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RESUMEN
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Area de estudio: Quimica de los Materiales

Propésito y Método de estudio:

En el presente proyecto se propone la sintesis de una serie de cinco nuevos
iminoboronatos mediante reacciones de condensacion por multicomponente.
Estos iminoboronatos fueron disefiados con una serie de sustituyentes distintos
en el anillo de fenileno con el fin de potencialmente favorecer las propiedades
fotofisicas que presenten los compuestos. Se espera que esta serie de
iminoboronatos presenten las propiedades fotofisicas y actividad biolégica

necesarias para su uso como agente de tincion en microscopia de fluorescencia.
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Conclusiones y Contribuciones:

En este proyecto de investigacion se reportd la sintesis de cinco nuevos
iminoboronatos a través de reacciones de condensacion por multicomponentes
de 2-hidroxi-1-naftaldehido, &cido antranilico y analogos de &cido fenilboroénico.
Dichos compuestos fueron caracterizados a traves de técnicas espectroscopicas
con el fin de confirmar la formacion de los iminoboronatos propuestos. Se
emplearon técnicas como espectroscopia UV-Vis y Fluorescencia molecular para
determinar sus propiedades Opticas. Adicionalmente, se realizaron pruebas
microbiolégicas para determinar la citotoxicidad de los compuestos, y se
obtuvieron bioimagenes de las muestras generadas. Los resultados de dichas
pruebas destacaron las propiedades del compuesto 1 para la aplicacion
propuesta.
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1. INTRODUCCION.

La resistencia bacteriana a los antibidticos se esta convirtiendo en una importante
amenaza para la salud, y la rapida deteccidén e identificacion de bacterias
resistentes a los antibidticos es esencial para salvar vidas y reducir la
propagacion de la resistencia a los antibidticos. Es por esta razén que la
Organizacion Mundial de la Salud publicé en 2017 una lista de bacterias contra
las cuales es urgente desarrollar antibidticos, pues representan una amenaza
contra la salud humana. Dicha lista se encuentra subdividida de acuerdo al orden
de prioridad, pero es importante notar que se encuentran tanto bacterias Gram-
positivas, donde destaca Staphylococcus aureus, como bacterias Gram-
negativas, entre las cuales destaca Pseudomonas aeruginosa. En particular,
cabe destacar que las bacterias Gram-negativas son resistentes a multiples
antibidticos, ya que tienen la capacidad de transmitir el material genético,
permitiendo que otras bacterias desarrollen resistencia a los medicamentos.

Entre las técnicas moleculares disponibles para la deteccion e identificacion de
microorganismos patogenos resistentes a los antibioticos, destacan la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), las pruebas
inmunoldgicas, espectroscopia Raman, asi como técnicas colorimétricas como la
tincion de Gram. Algunas de estas técnicas, principalmente la tincion de Gram,
toman provecho de las diferencias estructurales entre ambos tipos de bacterias,
dentro de las cuales destaca la diferencia del grosor de la capa de peptidoglicano
ubicada en la pared celular de las bacterias, siendo de menor grosor en las
bacterias Gram-negativas.

Aun con las bondades que ofrecen estas metodologias, es importante estar
consciente de sus areas de oportunidad. Por ejemplo, las técnicas moleculares
no constituyen protocolos estandarizados, lo que dificulta su utilidad en casos
especificos. En el caso de la tincién de Gram, el uso de un unico colorante reduce
la capacidad de diferenciar entre tipos de células o microorganismos, ademas de
las excepciones y ambiguedades dentro de la técnica, donde para algunos
géneros bacterianos resulta imposible una tincion determinante. Por esta razén,
y considerando la creciente resistencia bacteriana a los antibioéticos, es necesario
desarrollar agentes de contraste emisivos que permitan la deteccion e
identificacion oportuna de bacterias infecciosas-resistentes que, en complemento
con la microscopia optica de imagen, superen tales desventajas y permitan su
aplicacion en sistemas biolégicos complejos como los tejidos.
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Los materiales luminiscentes han recibido considerable atencion en los ultimos
anos debido a sus interesantes propiedades oOpticas [1]. Es importante considerar
que la estructura de un material luminiscente debe ser cuidadosamente disefiada
en base a la aplicacion que se pretenda darle, para evitar caracteristicas
posiblemente indeseadas como alta toxicidad, baja biocompatibilidad, baja
absorbancia, entre otras [2]. A este tipo de materiales se les ha encontrado
aplicaciones en fototerapia [3], diodos organicos emisores de luz (OLEDs) [4],
administracidon de farmacos [5], 6ptica de imagen [6], sensores de iones metalicos
[7] o gases [8], celdas solares [9], entre muchas otras aplicaciones.

Debido a la importancia de estos materiales luminiscentes, uno de los métodos
mas recurridos para la sintesis de este tipo de materiales, incluyendo los
compuestos de coordinacion de boro luminiscentes, son las reacciones de
condensacion. Este tipo de reacciones tiene entre sus principales ventajas el
hecho que las condiciones de reaccion son suaves, las cuales limitan la
generacion de productos indeseados y favorecen la formacion de productos. Sin
embargo, su mayor ventaja es su elevada economia atomica barata, ya que
durante la reaccion solo se pierde agua, y el resto de los atomos presentes
quedan incorporados al esqueleto de la estructura final.

No obstante, los compuestos de coordinacion de boro mas comunes dentro de
aplicaciones que requieren propiedades luminiscentes son los BODIPYs, los
dicetonatos y cetoiminatos de boro se pueden considerar como posibles
alternativas. Otro tipo de compuestos de coordinacién de boro emergente es el
de los boranilos, los cuales pueden ser preparados de manera relativamente
sencilla por medio de bloques de construccion de los cuales dependen las
propiedades del material final [10]. Entre ellos, los iminoboronatos han sido
reportados anteriormente como ligeramente luminiscentes en solucion, ya que
usualmente este tipo de materiales sufren una desactivacion de su emision de
fluorescencia en el momento en el que forman agregados, limitando su aplicacion
como material luminiscente. Sin embargo, también pueden presentar un
comportamiento opuesto: si se sustituyen adecuadamente con grupos
aromaticos rotantes, se puede observar un mejoramiento de la emision inducida
por agregacion.

En ese sentido, la emisién inducida por agregacion (AIE) es un fendmeno en el
cual el sistema en el que se encuentra un material luminiscente favorece la
intensidad de dicha luminiscencia, principalmente cuando el material,
generalmente en solucidn, no presenta luminiscencia considerable [11]. Este

2
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fendbmeno se da debido a la restriccion del movimiento molecular, donde
generalmente se pierde parte de la energia en forma de calor, y la ausencia de
formacion de excimeros. El propédsito provocar este fenomeno a través del uso
de ciertos sustituyentes aromaticos es incrementar la emisién de fluorescencia
de estos materiales, mejorando asi sus propiedades y, por ende, su desempefio
dentro de la aplicacion dada [12].

La microscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente utilizada en el area
médica y biolégica con el fin de monitorear estructuras celulares. Las ventajas de
generar imagenes a través de esta técnica son la resolucion y sensibilidad que
presenta el uso de sondas fluorescentes, ya que incluso a bajas concentraciones
es posible observar con claridad las estructuras de interés [13]. Uno de los
mayores retos dentro de esta aplicacion ha sido evitar la desactivacion de la
emision fluorescente de las moléculas cuando se llega a una concentracion
determinada. El uso de materiales que presentan el fendmeno de AIE son
especialmente valiosos, pues el aumento de la concentracion dentro del tejido
celular favorece la emisién de fluorescencia en lugar de desactivarla, como
generalmente ocurre con aquellos materiales que no lo presentan.

El propdsito de este proyecto es contribuir con una serie de nuevos materiales
luminiscentes derivados de iminoboronatos (Figura 1), que pueda tener como
potencial aplicacion su uso como sonda fluorescente en microscopia de
fluorescencia. Los iminoboronatos se obtuvieron a partir de la reaccion de un
derivado del acido antranilico, el 2-hidroxi-1-naftaldehido y una serie de analogos
organicos de boro. Los materiales obtenidos fueron caracterizados mediante
Espectroscopia UV-Vis, IR-ATR, experimentos de RMN, DART-MS,
Espectroscopia de Fluorescencia Molecular y Difraccion de Rayos X en
monocristal. Adicionalmente se determiné su citotoxicidad, y su aplicacion como
sonda fluorescente fue evaluada frente a dos bacterias de importancia clinica
(Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus) mediante microscopia de
fluorescencia.
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O N 1: R, =R, = Rs = H; Ry = Me
O/B\O 0 2:R;=R3=R4=Me;R,=H
3: R1 =R3=H; R, =0Me; R4, = Me
4: Ry =R3=H, Ry, = (Et),N; R4 = Me
R R3 5:R1=NO, R, =R3=R;=H
R

Figura 1. Estructura quimica de los compuestos 1-5 sintetizados en este
proyecto.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Sintesis de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff.

En 2017, V. S. Sadu y colaboradores [14] realizaron una serie de sintesis de
compuestos tetracoordinados de boro a partir de 8-hidroxiquinolina, variando
condiciones como solventes, fuentes de boro y medios basicos, con el fin de
optimizar sus condiciones de reaccion. Sus rendimientos quimicos fueron variados,
siendo mas altos los casos en los que se utilizé KsPOs4 como base y acido
fenilborénico como fuente de boro, obteniendo 86 y 87% al utilizar 1,4-dioxano 0.02
y 0.01 M como solvente, respectivamente. La Unica instancia en la que se adicioné
acetonitrilo 0.07 M y acido fenilborénico, el rendimiento obtenido fue de tan solo
32%, y la base utilizada fue Cs2COs. Es importante destacar que la mayoria de esta
serie de reacciones se llevo a cabo a temperaturas de 110 °C y agitacion por 20 h.

Asimismo, S. Samal y colaboradores [15] llevaron a cabo la sintesis de compuestos
de coordinacion de boro tetracoordinado a partir de tetraarilimidazoles y BF3-Et20
como fuente de boro. Las reacciones se llevaron a cabo en atmadsfera de nitrégeno,
donde a una mezcla de imidazol y BF3-Et20 se le afadié N,N-diisopropiletilamina
(DIEA), y la mezcla final se dejo en agitacion a 40 °C por 2 h. Se determiné que los
rendimientos quimicos obtenidos para los dos compuestos de boro sintetizados
fueron de 60 y 65%, con rendimientos cuanticos de 31y 34%, respectivamente.

