguiente se muestran estos
resultados.

Tabla 6. Datos de infrarrojo en cm™ para los ligantes.

Ligante u(C=N) u(C=0) u(Es-NO;) uU(N-N) u(C-Hi)

L1 1659 1598 1249-1510 2938 3010
L2 1637 1601  1514-1594 2964 3081
L3 1646 1539 - 2815 3200
L4 1648 1546 - 2995 3190

5.2.2. Espectroscopia de IR para los compuestos de Boro

El analisis realizado para el espectro infrarrojo en estado sélido demostré para los
compuestos del 1-4 la presencia de la banda de vibracion correspondiente al enlace
iminico entre 1570-1660cm™ respectivamente, y los otros datos mas relevantes
correspondientes a los enlaces C-O y a N-N, asi como también se presenta la banda de
estiramiento simétrico del grupo nitro entre 1343-1510 cm™, y también la presencia de
las bandas de estiramiento y flexion para la union de C-H, Tabla 7. Como ejemplo, se
presenta el espectro de infrarrojo en estado sdlido para el compuesto 1 (Figura 8).
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Figura 8.Espectro de IR para el compuesto 1.

Tabla 7.Datos de infrarrojo en cm™ para los compuestos de boro.

BOSCHIBAs u(C=N) u(C-O) u(Es-NOz) U(N-N) u(C-Har) U(C-Harer) U(C-Harrp)

1 1660 1020 1343-1510 2846 3050 1170 703
2 1574 1077  1337-1518 2910 3012 1187 708
3 1641 1022 - 2853 3054 1257 696
4 1644 1077 - 2850 3048 1145 730
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5.2.3.

Caracterizacion de los ligantes por Resonancia Magnética Nuclear

El andlisis de RMN de H del ligante L2, Figura 9 mostr6 7 sefiales caracteristicas de una
base de Schiff. Primeramente, se observaron las sefales de la zona alifatica del grupo
dietilamino y posteriormente las 4 sefiales de la zona aromatica, a 8,36 se observo el
protén iminico y a frecuencias mas altas el protén del NH en 11,02 ppm.”
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Figura 9. Espectro de RMN de *H en Acetona-ds para el Ligante L2,

En el espectro de RMN de *3C para el ligante L2 mostré 12 sefiales, en donde a 140,95

ppm se observo el desplazamiento del carbén imino, Figura 10.
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Figura 10. Espectro de RMN de 13C en Acetona-ds para el Ligante L2.

En la Tabla 8 se muestra los principales desplazamientos correspondientes al enlace

iminico para los ligantes L1-L4.

Tabla 8 Desplazamientos quimicos en RMN de 'H y 13C para los ligantes L1-L4.

Ligante Himinico (ppm) Ciminico (ppm)

L1 8,41
L2 8,36
L3 9,12
L4 9,69

149,21
140,95
147,71
147,05

5.2.4. Caracterizacion de los compuestos de boro por Resonancia Magnética Nuclear

El andlisis de RMN de *H muestra en la Figura 11 una sefial a 8,72 ppm, correspondiente
al protén iminico, caracteristico de la base de Schiff. Ademas, el desplazamiento de esta
sefial es consistente con el de protones en otros BOSCHIBAs.® 4 76 En el espectro de
proton para el compuesto 2 se observan diversas sefales a diferentes desplazamientos
quimicos (Figura 11) por ejemplo, a frecuencias bajas se encuentran los protones
correspondientes a los grupos metilos, representado por un triplete (1,10 ppm) y los
grupos metilenos, representado por un cuarteto (3,30 ppm) siendo estos ultimos los que
tienen mayor desplazamiento quimico debido a que estan mas desprotegidos por el
enlace al nitr6geno que es un &tomo mas electronegativo.
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A desplazamientos alrededor de 6,5-8,5 ppm se observa la zona aromatica en donde se
encuentran también los protones que representan las posiciones orto meta y para de los
fenilos representativos del compuesto de boro.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H en CDCls para el compuesto 2.