Por otra parte, en 2020, S. Guieu y colaboradores [10] realizaron la sintesis de una
serie de iminoboronatos a través de una reaccion por multicomponentes de una sola
etapa, utilizando acido boronico, acido antranilico y distintos salicilaldehidos
sustituidos como reactivos principales. Los materiales se prepararon por una doble
condensacion (12 h a reflujo, con metanol como solvente) entre los salicilaldehidos
con acido antranilico y posteriormente con acido fenilborénico, obteniendo
compuestos de coordinacién de boro con rendimientos quimicos entre 40 y 95%. En
soluciones diluidas, los materiales presentaron rendimientos cuanticos bajos, entre
0.1 y 6.0%. Sin embargo, presentaron el fendmeno de luminiscencia en forma de
polvos, siendo el compuesto 1a el que exhibié un comportamiento AIE, mientras que
los demas presentaron desactivacion de su emision en estado sodlido, lo cual
justificaron a la posible formacion de excimeros.

En 2022, G. Y. Ruelas-Alvarez y colaboradores [16] llevaron a cabo la sintesis de
compuestos tetracoordinados de boro a partir de 8-hidroxiquinolin-5-sulfonato
(BHQSA) y acidos 3 y 4-piridinborénicos (3PBA y 4PBA), y una mezcla de
EtOH/H20/DMF como solvente. Dichas reacciones se llevaron a reflujo durante 1 h
y se menciona la formacién de cristales al enfriarse. Los rendimientos quimicos
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determinados fueron de 64 y 73% cuando se utilizé 3PBAy 4PBA, respectivamente.
Los compuestos resultantes presentaron solvatocromismo, y cuando realizaron
pruebas de AIEE en la mezcla de solventes MeOH-THF, observaron un aumento de
emision maximo al 70% THF en concordancia con el resultado esperado a altas
concentraciones de THF en la mezcla. Debido a su emision cercana a 500 nm al
excitar a una longitud de onda de 324 nm, presentaron como potencial aplicacién
Su uso en tintas de seguridad.

2.2. Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff con Aplicaciones
Bioldgicas.

En 2016, D. Ailincai y colaboradores [17] sintetizaron una serie de hidrogeles
derivados de iminoboronatos y quitosano por entrecruzamiento dual con un enfoque
al estudio de sus propiedades antifungicas, especificamente contra el género
Candida. Llevaron a cabo la sintesis con acido 2-formilfenilborénico y quitosano de
bajo peso molecular a una temperatura de 55°C con agitacion vigorosa. Los
hidrogeles que obtuvieron eran elasticos y altamente resistentes a la deformacion,
y cuando se realizaron estudios adicionales sobre hongos del género Candida
comprobaron que presentaban actividad antifungica intensa.

Por su parte, en 2018, R. M. Lopez y colaboradores [18] reportaron la sintesis de
iminoboronatos reversibles de tipo N,O con aplicaciéon en tratamiento de cancer.
Dicha sintesis se llevd a cabo empleando cantidades equimolares de bencilamina,
aminofenol y acido 2-acetilbencenbordnico. El arreglo molecular resultante le dio al
material la capacidad de presentar un mecanismo de encendido y apagado de
fluorescencia, debido a la formacién e hidrdlisis de un enlace B-O formado. Se
hicieron pruebas de transporte de aminocumarina a una muestra de la linea celular
MDA-MB-231 (células de cancer de mama en seres humanos), proceso que se pudo
llevar a cabo de manera selectiva.

2.3. Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff en Tinciéon de
Estructuras Celulares.

En 2017, Y. Wu y colaboradores [19] sintetizaron una serie de compuestos de
coordinacion de fluoruro de boro derivados de imidazo[1,2-a]piridina vy
borodipirrometano, a los cuales se les conoce como BODIPYs. Los materiales
exhibieron luminiscencia tanto en estado sélido como en solucién. Especificamente,



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON CAPITULO 2. ANTECEDENTES

uno de ellos (4a) se destaca por su aplicacion en tincidn de células, especificamente
células embrionarias de rifidn humano, y su rendimiento cuantico de 90%.

Con ese proposito, en 2018, J. Gao y colaboradores [20] desarrollaron la sintesis
de nuevos compuestos de coordinacion derivados de BODIPYs. Los compuestos
obtenidos fueron capaces de tefiir, de manera selectiva, cisteina y homocisteina
intracelular. El motivo de su enfoque en cisteina y homocisteina en células es debido
a una posible relacion entre valores altos o bajos de estos componentes y
enfermedades vasculares, renales y neuroldgicas.

En 2019, M. Ibarra-Rodriguez y colaboradores [21] sintetizaron cuatro nuevos
complejos de boro a partir de bases de Schiff. Dichos complejos fueron el resultado
de la reaccion entre los distintos ligantes y acido fenilborénico, con acetonitrilo como
solvente. Del grupo de complejos sintetizados, los compuestos 1y 2 fueron los que
mostraron baja citotoxicidad, propiedad que les podria permitir ser utilizados en la
tincion de células para la elaboracion de bioimagenes. Concluyeron que dichos
compuestos no presentaron citotoxicidad considerable cuando se hicieron pruebas
en células de melanoma, adenocarcinoma colorrectal y carcinoma epidermoide.

2.4. Otros Usos de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff.

En 2017, R. Hecht y colaboradores [22] sintetizaron y caracterizaron una serie de
moléculas derivadas del 2-(3-boril-2-tienil)tiazol con la finalidad de darles una
aplicacibn como electronicos organicos, y fueron probados en transistores
organicos de capa fina depositados por vacio (OTFT). Este tipo de compuestos
fueron evaluados dada cierta tendencia de los compuestos de coordinacion de boro
a bajar el nivel LUMO, y combinarlos con la caracteristica de que los heterociclos
aromaticos con enlaces C=N tienen una alta afinidad electrénica. Su uso como un
potencial semiconductor organico tipo N se destacd por un valor moderado de
movilidad electrénica de 1.5 x 104 cm? V-1 s,

Asimismo, en 2021, K. Paramasivam y colaboradores [23] sintetizaron una serie de
compuestos tetracoordinados de boro derivados de quelatos de boro y 2-(N-
fenilformimino)pirrolil con la intencion de ser utilizados en dispositivos OLEDs. El
compuesto con el mejor desempefo en su aplicacién a OLEDs fue el producto de
reaccion del 2-(N-fenilformimino)pirrol y un exceso de NaH puesto a reflujo en THF
por 1 h a temperatura ambiente, para posteriormente anadir 9-cloro-9-borafluoreno
y dejarlo en reflujo en tolueno por 12 h. A pesar de haber tenido el rendimiento
quimico mas bajo, de tan solo 35%, resulté ser aquel con el rendimiento cuantico
mas alto de la serie (40%) y el que presentdé la mayor luminancia y eficiencia
electroluminiscente al ser aplicado en OLEDs, siendo caracteristicas deseadas para
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este tipo de dispositivos. Aunque estos resultados fueron descritos como decentes
en comparacién con otros compuestos tetracoordinados de boro previamente
reportados para esta aplicacién, la optimizacién de la estructura quimica de estos
compuestos podria incrementar su potencial en dispositivos OLEDs.

Recientemente, en 2022, N. Mehiaoui y colaboradores [24] llevaron a cabo la
sintesis de una serie de dicetonatos asimétricos de boro e integrando sistemas
push-pull caracterizados por grupos donadores y aceptores dentro de la misma
molécula. Los ligantes B-dicetona previamente sintetizados se colocaron a reflujo
con cloroformo por 30 min seguido de tres extracciones con agua y diclorometano.
Obtuvieron rendimientos quimicos en un rango de 53 a 95%, y rendimientos
cuanticos de hasta 90% en tolueno utilizando cumarina 153 en etanol como
referencia para determinar dichos valores. Aunque no se presenta una potencial
aplicacién, se sabe que las p-dicetonas tienen usos como dispositivos
optoelectronicos o tintes luminiscentes para el campo de generacion de
bioimagenes o de materiales fotoactivos.

En la Tabla 1 se presenta una comparativa entre los compuestos de boro reportados
en la literatura, resaltando las caracteristicas de la sintesis realizada y los resultados
mas relevantes con el propésito de visualizar las bondades de los materiales de
boro obtenidos en este trabajo de investigacion.

Tabla 1. Resumen de antecedentes relacionados a compuestos de boro derivados
de bases de Schiff.

Sintesis de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff

Fuente Condiciones
Autor/Ano Estructura quimica Aportacion
de boro de reaccién
||3h
Ph
_ .
P B\ 1,4-dioxano y Optimizacién de
V. S. Sadu, et. al KsPO, L
/2017 N PhB(OH), condiciones para un
N 110°C /20 h método de sintesis
=
CHj
O Obtencion a partir de
. tetraarilimidazoles
S. Samal et. al / N BE.ELO Atmosfera de N»
3'El -
2018 \ ) 40°C/2h CY =60y 65%
O \ QY = 31y 34%
T\ C
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S. Guieu et. al /
2020

G.Y. Ruelas-
Alvarez et. al /
2022
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O

Ny
{

B

o

o

—0

@

(@)
\B

\

',////OH
/
—h )

PhB(OH),

3PBA
4PBA

Obtencion de
Multicomponente  iminoboronatos por

multicomponente
Metanol
CY =40-95%
Reflujo/ 12 h
QY =0.1-6.0%

Solvatocromismo
- o,
EtOHMH,0DMF ~ CY = 64y 73%

Reflujo / 1 h AIEE en MeOH-THF

Potencial uso en
tintas de seguridad

Uso de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff en Aplicaciones Bioldgicas

D. Ailincai et. al /

2016

R. M. Lopes et.
al /2018

OH
o}
HO OH
HO

/N HO
HC/ \

? B\OH

2FPBA

2ABBA

Quitosano de bajo Hidrogeles derivados
peso molecular  de iminoboronatos
con actividad contra

55 °C / agitacion Candida
Encendido y
apagado de

H.O y TEA fluorescencia
Condensacién /48~ CY =42y 72%
h Trasporte de
aminocumarina a
MDA-MB-231

Uso de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff en Tinciéon de Estructuras Celulares

Y. Wu et. al /
2017

HQ

BFs-Et,O

CHJCl,
Tincion de células
Agitacion Tamp / 1h  embrionarias de

L rindbn humano
Adicion de fuente

de boro y agitacion QY =90%
6h
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OMe

Trifosgeno

Conversion a

J.Gaoet. al/ Tincién selectiva de

BF;-Et,O meso-cloro-
2018 BODIPY en CYSy HCy
presencia de TMA
Yy BF3Et20
tBu
tBu
Baja citotoxicidad
Ibarra- \N ACN frente a melanoma,
. adenocarcinoma
Rodriguez et. al g o / PhB(OH). ) colorrectal y
/2019 B\O Reflujo / 48 h )
tBu carcinoma
epidermoide
Otros Usos de Compuestos de Boro Derivados de Bases de Schiff
Mes, ,Mes Movilidad electronica
"B\ nBuLiy DMF  de 1.5 x 10* cm2 V-
S—1
R. Hecht et. al/ / \ /N \ Mes,BF Condensacion de
2017 Knoevenagel Potencial uso como
/ s s \ posterior / 60 °C semiconductor
Acc Acc organico tipo N

Mejor candidato para
la aplicacion:
Reflujo THF / 1 h

_ \ CY =35%
K. Paramasivam N\ /N 9C9BF Adicion de 9C9BF
et. al / 2021 5 y reflujo en tolueno QY =40%

X/R/ 3 /12h
X/IR Potencial uso en
OLEDs
FF

\B/ Dicetonatos
o o X Reflujo en CHCl;/  asimétricos con
N. Mehiaoui et. A BEELO 30 min sistema push-pull

3 2
al / 2022 \ Tres extracciones CY =53-95%

en HzO/CHzC|2
QY =90% (mas alto)
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

3.1. Hipétesis.

Los materiales luminiscentes basados en iminoboronatos presenta el fenémeno de
emision inducida por agregacion, lo cual permite su potencial aplicacion en
microscopia de imagen.

3.2. Objetivos.

3.2.1. Objetivo General.

Sintetizar cuatro nuevos materiales luminiscentes derivados de iminoboronatos para
su potencial uso como sonda fluorescente frente bacterias mediante microscopia de
fluorescencia.

3.2.2. Objetivos Especificos.

1.

Sintetizar cuatro nuevos materiales Iuminiscentes derivados de
iminoboronatos mediante reacciones de condensacion en medio aprotico

Caracterizar los iminoboronatos resultantes mediante Espectroscopia UV-
Vis, IR-ATR, experimentos de RMN ('H, C y "B), DART-MS,
Espectroscopia de Fluorescencia Molecular y Difraccion de Rayos X de
monocristal

Estudiar las propiedades de emision inducida de agregacion de los nuevos
materiales luminiscentes

Determinar la viabilidad de los nuevos materiales luminiscentes derivados de
iminoboronatos

Obtener bioimagenes de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus
aureus a través de un microscopio de fluorescencia

11
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

4.1. Reactivos y Equipos.

Este trabajo de tesis se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica Industrial
ubicado en el Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leén (FCQ-UANL).
Los reactivos utilizados en este proyecto fueron obtenidos del proveedor Sigma
Aldrich, y los solventes fueron empleados sin purificacién adicional. En la Tabla
2 se resumen los equipos utilizados y sus respectivas ubicaciones.

Tabla 2. Ubicacién de los equipos utilizados.

Equipo Ubicacion
Resonancia Magnética Multinuclear .
Bruker Advance DPX ClQA-Saltillo
IR 1600 Perkin Elmer FCQ-UANL
Espectrometria de Masas DART-TOF- Laboratorio de Analisis y Diagnostico
MS del Patrimonio-Colegio de Michoacan
UV-Vis Espectrofotometro Shimadzu
2401 PC FCQ-UANL
Fluorémetro Perkin Elmer LS 50B FCQ-UANL
4.2. Sintesis

La sintesis de los compuestos 1-5 se realiz6 a través de una serie de reacciones
de condensacion en una solo etapa en un solvente aprético bajo calentamiento
convencional asi como via microondas. Para los compuestos 1-4, se utilizaron
cantidades equimolares de 2-hidroxi-1-naftaldehido (100 mg, 0.58 mmol), acido
2-amino-5-metilbenzoico (87.8 mg, 0.58 mmol) y distintos analogos organicos de
boro. En el caso del compuesto 5, se emplearon cantidades equimolares de 2-
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hidroxi-1-naftaldehido (100 mg, 0.58 mmol), acido antranilico (79.6 mg, 0.58
mmol) y un analogo nitrado de boro (97.0 mg, 0.58 mmol). En todos los casos, la
formacion del producto de interés se monitoreé mediante cromatografia de capa
delgada (Esquema 1). Los precipitados solidos obtenidos se lavaron vy filtraron
con hexano.

H.__O R,
OH ACN
* H,N
-3 H,0
HO” O

HO. _OH R2
B

:R1=R,=R3=H;Rs=Me
:Ry=R3=R;=Me;R,=H
: Ry =R3=H; R,=0Me; R, = Me
: Ry =R3=H, Ry, = (Et);N; R4 = Me
:Ry=NOy; Ry, =R3=Ry=H

.
A
@
a b ON -

Esquema 1. Ruta de sintesis para la serie de iminoboronatos 1-5.

(E)-3-metil-7-fenil-5H-benzo[h]nafto[2,1-d][1,3,7,2]dioxazaborecin-5-ona (1):

Sélido naranja; 96% (218.4 mg, 0.557 mmol); Trus: 266-268 °C; FT/IRumax(cm™):
3065 (C-Har), 1681 (C=0), 1611 (C=Car), 1595 (C=Car), 1541 (C=N), 1458, 1311
(-CHssim), 1196 (B-O), 1029 (-CHsasim), 957 (B-N), 825, 742, 699; UV/Vis
(CHCI3):Aabs(nm),[emax*104(M-"cm™)]: 452 (1.05), 361 (0.85); Fluorescencia
(CHCI3): Afior(nm): 385, 403; '"H NMR (CDCls, 400.16 MHz), & (ppm): 9.30 (s, 1H,
H-11), 8.10 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-13), 8.06 (s, 1H, H-16), 8.03 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-
14), 7.80 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-4), 7.66 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-8), 7.63 (t, J=8.0 Hz, 1H,
H-7), 7.46-7.49 (m, 2H, H-6, H-9), 7.31-7.33 (m, 2H, H-20, H-24), 7.20 (d, J=8.0
Hz, 1H, H-3), 7.11-7.13 (m, 3H, H-21, H-22, H-23), 2.40 (s, 3H, H-25); '3C RMN
{'"H}(100.14 MHz, CDCI3) & (ppm): 162.88 (C-18), 161.98 (C-2, C-12), 151.91 (C-
11), 142.14 (C-14), 139.92 (C-19), 138.01 (C-17), 135.14 (C-6), 132.56 (C-16),
131.81 (C-15), 130.75 (C-20, C-24), 130.11 (C-4), 129.86 (C-8), 128.18 (C-5),
128.09 (C-22), 127.68 (C-21, C-23), 125.31 (C-9), 124.37 (C-10), 121.16 (C-3),
119.17 (C-13), 117.49 (C-7), 109.02 (C-1), 21.22 (C-25); '"H/'*C HETCOR
correlacion  [8n/8c]:9.30/151.91  (H-11/C-11), 8.10/119.17  (H-13/C-13),
8.06/132.56 (H-16/C-16), 8.03/142.14 (H-14/C-14), 7.80/130.11 (H-4/C-4),
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7.66/129.86 (H-8/C-8), 7.63/117.49 (H-7/C-7), 7.46-7.49/135.14 (H-6/C-6), 7.46-
7.49/125.31 (H-9/C-9), 7.31-7.33/130.75 (H-20, H-24/C-20, C-24), 7.20/121.16
(H-3/C-3), 7.11-7.13/128.09 (H-22/C-22), 7.11-7.13/127.68 (H-21, H-23/C-21, C-
23), 2.40/21.22 (H-25/C-25); "B RMN (128 MHz, CDCI3) &: 5.67 ppm; DART-
HRMS calc. para [(C2sH18BNOs + H)*]: 392.2343; Encontrada: 392.2309 u.m.a.

(E)-7-(3,5-dimetilfenil)-3-metil-6H-benzo[h]nafto[2,1d][1,3,7,2]dioxazaborecin-5-

ona (2):

Solido amarillo, 94% (229.1 mg, 0.545 mmol). Trus: 242-244 °C; FTIRumax(cm™):
2908 (C-Har), 1681 (C=0), 1621 (C=Car), 1597 (C=Car), 1544 (C=N), 1459, 1390,
1322(-CHasim), 1200 (B-O), 1162 (-CHsasim), 1021 (B-N), 846, 828, 741; UV/Vis
(CHCI3):Aabs(nm),[emax*104(M-'cm*)]: 453 (0.55), 350 (0.85); Fluorescencia
(CHCI3): Afiwor(nm): 407; "H RMN (CDCls, 400.16 MHz), & (ppm): 9.31 (s, 1H, H-
11), 8.12 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-13), 8.07 (s, 1H, H-16), 8.05 (d, J=9.2 Hz, 1H, H-
14),7.81 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-4), 7.68 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-8), 7.63 (t, J=8.5 Hz, 1H,
H-7), 7.49 (d, J=9.1 Hz, 2H, H-6, H-9), 7.21 (d, J=9.1 Hz, 1H, H-3), 6.94 (s, 2H,
H-20, H-24), 6.79 (s, 1H, H-22), 2.42 (s, 3H, H-25), 2.14 (s, 6H, H-26, H-27); '3C
RMN {'H} (100.14 MHz, CDCIz) & (ppm): 162.94 (C-18), 162.01 (C-2, C-12),
152.04 (C-11), 142.06 (C-14), 139.84 (C-19), 138.20 (C-17), 136.89 (C-21, C-23),
135.06 (C-6), 132.64 (C-16), 131.86 (C-15), 130.14 (C-4), 129.95 (C-22), 129.79
(C-8), 128.53 (C-20, C-24), 128.19 (C-5), 125.26 (C-9), 124.51 (C-10), 121.37 (C-
3), 119.12 (C-13), 117.45 (C-7), 108.85 (C-1), 21.50 (C-26, C-27), 21.24 (C-25);
"H/'3C HETCOR correlaciéon [8n/5c]: 9.31/152.04 (H-11/C-11), 8.12/119.12 (H-
13/C-13), 8.07/132.64 (H-16/C-16), 8.05/142.06 (H-14/C-14), 7.81/130.14 (H-
4/C-4), 7.68/129.79 (H-8/C-8), 7.63/117.46 (H-7/C-7), 7.49/135.06 (H-6/C-6),
7.49/125.26 (H-9/C-9), 7.21/121.37 (H-3/C-3), 6.94/128.53 (H-20, H-24/C-20, C-
24), 6.79/129.95 (H-22/C-22), 2.42/21.24 (H-25/C-25), 2.14/21.50 (H-26, H-27/C-
26, C-27); "B RMN (128 MHz, CDCI3) 6: 5.71 ppm; DART-HRMS calc. para
[(C27H22BNO3 + H)*]: 420.2874; Encontrada.: 420.2735 u.m.a.