En el espectro de 3C del mismo compuesto, se observaron una serie de sefiales
correspondientes al compuesto, Figura 12. A frecuencias bajas cerca de 10-50 ppm se
encuentran los carbonos de los grupos metilos y metilenos. En el rango de 111-140 ppm
se muestran las sefales correspondientes a los carbonos que pertenecen a los anillos
arométicos presentes en la estructura, incluyendo a los de las posiciones orto, meta y
para. El carbono enlazado al nitrogeno y al oxigeno representado por el nimero 8 se
observa en la sefial por sobre los 156 ppm y el carbono ipso a 150 ppm. El carbono ipso
tiende a ser una sefial pequefia y ancha debido al momento cuadrupolar del boro.”” Por
ultimo a 151,59 ppm se muestra la sefial del carbono correspondiente al enlace iminico.
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Los espectros de B muestran un singlete de banda ancha, como se muestra en la Figura
13. Esto se debe a que el boro, con un espin de 3/2, tiene un momento cuadrupolar,el cual
incrementa el tiempo de relajacién, y por lo tanto se ensancha la sefial obtenida.Los
desplazamientos quimicos obtenidos estan en el rango de 8,91 a 9,42 ppm. En estudios
previos, los valores de desplazamiento quimico para el boro tetracoordinado se han
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Figura 12. Espectro de RMN de *C en CDCIlz para el compuesto 2.
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Figura 13. Espectro de RMN de !B en CDCls para el compuesto 2.
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En la Tabla 9 se muestra los desplazamientos quimicos correspondiente al enlace iminico
en RMN de 'H, 3C y B para los compuestos 1-4.

Tabla 9 Desplazamientos quimicos en RMN de 'H, 3C y B para los compuestos 1-4.

BOSCHIBAs Himinico (ppm) Ciminico (ppm) B (ppm)

1 8,44 158,63 -

2 8,72 151,59 8,91
3 9,71 153,57 8,94
4 9,77 155,91 9,42
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5.3. Caracterizacion de espectrometria
5.3.1. Espectrometria de masas

En el analisis de los compuestos de boro mediante espectrometria de masas, se
observaron los espectros obtenidos utilizando el método de ionizacion denominado
Andlisis directo en tiempo real o por sus siglas en inglés DART, revelando la presencia de
los iones moleculares. Estos compuestos inicialmente mostraron una pérdida de masa
correspondiente a los grupos fenilos y el &omo de boro, quedando Unicamente la
estructura de los ligantes de cada molécula, la fragmentacion para cada uno de los
compuestos de boro se muestra en los Esquemas 7 y 8. Los iones moleculares
observados en los compuestos de boro concuerdan con la masa molecular tedrica. A
modo de ejemplo, se muestra el espectro de masas del compuesto 4 (Figura 14).7

R,

1N 1
N—N -BPh, \
roos Rz - N—NH
0]

m/z (%) m/z (%)
1: R=MeO, R, =NO, 464 6.8 L1: R;=MeO, R,=NO, 300 100
2: R=Et,N, R, =NO, 505 28.41 L2: R;=EtN, R,=NO, 341 100

Esquema 7. Fragmentacion para los compuestos 1y 2.

m/z (%)

3R = ,R2=H 4';? 7(;/;)7 L3:R, = JRy=H 275 100

4:R,: R,=H 489 1.1 L4:R1—,R2=H 325 100

Esquema 8. Fragmentacion para los compuestos 3 y 4.
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Para el compuesto 4 hay una particularidad que, si se muestra el pico base en 325, pero
el ion molecular se observa a muy baja intensidad. Se observa, ademas, un valor de
relacion masa carga de 649 y 650 que no corresponde al ion molecular. Esto es debido a
gue en los sistemas aromaticos la distribucion de electrones se distorsiona con gran
facilidad y lo que ocurre es un apilamiento 1T-11 debido a que estas interacciones ocurren
cuando los planos de los anillos arométicos se apilan paralelamente entre si, ya sea en
modo de sandwich o apilamiento desplazado 24, esto sugiere que ocurre la formacion de
un dimero, pero en este caso del ligante.
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Figura 14. Espectro de masas para el compuesto 4.
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5.4. Andlisis de datos de difraccion de Rayos-X de monocristal

Los resultados de difraccion de rayos X de monocristal fueron obtenidos para los
compuestos 2 y 3 los cuales estan representados en las Figuras 15 y 16. El compuesto 2
cristaliz6 en un sistema triclinico con grupo espacial P-1 mientras que el compuesto 3
mostré un sistema ortorrdbmbico con un grupo espacial Pbca. Los pardmetros
cristalograficos relevantes se presentan en la Tabla 11.