(E)-7-(4-metoxifenil)-3-metil-5H-benzo[h]nafto[2,1-d][1,3,7,2]dioxazaborecin-5-ona (3):

Sélido naranja; 98% (240.0 mg, 0.568 mmol). Trus: 278-280 °C; FT/IRuvmax(cm™):

3343, 3035 (C-Har), 1672 (C=0), 1598 (C=Car), 1543 (C=N), 1460, 1391, 1315 (-

CHasim), 1287, 1164 (B-O), 1027 (-CHaasim), 956 (B-N), 818, 782, 742; UV/Vis

(CHCI3):Anbs(nm),[emax*104(M-'cm")]: 451 (1.22), 360 (1.10); Fluorescencia

(CHCls): Auor(nm): 409; 'H RMN (CDCls, 400.16 MHz), 5 (ppm): 9.29 (s, 1H, H-

11), 8.09 (d, J=8.3 Hz, 1H, H-13), 8.08 (s, 1H, H-16), 8.05 (d, J=9.2 Hz, 1H, H-
14
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14),7.81 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-4), 7.67 (t, J=8.0 Hz, 1H, H-8), 7.62 (t, J=8.2 Hz, 1H,
H-7), 7.48 (d, J=7.8 Hz, 2H, H-6, H-9), 7.25 (s, 2H, H-21, H-23), 7.23 (d, J=10.5
Hz, 1H, H-3), 6.67 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-20, H-24), 3.67 (s, 3H, H-26), 2.43 (s, 3H,
H-25); 3C RMN {'H} (100.14 Hz, CDClIs) § (ppm): 162.97 (C-18), 162.00 (C-2, C-
12), 159.67 (C-22), 151.65 (C-11), 142.09 (C-14), 139.91 (C-19), 138.07 (C-17),
135.08 (C-6), 132.64 (C-16), 132.09 (C-21, C-23), 131.83 (C-15), 130.14 (C-4),
129.83 (C-8), 128.19 (C-5), 125.30 (C-9), 124.42 (C-10), 121.27 (C-3), 119.11 (C-
13), 117.40 (C-7), 113.25 (C-20, C-24), 108.97 (C-1), 55.04 (C-26), 21.25 (C-25);
'H/3C HETCOR correlacion [81/8c¢]: 9.31/151.65 (H-11/C-11), 8.09/119.11 (H-
13/C-13), 8.08/132.64 (H-16/C-16), 8.05/142.09 (H-14/C-14), 7.81/130.14 (H-
4/C-4), 7.67/129.83 (H-8/C-8), 7.62/117.40 (H-7/C-7), 7.48/135.08 (H-6/C-6),
7.48/125.30 (H-9/C-9), 7.25/132.09 (H-21, H-23/C-21, C-23), 7.23/121.27 (H-3/C-
3), 6.67/113.25 (H-20, H-24/C-20, C-24), 3.67/55.04 (H-26/C-26), 2.43/21.25 (H-
25/C-25); "B RMN (128 MHz, CDCIs) &: 5.77 ppm; DART-HRMS calc. para
[(C26H20BNO4 + H)*]: 422.2602; Encontrada: 422.2594 u.m.a

(E)-7-(4-(dietilamino)fenil)-3-metil-5H-benzolh]nafto[2,1-d][1,3,7,2]dioxazaborecin-5-ona
(4):

Sélido rojo-marrén, 65% (174.7 mg, 0.377 mmol). Trus: >390 °C; FT/IRumax(cm-):
2969 (C-Har), 1673 (C=0), 1610 (C=Car), 1598 (C=Car), 1544 (C=N), 1460, 1393,
1323 (-CHssim), 1191 (B-O), 1151, 1027 (-CHsasim), 948 (B-N), 829, 746; UV/Vis
(CHCI3):Aabs(nm),[emax*104(M-'ecm™)]: 429 (1.22), 357 (0.96); Fluorescencia
(CHCI3): Afiuor(nm): Sin emision; 'TH RMN (CDCls, 400.16 MHz), & (ppm): 9.26 (s,
1H, H-11), 8.08 (d, J=7.5 Hz, 1H, H-13), 8.07 (s, 1H, H-16), 8.02 (d, J=9.1 Hz, 1H,
H-14), 7.79 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-4), 7.65 (t, J=7.3 Hz, 1H, H-8), 7.61 (t, J=8.2 Hz,
1H, H-7), 7.46 (d, J=7.4 Hz, 2H, H-6, H-9), 7.22 (d, J=9.0 Hz, 1H, H-3), 7.16 (d,
J=8.6 Hz, 2H, H-21, H-23), 6.44 (d, J=8.6 Hz, 2H, H-20, H-24), 3.21 (q, J1=13.9
Hz, J>=7.0 Hz, 4H, H-26, H-27), 2.42 (s, 3H, H-25), 1.04 (t, J=7.0 Hz, 6H, H-28,
H-29); 13C RMN {'H} (100, CDCI3) & (ppm): 163.05 (C-18), 162.17 (C-2, C-12),
151.20 (C-11), 147.81 (C-22), 141.64 (C-14), 139.64 (C-19), 138.22 (C-17),
134.90 (C-6), 132.60 (C-16), 132.04 (C-21, C-23), 131.91 (C-15), 130.05 (C-4),
129.65 (C-8), 128.11 (C-5), 125.10 (C-9), 124.47 (C-10), 121.45 (C-3), 119.10 (C-
13), 117.41 (C-7), 110.89 (C-20, C-24), 109.02 (C-1), 44.16 (C-26, C-27), 21.23
(C-25), 12.75 (C-28, C-29); 'H/'3C HETCOR correlacién [5H/5c]: 9.26/151.20 (H-
11/C-11), 8.08/119.10 (H-13/C-13), 8.07/132.60 (H-16/C-16), 8.02/141.64 (H-
14/C-14), 7.79/130.05 (H-4/C-4), 7.65/129.65 (H-8/C-8), 7.61/117.41 (H-7/C-7),
7.46/134.90 (H-6/C-6), 7.46/125.10 (H-9/C-9), 7.22/121.45 (H-3/C-3),
7.16/132.04 (H-21, H-23/C-21, C-23), 6.44/110.89 (H-20, H-24/C-20, C-24),
3.21/44.16 (H-26, H-27/C-26, C-27), 2.42/21.23 (H-25/C-25), 1.04/12.75 (H-28,
H-29/C-28, C-29); "B RMN (128 MHz, CDCl3) &: 6.20 ppm; DART-HRMS calc.
para [(C2oH27BN203+H)*]: 463.3552; Encontrada: 463.3479
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(E)-7-(3-nitrofenil)-5H-benzo[h]nafto[2,1-d][1,3,7,2]dioxazaborecin-5-ona (5):

Sélido amairillo, 90% (220.4 mg, 0.522 mmol). Trs: 252-254 °C; FT/IRumax(cm™):
3082 (C-Har), 1705 (C=0), 1619 (C=Car), 1596 (C=Car), 1545 (C=N), 1461 (-
NO2sim), 1397 (-NOz2asim), 1338, 1299, 1201 (B-O), 1095, 968 (B-N), 836, 753, 723;
UV/Nis  (CHCI3):Aabs(nm),[emax*104(M-"em")]: 450 (0.95), 365 (0.76);
Fluorescencia (CHCI3): Afiuor(nm): 515; '"H RMN (DMSO-ds, 400.16 MHZz), § (ppm):
10.03 (s, 1H, H-11), 8.71 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-3), 8.55 (d, J=8.2 Hz, 1H- H-13),
8.34 (d, J=9.1 Hz, 1H, H-16), 8.06 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-22), 8.03 (s, 1H, H-24),
7.98 (d, J=7.8 Hz, 2H, H-6, H-9), 7.89 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-14), 7.77 (t, J=7.5 Hz,
1H, H-15), 7.67 (d, J=7.3 Hz, 1H, H-4), 7.59 (t, J=7.5 Hz, 1H, H-8), 7.55 (t, J=7.5
Hz, 1H, H-7), 7.43 (t, J=7.8 Hz, 1H, H-21), 7.30 (d, J=9.0 Hz, 1H, H-20); '3C NMR
{'H} (100, CDClI3) & (ppm): 161.57 (C-18), 161.27 (C-2, C-12), 158.37 (C-11),
148.05 (C-23), 143.02 (C-16), 140.64 (C-19), 137.62 (C-4), 135.38 (C-14), 132.39
(C-17), 131.14 (C-22), 130.12 (C-15), 130.03 (C-6), 129.84 (C-21), 129.75 (C-8),
128.43 (C-5), 125.90 (C-7), 124.82 (C-24), 123.69 (C-10), 123.29 (C-9), 122.46
(C-3), 121.23 (C-13), 120.48 (C-20), 109.65 (C-1); "H/'3C HETCOR correlacion
[0H/6c]: 10.03/158.37 (H-11/C-11), 8.71/122.46 (H-3/C-3), 8.55/121.23 (H-13/C-
13), 8.34/143.02 (H-16/C-16), 8.06/131.14 (H-22/C-22), 8.03/124.82 (H-24/C-24),
7.98/130.03 (H-6/C-6), 7.98/123.29 (H-9/C-9), 7.89/135.38 (H-14/C-14),
7.77/130.12 (H-15/C-15), 7.67/137.62 (H-4/C-4), 7.59/129.75 (H-8/C-8) ; "B RMN
(128 MHz, DMSO-ds) 6: 4.68 ppm; DART-HRMS calc. para [(C24H15BN205+H)*]:
422.2030 u.m.a; Encontrada: Resultado pendiente*

4.3. Caracterizacion.
4.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de RMN de 'H, 3C y "B de las moléculas sintetizadas fueron
obtenidos en cloroformo deuterado (CDCIs) en un equipo Bruker Advance DPX
400. Los desplazamientos quimicos (en ppm) fueron relativos al (CH3)4Si para 'H
y 3C y al BF3-OEt2 para ""B.

4.3.2. Espectroscopia Infrarroja (IR-ATR).

Los espectros de IR de los compuestos sintetizados fueron obtenidos por medio
de un espectrofotdmetro FT-IR Bruker Tensor 27 equipado con un accesorio ATR
Pike Miracle, con un cristal de ZnSe de reflexion unica.

4.3.3. Espectrometria de Masas (DART-MS).

Los espectros de masas de alta resolucion fueron obtenidos a través de un
sistema DART-HRMS compuesto de un DART SI-140-GIST (DART Thermo lon
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Max Vapor Interface, lon Sense Inc. Saugus, MA, USA) acoplado a un
espectrometro de masas ExactiveTM non-hybrid single-stage Orbitrap. El equipo
de DART-HRMS fue operado en modo positivo.

4.3.4. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

Para realizar la caracterizacion fotofisica, se utilizé acetonitrilo grado
espectroscopico para preparar las soluciones. Los espectros de absorcion de UV-
Vis fueron medidos en un espectrofotometro Varian Cary 100. La brecha
energética optica (Eg opt) se determind por la interseccidn entre una tangente en
el espectro de absorcidén normalizado (al inicio de la banda de absorcion) y el eje
X.

4.3.5. Espectroscopia de Fluorescencia Molecular.

Los espectros de emisién y excitacion fueron obtenidos a través de un
espectrofluoréometro Perkin Elmer LS 50B. Los espectros de emision se
obtuvieron excitando a 10 nm debajo del maximo de absorcidon, mientras que los
espectros de excitacion se generaron a la longitud de onda del maximo de
emision. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (¢) fueron determinados
utilizando un estandar de sulfato de quinina en H2SO4 0.1 M (¢ =0.546 a 310 nm),
como ha sido reportado en la literatura [25]. Se prepararon tres soluciones para
cada compuesto, cuya absorbancia a la longitud de onda de excitacién fue menor
a 0.1, y se determin6 un rendimiento cuantico promedio. La energia del primer
estado excitado E1,0 se obtuvo a partir de la interseccion entre los espectros
normalizados de absorcion y emision para cada caso.

4.4. Estudios de Citotoxicidad.

Con la finalidad de observar la actividad biolégica de la serie de compuestos, se
utilizaron tres concentraciones diferentes para cada uno de los cinco compuestos
sintetizados, siendo estas 1, 10 y 100 ppm. Dichos compuestos fueron probados
frente a dos bacterias: Escherichia coli como modelo Gram negativo, y
Staphylococcus aureus como modelo Gram positivo. El agar utilizado en los
tubos de siembra y las cajas Petri fue elaborado con agar bacteriologico y caldo
Luria-Bertani (LB). El total de experimentos por cada bacteria a cada
concentracion fue de 18, considerando los cinco compuestos diferentes, su
respectivo control positivo y la realizacion de dichos experimentos por triplicado.
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4.4.1. Reactivacion de las bacterias.

Con el proposito de trabajar con cultivos jovenes, las cepas proporcionadas
fueron sembradas en tubos con agar inclinado, y se incubaron a 37 °C por 16 h.
Se prepararon cultivos previos en tubos con caldo LB, los cuales se incubaron a
37 °C por 16 h. A partir de los tubos preparados se realizdé una resiembra en
matraces con caldo LB, adicionando 1 mL de cultivo previo y ajustando al
estandar 2 de la escala McFarland de turbidez, el cual se alcanz6 después de un
periodo de incubacién de 4 h a 37 °C.

4.4.2. Adicion de los compuestos sintetizados.

Posterior al tiempo de incubacion se transfirid 1 mL a cada tubo eppendorf a
utilizar. Los eppendorf fueron centrifugados en una microcentrifuga Beckman
Coulter Microfuge 16 Centrifuge a 14,000 rpm por 10 min. Los eppendorf se
decantaron y a los pellets resultantes se les afiadieron los compuestos de boro
segun fuese el caso: se partid6 de una solucién patrén de 1000 ppm de cada
compuesto disuelto en DMSO, y se afadieron 1, 10 y 100 uL para los tubos de
1, 10 y 100 ppm, respectivamente, y se completaron a 1 mL con agua
desionizada; al control positivo se le afadié unicamente 1 mL de agua
desionizada. Los tubos se dejaron incubar por 2 h a 37 °C.

4.4.3. Dilucién y siembra en cajas Petri.

Previo a la siembra en cajas Petri, se realizaron lavados con agua desionizada,
centrifugando a 14,000 rpm por 10 min antes de anadir 1 mL de agua desionizada
y resuspender las muestras para centrifugar una vez mas y repitiendo este
proceso dos veces adicionales, finalmente afadiendo 0.5 mL de agua
desionizada. A partir de estas muestras se tomaron 10 uL para realizar la primera
dilucién, y 100 pL de cada dilucion para las diluciones sucesivas. Las cajas Petri
se sembraron utilizando 100 uL de la ultima dilucidn realizada, distribuyendo el
indculo sobre el agar con una varilla de vidrio. En el caso de E. coli la dilucién
sembrada fue la quinta, mientras que para S. aureus, se trabajé con la cuarta
dilucion, con el fin de obtener cajas Petri con una cantidad moderada de colonias
al realizar el conteo.

4.5. Estudios de Inhibicion.

Para llevar a cabo las pruebas de actividad inhibitoria se utilizaron cajas Petri con

20 mL de agar LB. El in6culo a utilizar se ajusté de manera similar a la descrita

en la seccién 4.4.2. (con el fin de obtener una concentracion celular de
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aproximadamente 3 x 108 UFC/mL), y se colocaron 200 uL de indculo en la caja.
Posteriormente, a cada disco se le afadio 10 yL de compuesto (asi como
amikacina al control positivo y agua desionizada al control negativo), y se dejo
absorber por aproximadamente 20 min antes de un periodo de incubacion de 24
ha 37 °C.

4.6. Estudios de Emision Inducida por Agregacion (AIE).

Con el propésito de evaluar la presencia del fendmeno de emision inducida por
agregacion en los compuestos sintetizados, se elaboraron soluciones con
fracciones variables de THF y agua, con el fin de que fueran mezclas miscibles.
Para esto se ajustaron soluciones de los compuestos en THF a absorbancias
menores a 0.1. En una serie de viales se prepararon soluciones a 0, 20, 40, 60,
80 y 90% de agua respecto al volumen total. A los viales previamente preparados
con las cantidades de agua necesarias se les inyectaron cantidades variables de
las soluciones en THF hasta alcanzar los porcentajes previamente mencionados.
Los rendimientos cuanticos se calcularon de la misma manera descrita en la
seccidon 4.3.5, con sulfato de quinina en H2SO4 0.1 M como referencia.

4.7. Obtencién de Bioimagenes.
4.7.1. Preparacion de frotis.

Las muestras a utilizar para llevar a cabo la obtencion de las bioimagenes se
prepararon colocando sobre un portaobjetos una gota de agua desionizada. Con
un asa bacteriolégica previamente flameada se tomo una pequefia muestra de
cada eppendorf, para ser dispersada en la gota de agua colocada en el
portaobjetos. Después de un periodo de secado a temperatura ambiente, se
fijaron los portaobjetos y se prepararon para su analisis.

4.7.2. Analisis y obtenciéon de bioimagenes.

Los frotis preparados fueron analizados en un microscopio de epifluorescencia
en el Instituto de Neurobiologia-UNAM Campus Juriquilla. Las propiedades
fotofisicas de absorcion y emisiébn de cada uno de los compuestos fueron
consideradas para las condiciones de analisis en el microscopio. Se tomaron
imagenes en campo claro y oscuro, ademas de una transicion intermedia con el
fin de distinguir casos de internalizacion de compuesto de oclusion de cristales.
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4.8. Manejo de Residuos.

Los residuos peligrosos generados fueron dispuestos de acuerdo con el plan
integral de residuos peligrosos de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, de
la manera descrita en la Tabla 3.

Tabla 3. Disposicion de los residuos generados durante la sintesis y
caracterizacion de los compuestos 1-5.

Residuo Clasificacion Disposicion

Solventes organicos no

THF/ACN halogenados

Contenedor C

Solventes organicos

CHCLs halogenados

Contenedor D

H2S04 0.1 M Acidos inorganicos Contenedor A
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis.

La sintesis de la serie de compuestos derivados de iminoboronatos fueron
obtenidos como solidos de colores variables entre amarillo y rojo. Para el método
convencional, los rendimientos quimicos de los productos de reacciones de
condensacion fueron determinados y se encontré que estuvieron en un rango de
90 a 98%, con excepciéon del compuesto 4 cuyo rendimiento quimico fue
considerablemente mas bajo, siendo de 63%. Dentro de las posibles
justificaciones consideradas para este valor mas bajo se encuentra la
inestabilidad de dicho éster de iminoboronato en el solvente aprotico
seleccionado, pero serian necesarios estudios posteriores para confirmarlo, ya
que los compuestos 1-3 cuya estructura quimica es bastante similar no parecen
presentar este problema, por lo que la complicacion podria radicar en la presencia
del grupo dietilamino.