02

Figura 16. Estructura de rayos X de compuesto 3.
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Tabla 10. Datos cristalograficos de los compuestos 2y 3.

2 3
Formula empirica C3oH29BN,O4 C3oH23BN>O
Peso molecular (g/mol) 543,43 438,31
Sistema cristalino triclinico ortorrombico
Grupo espacial P-1 P bca
Temperatura (K) 100(2) 100(2)
a, (A) 8,5359(6) 20,1672(10)
b, (R) 14,7590(10) 10,5185(5)
c, (A) 24,0249(16) 21,1924(10)
a 72,8430(10) 90
B 86,8750(10) 90
Y 80,0820(10) 90
Volumen, (A3) 2848,8(3) 4495,5(4)
yA 4 8
P, g-cm™3 1,267 1,295
M, mm™t 0,082 0,078
F(000) 1148 1840
Tamaﬁ%‘ﬁsc”“a" 0,328 x 0,327 X 0,142 0,278 X 0,258 X 0,223
GoF on F2 1,02 1,022
Ri,a wRab (I >20(1)) 0.0463, 0.1143 0.0371, 0.0894
Ri,a wR2b (all data) 0.0667, 0.1266 0.0486, 0.0978

Ambas estructuras muestran un atomo de boro tetracoordinado debido al enlace de
coordinacion N — B con una longitud de 1,640 A y 1,608 A, mientras que la longitud del
enlace B-O es 1,523 A y 1,520 A respectivamente. Debido al enlace dativo que se da
entre el atomo de nitr6geno que tiene un par de electrones libres y el orbital p vacio que
presenta el boro, este Ultimo adopta una geometria tetraédrica, lo cual se confirma
calculando el caracter tetraédrico de los compuestos 2 y 3. Utilizando la ecuacion
propuesta por Hopf.”® Este caracter tetraédrico esta relacionado con la fuerza de
interaccion que existe entre el enlace de coordinacién de ahi que se incluyen los valores
de los angulos formados por el boro y sus cuatro enlaces. La formula es la siguiente:
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_ Zn=1-61109.5 - 6,/°
90°

En la siguiente tabla se muestran las mediciones de los angulos necesarios para el calculo

del caracter tetraédrico para ambos compuestos, los resultados fueron de 67,32y 71,18

% respectivamente:

THCDA[%] =1 x 100

Tabla 11. Angulos de enlace de los compuestos 2 y 3.

Compuestos 2 3

O(1)-B(1)-C(19)  109,22(9) 111,03(14)
O(1)-B(1)-C(25)  107,93(9) 110,74(19)
C(25)-B(1)-C(19)  118,90(9) 116,11(16)

O(1)-B(1)-N(2) 96,15(7) 96,12(11)
C(19)-B(1)-N(2)  108,68(9) 108,95(15)
C(25)-B(1)-N(2)  113,49(9) 112,12(15)

Ambos compuestos también presentaron interacciones intermoleculares en su fase
cristalina, el compuesto 2 present6 interacciones protén-nube 1 con una distancia de
2,748 A, interacciones entre el grupo nitro y la nube del anillo aromatico con distancia de
3,170 Ay 3,033 A respectivamente, y por Ultimo interacciones tipo puente de hidrégeno
(H2e-02=2,664 A) y (H2r-N3 = 2,748 A), Figuras 17 a 19.

Figura 17. Interacciones intermoleculares proton-nube 1T para el compuesto 2.
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Figura 18. Interacciones moleculares grupo nitro y nube 1 para el compuesto 2.

Figura 19. Interacciones moleculares de puente de hidrogeno para el compuesto 2.