Por otro lado, se realizaron las mismas sintesis por el método asistido por
microondas, donde los rendimientos quimicos obtenidos fueron mas bajos que
aquellos obtenidos por el método convencional, ya que los valores se
encontraron en un rango de 82 a 86%. En la Tabla 4 se encuentran detallados
los rendimientos quimicos para cada compuesto y sus respectivos métodos de
sintesis, asi como las condiciones bajo las cuales se realizaron los experimentos.

Tabla 4. Condiciones y rendimientos de reaccion de los compuestos sintetizados.

Convencional Microondas Parametros verdes
Fuente de
Comp boro ) . o R'en.d Tiempo o R’en.d Economia Fa_ctor
Tiempo (min)|Temp (°C)| quimico . Temp (°C)| quimico . ambiental
(min) atomica (%)
(%) (%) (%)
1 CeH/BO, 96 86 88 12
2 CsH1BO, 94 83 89 1
5 110
3 C7HsBO; 25 82 98 82 89 11
4 C1oH16BO; 63 83 90 10
5 CeHsBNO, 90 - - - 89 1

Cabe destacar que la obtencion de iminoboronatos a través de reacciones de
condensacion cuenta con importantes ventajas sobre otros métodos de obtencién
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de este tipo de compuestos, como lo son tiempos cortos de reaccién, condiciones
atmosféricas de presion, ausencia de catalizadores o atmdsferas especiales,
obtencién de agua como unico subproducto de reaccion, y rendimientos quimicos
altos.

Posterior a su sintesis, se realizaron pruebas de solubilidad de cada uno de los
compuestos sintetizados en una variedad de solventes de uso comun en el
laboratorio (Tabla 5). Se encontr6 que los compuestos son altamente solubles en
solventes organicos comunes como cloroformo, tetrahidrofurano y acetona.

Tabla 5. Solubilidad de los compuestos 1-5 en distintos solventes organicos.

Compuesto Hexano Acetona AcOEt THF CHClz MeOH ACN

1 - ++ + ++ ++ + +
2 - ++ + ++ ++ + +
3 - ++ + ++ ++ + +
4 - ++ + ++ + + +
5 - ++ + ++ + + +

-: Insoluble, +: Moderadamente soluble, ++: Soluble

Adicional a las pruebas de solubilidad, se determinaron los puntos de fusion de
los compuestos obtenidos, que alcanzaron temperaturas cercanas entre 240 y
280 °C (Tabla 6). En el caso del compuesto 4, se alcanzo el limite del termémetro
empleado sin observar cambios significativos de color o estado de la materia, por
lo que se establecié que su punto de fusidon debe ser mayor a 390 °C.
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Tabla 6. Propiedades fisicas de los compuestos 1-5.

Compuesto Trus (°C) Color Imagen
1 256-258 Naranja
2 278-281 Amarillo
3 242-245 Naranja '
4 >390 Rojo-marrén i
5 252-254 °C Amarillo '

5.2. Caracterizacion Estructural.
5.2.1. Resonancia Magnética Nuclear de 'H, 13C y B.

Para llevar a cabo la primera parte de la caracterizacion estructural, se realizaron
experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, *C y '"B. En la
Figura 2 se encuentra el espectro de RMN 'H correspondiente al compuesto 1,
cuya sefal mas destacable es aquella que corresponde al H-11, es decir, al
protdn iminico, ya que confirma la formacion del grupo imino posterior a la
reaccion de condensacion por multicomponente. Se observd que el
desplazamiento de esta sefial se ve afectado por los grupos donadores presentes
en posiciones meta y para del anillo de fenilo terminal en los compuestos 1-4
(encontrando valores entre 9.26 y 9.31 ppm), asi como la presencia de un grupo
electro sustractor para el caso del compuesto 5, cuyo valor se desplaz6 a 10.03

ppm.
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Figura 2. Espectro de RMN 'H del compuesto 1 en CDCl3 a 400.14 MHz.
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Posterior a la asignacidon de los protones presentes en el compuesto 1, se llevo
a cabo la asignacion del espectro de RMN '3C (Figura 3). Para realizar una
asignacion inequivoca de las 22 sefnales visibles en el espectro, se empled un
experimento en 2D (HETCOR) para observar la correlacion de las sefales de
protdn previamente asignadas con sus respectivos carbonos a 1 enlace de
distancia. Para distinguir correctamente los carbonos cuaternarios de los
carbonos aromaticos se realizé un experimento de DEPT 135. Con el uso de
ambos tipos de espectros (Anexos) se realizd la asignacion inequivoca de las
sefales de carbono presentes en los espectros.

Se determind que la senal de carbono correspondiente al carbono enlazado al
grupo imino es la que aparece a un desplazamiento de 151.91 ppm, de acuerdo
a la correlacion observada con el H-11 en el espectro HETCOR. Adicionalmente,
se observé que de las 23 sefiales esperadas solo aparecian 22, y se concluyé
que la senal del C-17 se encontraba practicamente suprimida por su cercania al
grupo éster y al enlace de coordinacion N—B.
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Figura 3. Espectro de RMN '3C del compuesto 1 en CDCI3 a 100.14 MHz.

Por otro lado, el espectro de RMN "B del compuesto 1 muestra una sefial ancha
en un desplazamiento de 5.67 ppm, caracteristico para una geometria tetraédrica
[26, 27] del enlace de coordinacion N—B (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de RMN "B del compuesto 1 en CDClz a 128 MHz.
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Cabe destacar que se encontré que los grupos electro-donadores tenian un
efecto de desproteccidn sobre el atomo de boro, pues los desplazamientos fueron
mas altos conforme se aumento la fuerza del grupo electro-donador, llegando
hasta un valor de 6.20 ppm en el caso del compuesto 4. En cambio, el grupo
electro-sustractor del compuesto 5 desplazé la sefial a un desplazamiento mas
bajo, de 4.68 ppm. Dicha comparacién se puede percibir en la Tabla 7, donde se
resumen algunas sefales seleccionadas de cada uno de los compuestos
sintetizados.

Tabla 7. Datos espectroscépicos selectos para los compuestos 1-5.

1H 13C
Comp 1B
H-11 c1 | C-2/C12| CMNM C-17 C-18 C-19
1 9.30 | 109.02 | 161.98 | 151.91 | 138.01 | 162.88 | 139.92 5.67

9.31 | 108.85| 162.01 152.04 | 138.20 | 162.94 | 139.84 5.71

9.29 |108.97 | 162.00 | 151.65 | 138.07 | 162.97 | 139.91 5.77

9.26 | 109.02 | 162.17 | 151.20 | 138.22 | 163.05 | 139.64 6.20
10.03 | 109.65 | 161.27 | 158.37 | 132.39 | 161.57 | 140.64 4.68

o B~ WO DN

5.2.2. Analisis de absorcion vibracional

En el caso de los experimentos de IR se obtuvieron los espectros
correspondientes a los cinco compuestos sintetizados, en los cuales se asignaron
algunas de las bandas mas importantes de grupos funcionales seleccionados. En
la Figura 5 se presenta el espectro de IR del compuesto 1, donde se identificaron
bandas correspondientes al grupo imino (resultado de la reaccion de
condensacion) a 1541 cm, el carbonilo del grupo éster a 1681 cm-', enlaces C-
H aromaticos a 3065 cm™', enlaces C=C aromaticos a 1611 y 1595 cm™', por
mencionar algunos.
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Figura 5. Espectro de IR-ATR del compuesto 1.

De manera similar se identificaron estas bandas en los compuestos 2-5, cuya
informacion se encuentra resumida en la Tabla 8.

Tabla 8. Senales seleccionadas de IR de los compuestos 1-5.

Numero de onda (cm™)

Compuesto C-Har C=0 C=Car C=N B-O
1611

1 3065 1681 1541 1196
1595
1621

2 298 1681 1544 1200
1597

3 3035 1672 1598 1543 1164
1610

4 2969 1673 1544 1191
1598
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1621
5 3067 1706 1544 1201
1596

5.2.3. Espectrometria de Masas.

Através de los experimentos de Espectrometria de Masas fue posible determinar
la masa molecular exacta para cada uno de los compuestos sintetizados, cuyo
valor correspondio a los valores de masa molecular previamente calculados. Con
esta informacion fue posible confirmar la formacién de los ésteres de
iminoboronato planteados en este proyecto. En la Tabla 9 se resumen y
comparan los valores calculados y encontrados en los espectros de masas en
fase positiva de los compuestos 1-5.

Tabla 9. Masas moleculares calculadas y encontradas de los compuestos 1-5.

Compuesto Masa calculada Masa encontrada
1 392.2343 392.2309
2 420.2874 420.2735
3 422.2602 422.2594
4 463.3552 463.3479
5 422.2030 -

- El resultado del analisis se encuentra pendiente.

Adicionalmente, en la Figura 6 se presenta el patron de fragmentacion propuesto
de acuerdo con las senales observadas en los espectros de masas de los
compuestos. Para todos los compuestos se encontraron sefales
correspondientes a sus masas moleculares, asi como para la formacion de
dimeros. Cabe destacar que los espectros de masas obtenidos tiende a mostrar
una baja fragmentacion, la cual es un indicativo de la notable estabilidad de los
iminoboronatos bajo las condiciones experimentales de analisis.
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Figura 6. Patrén de fragmentacion propuesto para la serie de iminoboronatos 1-
5 sintetizada en este proyecto.

5.3. Caracterizacion Optica.

5.3.1. Espectroscopia Ultravioleta-Visible y Espectroscopia de
Fluorescencia Molecular.

A partir de los espectros de absorcion de los compuestos sintetizados fue posible
determinar parametros Opticos como maximos de absorcidn (necesarios para
establecer el rango de trabajo y longitud de onda de excitacion de los espectros
de emision posteriores) y coeficientes de extincion molar. En la Figura 7 se
encuentran los espectros normalizados correspondientes a los cinco compuestos
obtenidos, con el fin de comparar su comportamiento. En todos los casos se
encontraron dos maximos de absorcion: una banda alrededor de los 350-360 nm
correspondiente a una transicion T—1*, y una banda alrededor de los 450 nm,
correspondiente a otra transicion T— 1™,
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Figura 7. Espectros de absorcion normalizados de los compuestos 1-5 en
cloroformo grado espectroscopico.