Por otro lado, el compuesto 3 present6 dos tipos de interacciones: las de apilamiento
paralelo desplazado entre los enlaces 11 de los anillos aromaticos (3,328 A) Figura 20, y
las de proton-benceno (2,838 A), Figura 21.
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3328 A

Figura 20. Interacciones moleculares apilamiento paralelo desplazado para el
compuesto 3.

Figura 21. Interacciones moleculares proton-nube T en el compuesto 3.
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5.5. Caracterizacion Fotofisica de los compuestos de boro

La caracterizacion fotofisica de las cuatro BOSCHIBAs fueron determinadas en solucion
en este proyecto. En la Figura 22 se muestran las bandas de absorcion asociadas a
transiciones electronicas tipo m — 1*. Los maximos de absorcion para los compuestos 1
y 2 cambian de 283 - 447 nm, debido al efecto push-pull presente en las moléculas, en
donde el grupo nitro actia como aceptor de electrones y los sustituyentes (metoxi y
dietilamino) en los fenilos como donadores de electrones. Por lo tanto, el compuesto 2
mostré un efecto donador mayor en comparacion con el compuesto 1, debido a una
diferencia de longitud de onda de 164 nm entre ellos; un comportamiento similar ya se
habia observado anteriormente en otros compuestos de boro.” Para los compuestos 3y
4 los maximos de absorcion fueron de 381 y 369 nm respectivamente, esto se
corresponde con el cambio de conjugacion de naftilo a antracenilo.”®
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Figura 22. Espectro de absorcién de compuestos 1-4 (izquierda) y Espectro de emision
compuestos 1-4 (derecha).

Para la determinacién de los espectros de emision y rendimiento cuantico, la muestra se
excitdé a 10 nm de la longitud de onda de maxima absorbancia. Como se observa en la
Figura 22 derecha, solo se observa la emision para los compuestos 1, 3 y 4 ya que la
emision del compuesto 2 quedo fuera de los limites de deteccion del equipo. Para el caso
del compuesto 1 fue el de mayor emisién con respecto a los compuestos 3y 4, siendo el
de mayor rendimiento cuantico con un valor de 14,52 %. Los maximos de emision varian
aproximadamente entre 325 y 463 nm respectivamente, Anteriormente se observd un
comportamiento similar para otros BOSCHIBAs.”®
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Figura 24. Imagenes de compuestos en polvo 1-4, en luz visible (izquierda) y luz UV
(derecha).

Tabla 12. Propiedades fotofisicas de los compuestos 1-4 en CH2Cl..

Aabs £ Aenmi Desplazamiento (i)
BOSCHIBAS  \ax(nm)  (MPcm®)  Max(nm)  de Stokes (nm) (%)
1 283 25495 325 42 14,52
2 447 72144 i i i
3 381 211827 458 77 3,43
4 369 5188 463 94 2,95
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5.6. Citotoxicidad de los compuestos de boro

Las BOSCHIBAs sintetizadas se sometieron a un ensayo de citotoxicidad utilizando
células HUVEC (células endoteliales de vena umbilical humana), que son células sanas.
Las células HUVEC se expusieron a los compuestos de boro en un rango de
concentraciones entre 0.1 y 5 yg/mL. Un compuesto se considera citotoxico cuando la
viabilidad celular es menor al 70 % y no citotoxico cuando es mayor al 70 %. Los
resultados mostraron que en el caso del compuesto 1, la viabilidad se mantuvo por encima
del 70 % hasta la concentracion de 5 ug/mL, en donde comenzo a disminuir (Figura 24).
Aunque los datos obtenidos para el compuesto 2 mostraron resultados no favorables en
su comportamiento citotoxico debido que los valores varian entre 49 y 61 %. En contraste,
los compuestos 3 y 4 mostraron una viabilidad maxima en todo el rango de
concentraciones evaluadas, destacandose por su no toxicidad incluso a las
concentraciones mas altas, lo que sugiere un comportamiento aun mas favorable en
comparacion con los otros compuestos. Estos resultados son consistentes con
BOSCHIBAs previamente reportadas por el grupo de investigacion, que también muestran
baja citotoxicidad.”®

m0.1 pg/fmlL m1pg/mL 2.5 pg/mlL m5 pg/mL

VIABILIDAD CELULAR (%)