Para la obtencidn de los espectros de emision normalizados presentados en la
Figura 8, las soluciones de los compuestos 1-5 en cloroformo fueron ajustadas
a absorbancias menores a 0.09 a la longitud de onda correspondiente al primer
maximo de absorcién (en el rango de 350-360 nm). En dicha figura es posible
observar que en el caso del compuesto 1 se puede apreciar la réplica vibridnica
caracteristica de los anillos de naftaleno, con maximos de emision a 385 y 403
nm. En el resto de los casos ocurre un traslape de estos maximos, posiblemente
siendo un efecto de los grupos donadores, en los casos de los compuestos 2-4,
o del grupo atractor, en el caso del compuesto 5, presentes en el anillo de fenilo
terminal.

30



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

Emisidn normalizada (u.a.)

0.0

T T T T T T T ! | ! 1
400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 8. Espectros de emision normalizados de los compuestos 1-5 en
cloroformo grado espectroscopico.

A partir de los espectros de absorcion y emision fue posible determinar
parametros fotofisicos necesarios para poder definir la aplicacion de estos
compuestos como sondas fluorescentes. En la Tabla 10 se encuentran dichos
parametros resumidos. En base al rendimiento cuantico calculado, el compuesto
2 es el mejor candidato para aplicaciones fluorescentes, mientras que en el caso
del compuesto 4, que dada la fuerza electrodonadora del grupo dietilamino se
esperaba que fuese el mejor candidato, no presenta emision cuantificable.

Tabla 10. Propiedades fotofisicas de los compuestos 1-5.

€ (x10°L/mol FWHM EJ opt Eio
Comp Aabs max Aem O (%)
cm) (nm) (eV) (eV)
403, 385 (351) 1.5 (351)
1 452, 361 1.05, 0.84 61, 34 2.04 2.72
517 (442) 0.7 (442)
407 (340) 32.3 (340)
2 453, 350 0.55, 0.85 60, 44 2.06 2.76
515 (443) 1.4 (443)
3 451, 360 409 (350) 1.22,1.08 56, 37 2.04 2.72 20.1 (350)

31



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

516 (441) 1.2 (441)

4 429, 357 - 1.23,0.96 56, 31 2.07 2.75 *

2.6 (355)

5 450,365 515 (355,440)  0.95,0.76 56, 35 2.07 2.74
1.6 (440)

*No fue posible determinar el rendimiento cuantico.

Es necesario mencionar que en los primeros analisis realizados las muestras
ajustadas para espectroscopia de fluorescencia no fueron analizadas el mismo
dia en que se ajustaron, por lo que no era posible observar con claridad
emisiones adicionales a las que fueron determinadas cerca de los 400 nm (en el
caso del compuesto 4 solo es posible observar la banda cerca de los 500 nm
porque la emision fue muy baja y el espectro se encuentra normalizado). Un
analisis con muestras frescas revel6 la presencia de emisiones en alrededor de
515 nm (Figura 9). Esta caracteristica se vuelve particularmente interesante para
los compuestos 1, 2 y 3, pues implica una doble emision en la region visible, de
color azul (cerca de los 400 nm) y color verde (cercana a 515 nm). La dualidad
en la emision resulta interesante ya que abre un panorama adicional respecto a
la utilidad de esta clase de moléculas, por ejemplo su utilidad como sonda
fluorescente sugiere una alternativa de solucion que se presenta al momento de
seleccionar las fuentes de fotoexcitacién utilizados para en la obtencién de
bioimagenes mediante técnicas espectroscépicas basadas en epifluorescencia o
microscopia confocal.
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Figura 9. Espectros de emision normalizada de los compuestos 1,2,3y 5enla
region visible.

5.3.2. Estudios de Emisién Inducida por Agregacion.

Con el fin de comprobar si los compuestos sintetizados presentaban el fendbmeno
de emision inducida por agregacién, se prepararon soluciones con cantidades
variables de THF/agua. Se realizaron pruebas cualitativas a las proporciones de
THF/agua ya establecidas para determinar aquellos compuestos que
potencialmente presentaran el fendmeno, para posteriormente hacer un analisis
cuantitativo de las mismas. A partir de las pruebas cualitativas se seleccionaron
a los compuestos 1, 3 y 5 como potenciales candidatos, ya que el compuesto 2
no presentd aumento aparente y el compuesto 4 no presenta emision. En la
Figura 10 se presentan de manera grafica los valores de rendimiento cuantico
calculados para cada una de las composiciones THF/agua elaboradas (los
valores se calcularon con las emisiones cercanas a 400 nm).
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Figura 10. Grafico comparativo del efecto del volumen de agua Vs. Rendimiento
cuantico de los compuestos 1, 3y 5.

A partir de estos datos es posible destacar que en el caso del compuesto 3 no
hay un aumento en el rendimiento cuantico que indique que este compuesto
presente el fenomeno de AIE. Por otra parte, en el caso del compuesto 5 se
puede observar un ligero aumento en el rendimiento cuantico al 20% de agua
adicionada, con lo que se puede determinar que podria presentar un efecto de
emision inducida débil.

Es unicamente en el caso del compuesto 1 donde se observa un aumento
considerable a medida que se incrementd la cantidad de agua anadida a las
muestras (es decir, que se forman agregados y se impiden rotaciones
moleculares), hasta al menos un 40% de agua adicionada. El aumento del valor
de rendimiento cuantico fue de 1.19% al 20% de agua adicionada hasta un 12.5%
a la composicion de 40% de agua en el sistema, por lo que se concluy6 que el

compuesto 1 presenta el efecto mas intenso del fendmeno de emision inducida
por agregacion.
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5.4. Actividad Bioldgica.
5.4.1. Estudios de Inhibicion.

Como experimento preliminar al estudio de la citotoxicidad de las moléculas
sintetizadas, se realizaron estudios de inhibicion, donde se midi6 el radio del halo
de inhibicién presentado alrededor de las muestras (Tabla 11). La ausencia de
un halo de inhibicion alrededor de los espacios donde se colocaron los
compuestos dio indicios de la ausencia de actividad inhibitoria visible de éstos
frente a las dos bacterias expuestas en el experimento, donde fueron elegidas
una bacteria Gram positiva y una bacteria Gram negativa.

Tabla 11. Radios de inhibicion de los compuestos frente a las dos bacterias
seleccionadas.

Radio de inhibicién (mm)

Compuesto E. coli S. aureus
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
*C+ 10 10
C- 0 0

*Antibiético comercial amikacina como control positivo.

5.4.2. Estudios de Citotoxicidad.

Con el propdsito de evaluar la capacidad de los derivados de iminoboronatos
sintetizados para ser aplicados en la generacion de bioimagenes, se hicieron
estudios de citotoxicidad para observar el comportamiento de los compuestos
frente a bacterias Gram positiva y Gram negativa a distintas concentraciones, y
poder estimar la ausencia o presencia de actividad antimicrobiana de los mismos.
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La primera prueba se realizd en la bacteria Gram negativa seleccionada,
Escherichia coli.

En la Figura 11 se encuentra un grafico de barras representando el porcentaje
de viabilidad o supervivencia celular después de un periodo de incubacion de 2
h con los compuestos. En la mayoria de los casos se puede apreciar una
viabilidad promedio superior al 80%, requisito para considerar a un compuesto
como poco citotdoxico. Destacando a los compuestos 1, 2 y 3 como potenciales
candidatos a la aplicacion seleccionada por sus propiedades Opticas, son
aquellos que también presentan viabilidades celulares cercanas o superiores al
80% en practicamente todos los casos, siendo un resultado favorable para su
consideracion en la aplicacion ya mencionada.

120

100
80
40
20

0

C+ 100 10 100 10 100 10 100 10 100 10

Viabilidad celular (%)

Concentracion (ppm)

Figura 11. Grafico de viabilidad celular de E. coli frente a los compuestos a
concentraciones de 1, 10 y 100 ppm. En color rojo: 1, amarillo: 2, verde: 3,
morado: 4, y azul: 5.

Por otra parte, en la Figura 12 se presenta el grafico de viabilidad celular
correspondiente a la interaccién con la bacteria Gram positiva seleccionada,
Staphylococcus aureus. En este caso, las concentraciones de 1y 10 ppm de los
cinco compuestos son las que presentan viabilidad celular superior al 80%,
indicando una baja citotoxicidad. Aunque las concentraciones de compuesto de
100 ppm son aquellas con mayor citotoxicidad, para los casos de los compuestos
1y 2 que, como ya se menciond, resultan candidatos prometedores para la
elaboracidon de bioimagenes, la viabilidad celular calculada se encuentra
alrededor del 70%. Aunque numéricamente no se puede considerar como baja
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citotoxicidad, el valor obtenido no se encuentra considerablemente alejado del
limite inferior del intervalo utilizado para concluir una baja citotoxicidad.
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Figura 12. Grafico de viabilidad celular de S. aureus frente a los compuestos a
concentraciones de 1, 10 y 100 ppm. En color rojo: 1, amarillo: 2, verde: 3,
morado: 4, y azul: 5.

5.4.3. Evaluacién en Microscopia de Fluorescencia.

Se realizd la evaluacion de los ésteres de organoboro con la mejor respuesta
optica y comportamiento idéneo en la generacion de bioimagenes a través del
uso de un microscopio de epifluorescencia, siendo los candidatos mas
prometedores los compuestos 2 y 3 al tener los valores de rendimiento cuantico
y desplazamiento de Stokes mas altos de la serie. Estas caracteristicas son
esenciales para obtener bioimagenes con un buen medio de contraste y evitar el
fendmeno de reabsorcion de la emisidén de los compuestos, respectivamente.
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Figura 13. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 40x de E. coliy S. aureus,
posterior a 2 h de exposicidon con los compuestos 2 y 3.

En la Figura 13 se presentan las bioimagenes obtenidas en el objetivo de 40x de
las muestras de E. coli y S. aureus posterior a un periodo de incubacién de 2 h
con los compuestos 2 y 3. A partir de dichas bioimagenes es posible observar
emision proveniente de los compuestos utilizados, pero no es posible distinguir
con claridad si los compuestos se encuentran internalizados por las bacterias o
si la emision proviene de cristales residuales que se encuentran ocluidos en
algunos cumulos de bacterias. Por esta razén se obtuvieron imagenes a un
objetivo de 100x (Figura 14).
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Figura 14. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x de E. coliy S. aureus,
posterior a 2 h de exposicion con los compuestos 2 y 3.

A partir de las bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x es posible concluir
con mayor seguridad que la emision observada con los compuestos 2 y 3 no
parece provenir del interior de las bacterias, sino de cristales de compuesto
ocluidos, siendo particularmente destacable en las muestras que fueron
expuestas al compuesto 2. En el caso del compuesto 3 no se observa una
distribucion uniforme, y se observan puntos de emision que parecen
sobreponerse a las bacterias, por lo que también se descartd una internalizacion
del compuesto.

5.4.4. Trabajo Adicional.

En este trabajo de tesis se evalud la citotoxicidad de los imionoboronatos
sintetizados contra dos bacterias adicionales a aquellas mencionadas en
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secciones previas: Bacillus subtilis como otro modelo Gram positivo, y Salmonella
typhimurium como Gram negativo. Se realizaron los estudios de citotoxicidad
correspondientes para B. subtilis y S. typhimurium de manera analoga a los
estudios realizados sobre E. coli y S. aureus, con la finalidad de evaluar su
potencial aplicacién en microscopia de fluorescencia.

En la Figura 15, se presenta el grafico de viabilidad celular obtenido para el caso
de B. subtilis, en el cual puede observarse que ninguno de los compuestos
evaluados presenta un grado de citotoxicidad considerable, en base a los valores
de viabilidad celular superiores al 80%. Aunque en casos anteriores el compuesto
5 provocd una disminucion de la viabilidad celular superior a los otros
compuestos, en el caso de B. subtilis no se observa una diminucién considerable
respecto al resto de la serie de iminoboronatos.
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Figura 15. Grafico de viabilidad celular de B. subtilis frente a los compuestos a
concentraciones de 1, 10 y 100 ppm. En color rojo: 1, amarillo: 2, verde: 3,
morado: 4, y azul: 5.

Por ultimo, en el caso de S. typhimurium (Figura 16) se observan valores de
viabilidad celular cercanos o superiores al 80%, con lo cual puede concluirse un
grado de citotoxicidad bajo en la mayoria de los casos, con excepcion del
compuesto 5, donde dos de las concentraciones consideradas presentan
citotoxicidad moderada o alta. Dada la tendencia observada en los cuatro casos
estudiados en este trabajo de investigacion, puede concluirse de manera
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preliminar que el compuesto 5 presenta citotoxicidad moderada o alta hacia la
mayoria de las bacterias estudiadas.
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Figura 16. Grafico de viabilidad celular de S. typhimurium frente a los
compuestos a concentraciones de 1, 10 y 100 ppm. En color rojo: 1, amarillo: 2,
verde: 3, morado: 4, y azul: 5.

En la Figura 17, correspondiente a las bioimagenes obtenidas para el compuesto
1, los hallazgos sugieren la internalizacién del compuesto en las muestras de S.
aureus y B. subtilis, ya que los bordes de las bacterias aun son perceptibles (es
decir, la emisién no parece sobreponerse) y la emisién observada aparenta la
forma de las bacterias, descartando que la emision sea proveniente de cristales
depositados sobre las bacterias. Es importante agregar que se puede apreciar un
mayor numero de bacterias tefiidas en el caso de S. aureus, con lo cual podemos
suponer una afinidad o selectividad hacia esta bacteria. Considerando los casos
en los que se observo internalizacion, el compuesto 1 parece tener una afinidad
por la tincién de bacterias Gram positivas.

En el caso de las dos bacterias restantes, particularmente destacando la muestra
de S. typhimurium, la emision parece encontrarse superpuesta a las bacterias,
por lo que potencialmente no se llevé a cabo una internalizacién del compuesto.
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Figura 17. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x de E. coli, S. aureus, B.
subtilis y S. typhimurium posterior a 2 h de exposicion con el compuesto 1.

En el caso del compuesto 2 (Figura 18), las bacterias que se emplearon como
experimentos adicionales tampoco parecen haber internalizado el compuesto. en
el caso de la muestra de B. subtilis se puede destacar claramente que la emision
se observa unicamente en un cumulo de bacterias, donde las probabilidades de
que se trate de compuesto residual ocluido son muy altas. De manera similar, en
la muestra de S. typhimurium se observa una superposicion de la emisién, que
también puede adjudicarse a compuesto residual ocluido entre las bacterias.
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Figura 18. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x de E. coli, S. aureus, B.
subtilis y S. typhimurium posterior a 2 h de exposicion con el compuesto 2.

En la Figura 19 se encuentran las bioimagenes correspondientes a las muestras
expuestas con el compuesto 3, donde de manera analoga a las muestras del
compuesto 2 no se observa una internalizacion aparente del compuesto. Para los
experimentos adicionales con B. subtilisy S. typhimurium se observan emisiones
provenientes de cumulos de bacterias, siendo particularmente observable en el
caso de S. typhimurium (esquina inferior derecha).
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Figura 19. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x de E. coli, S. aureus, B.
subtilis y S. typhimurium posterior a 2 h de exposicion con el compuesto 3.

Finalmente, en la Figura 20 se compilaron las bioimagenes de las bacterias
expuestas al compuesto 5. La primera observacion que puede realizarse es que
las imagenes en campo oscuro no presentan emision de ningun tipo, en ninguna
parte del campo. Puesto que se hizo una determinacion de las propiedades
opticas de dicho compuesto, se sabe que emite, y que, aunque su rendimiento
cuantico no es tan alto como los valores obtenidos para los compuestos 2 y 3,
deberia ser claramente suficiente para ser observado (el compuesto 1 también
tiene rendimiento cuantico bajo, pero la emisién es suficiente para observarse
bajo el microscopio de epifluorescencia). Es por esto que puede concluirse que
no se llevd a cabo ningun tipo de internalizacion ni oclusion de cristales en
cumulos de bacterias, por lo que los lavados con agua desionizada debieron
eliminar el compuesto remanente.
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Campo Claro Merge Campo Oscuro

E. coli

S. aureus

S. typhimurium  B. subtilis

Figura 20. Bioimagenes obtenidas a un objetivo de 100x de E. coli, S. aureus, B.
subtilis y S. typhimurium posterior a 2 h de exposicion con el compuesto 5.
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6. CONCLUSIONES.

Se logré la obtencion de cinco nuevos iminoboronatos sustituidos con grupos
electrodonadores (donde en el ultimo caso se utilizé un grupo electrosustractor)
por medio de reacciones de condensacion en una sola etapa con tiempos cortos
de reaccion. Su obtencion se confirmé mediante caracterizacion por analisis
vibracional, experimentos de RMN y DART-MS. Con experimentos en 2D y DEPT
135 se logro una asignacion inequivoca de los atomos de carbono cuaternarios
y aromaticos presentes en las moléculas.

Por otra parte, los resultados de los experimentos de RMN de ''B corroboraron
la presencia de atomos de boro con geometria molecular tetraédrica en un rango
de desplazamientos de 4.68 a 6.20 ppm, en concordancia con lo reportado en la
literatura. Adicional a esto, el desplazamiento de las sefales a la region de alta
frecuencia a medida que se aumentd la fuerza del grupo electrodonador
sustituido en el anillo de fenileno pudo observarse, asi como un desplazamiento
hacia regiones de frecuencias mas bajas cuando se utiliz6 un grupo
electroatractor. Asimismo, el analisis de DART-MS revel6 la presencia de los
iones moleculares esperados para los iminoboronatos sintetizados,
correspondientes a sus respectivas masas moleculares.

En el caso de la evaluacion del fendmeno de AIE, los andlisis revelaron que la
mayoria de los compuestos no presentan el fendmeno esperado, siendo el caso
del compuesto 1 el unico incremento considerable hasta una composicién de
40% de agua. Ademas, la dualidad observada para la emisién de los compuestos
1, 2 y 3 resulta prometedora para la aplicacion explorada en este trabajo de
investigacion.

Respecto a los estudios de actividad inhibitoria y citotoxicidad, los resultados
obtenidos revelaron que los compuestos no presentan cualidades inhibitorias
frente a E. coli o S. aureus, y en la mayoria de los casos los compuestos
exhibieron baja citotoxicidad. La ausencia de actividad inhibitoria y citotoxicidad
elevada mantiene abierta la posibilidad de su uso en microscopia de
fluorescencia, sin embargo, esto debe ser confirmado a través de la generacion
de bioimagenes con un microscopio confocal.

Las bioimagenes obtenidas en el microscopio confocal pueden destacar al
compuesto 1 como el mejor candidato para llevar a cabo una tincion bacteriana,
ya que en los casos de S. aureus y B. subtilis puede apreciarse una
internalizacién del compuesto al no observarse una superposicion de la emision
percibida en las imagenes, asi como la ausencia de cumulos grandes de
bacterias donde podrian encontrarse cristales ocluidos como responsables de la
emision.
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Los resultados obtenidos en estos experimentos permiten visualizar un panorama
de estructuras nuevas de iminoboronatos capaces de internalizar bacterias para
llevar a cabo tinciones bacterianas. La variacion de sustituyentes y su efecto en
las propiedades fotofisicas y bioldgicas en este estudio complementa el camino
hacia compuestos de coordinacion de boro mas hidrofilicos, menos citotoxicos y
con mejores propiedades fotofisicas.
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Anexo 27. Espectro de DART-MS del compuesto 3.
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Anexo 28. Espectro de DART-MS del compuesto 4.
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Anexo 29. Espectro de RMN "B del compuesto 2 en CDClsz a 128 MHz.
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Anexo 30. Espectro de RMN "B del compuesto 3 en CDCls a 128 MHz.
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Anexo 31. Espectro de RMN "B del compuesto 4 en CDCl3 a 128 MHz.
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Anexo 32. Espectro de RMN "B del compuesto 5 en DMSO-ds a 128 MHz.
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