Figura 25. Viabilidad celular de los compuestos 1-4 en la linea celular HUVEC.
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5.7. Fibroina de seda tefiida por microscopia confocal

En las figuras se muestran las imagenes obtenidas por microscopia confocal de la tincion
de la fibroina de seda con los compuestos de boro. Estas muestras exhiben luminiscencia
cuando se irradian con luz UV y muestran una tincion fuerte y uniforme en las fibras del
compuesto 1, 3y 4. En el caso del compuesto 2 no se observd un patrén de tincion en el
rango de luz ultravioleta.

a)
=

Figura 26. Tincion de fibroina de seda con los compuestos de boro. a) y b) compuesto 1;
c) y d) compuesto 3; e) y f) compuesto 4.
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6. Conclusiones

En este proyecto se logré la sintesis, caracterizacion, andlisis fotofisico, pruebas de
citotoxicidad y la obtencion de imagenes por microscopia confocal a partir de la tincién de
la fibroina de seda con los BOSCHIBAs propuestas. La sintesis mediante la técnica de
ultrasonido mostré una reduccion significativa en los tiempos de sintesis para este tipo de
compuestos, ademas de ser un método reproducible y escalable a nivel industrial. La
caracterizacion quimica de las BOSCHIBAs fue exitosa y se verificd que se obtuvieron las
estructuras deseadas utilizando diversas técnicas de andlisis. Se logré determinar la
estructura de rayos X de los compuestos 2 y 3, demostrandose asi la formacion de un
heterociclo de boro tetracoordinado y la presencia del enlace iminico. El estudio de sus
propiedades fotofisicas evidencié la capacidad de estos materiales para ser fluorescentes,
mostrando rendimientos cuanticos que coinciden con los de otras BOSCHIBAs
sintetizadas por el grupo de investigacion. Las pruebas de citotoxicidad confirmaron que
las BOSCHIBAS, (a excepcion del compuesto 2) no representan un riesgo para las células
sanas. Las fibras de fibroina de seda tefildas mostraron un patron de tincion considerable,
lo que sugiere su posible aplicacion en el crecimiento celular.
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8 Anexos

8. Anexos

8.1. Espectros de IR ligantes
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Figura 27. Espectro de IR para el Ligante L1.
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Figura 28. Espectro de IR para el Ligante L2.
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Figura 29. Espectro de IR para el Ligante L3.
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Figura 30. Espectro de IR para el Ligante L4.
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8.2.

Espectros de IR compuestos de boro
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Figura 31. Espectro de IR para el compuesto 2.
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Figura 32. Espectro de IR para el compuesto 3.
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Figura 33. Espectro de IR para el compuesto 4
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8.3. Espectros de masas
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Figura 34. Espectro de masas para el compuesto 1.
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Figura 35. Espectro de masas para el compuesto 2.
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Figura 36. Espectro de masas para el compuesto 3
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8.4. Espectros de RMN

8.4.1. Espectros de Ligantes
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H en DMSO-ds para el Ligante L1.
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Figura 38. Espectro de RMN de 3C en DMSO-ds para el Ligante L1.
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Figura 39. Espectro de RMN de *H en DMSO-ds para el Ligante L3
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Figura 39. Espectro de RMN de 3C en DMSO-ds para el Ligante L3.
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H en DMSO-ds para el Ligante L4.
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Figura 41. Espectro de RMN de 3C en DMSO-ds para el Ligante L4.
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8.4.2. Espectros de BOSCHIBASs
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H en Acetona-ds para el compuesto 1.
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Figura 43. Espectro de RMN de 3C en Acetona-ds para el compuesto 1.
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Figura 44. Espectro de RMN de *H en CDCIlz para el compuesto 3.
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Figura 47. Espectro de RMN de *H en CDClz para el compuesto 4.
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Figura 49. Espectro de RMN de '3C en CDCls para el compuesto 4.
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