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RESUMEN

Dos nuevos complejos de Cu2-terpiridina con emisién fluorescente azul (lem= 400 nm)
conteniendo en su estructura quimica fragmentos catidnicos de N-bencil isoquinolinio y dos
diferentes isémeros de dcido fenilbordénico (orto-, CS-o0 y meta-, CS-m) fueron sintetizados y
estudiados como quimiosensores luminiscentes para una serie de neurofransmisores basados en
catecolaminas (L-DOPA, dopamina, epinefrina) y analitos relacionados estructuralmente (tirosina,

pirocatecol).

Los complejos tienen la férmula general [Cul(-o0,-m)Br2]Br, (L-o= bromuro de 4-([2,2":6'2"-
terpiridin]-4'-il)-2-(2-boronobenzil)isoquinolinio y L-m= bromuro de 4-([2,2":6',2"-terpiridin]-4"-il)-2-(3-
boronobenzil)isoquinolinio) fueron caracterizados por diversas técnicas espectroscodpicas ('H, 13C,
1B RMN, IR-ATR, MS) y difraccidn de rayos-X de monocristal para el ligante L-o y el complejo [Cul-
mBr2]Br, CS-m.

Los valores de pKa del dcido fenilbordnico en L-o y L-m fueron determinados en 7.18 y 7.19
respectivamente, lo cual es considerablemente mds bajo comparado con el &cido fenilbordnico
neutro. Se redlizaron estudios de reconocimiento molecular de los ligantes L-o y L-m con
catecolaminas (L-DOPA, dopamina, epinefrina), tirosina, pirocatecol y nucledsidos (adenosina,
guanosina, citidina y uridina), estos estudios mostraron una respuesta basada en una fuerte
extincién de la emisidn fluorescente de los ligantes tras la adicidon de pirocatecol y los derivados
de catecolaminas, un cambio modesto con los nucledsidos y no se manifestd cambio significativo
en presencia de firosina, indicando que la presencia de grupos diol es importante para el

reconocimiento de los analitos.

Con fundamento en los resultados obtenidos en las fitulaciones ligante-analito, se realizaron
titulaciones fluorimétricas de los receptores CS-o0 y CS-m con los analitos que mostraron mayor
selectividad relativa con ambos ligantes. En general ambos receptores tienen una respuesta
analitica rédpida basada en la extincion de su emision azul por adicién de los derivados de
catecolaminas, la adicién de pirocatecol genera disminucién de su fluorescencia, pero
considerablemente menor comparada con estas. En contraste, la adicién de tirosina muestra un
ligero aumento de la fluorescencia.

Para los neurotransmisores, las constantes de asociacién fueron determinadas en un intervalo de
logKass= 7.15£0.01 - 5.83+0.01 para el guimiosensor CS-m, derivado del istmero meta del dcido

fenilbordénico, con selectividad a L-DOPA. Por otra parte, isbmero orto, CS-o se observd la
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formacion de un complejo estable con epinefrina (logKass= 6.0£0.02) y un orden de selectividad
epinefrina ~ L-DOPA > dopamina > pirocatecol > tirosina. A partir de los estudios espectroscdpicos
"B RMN, EPR, titulaciones espectroscdpicas de absorcion y emision fluorescente se propone un
modo de unidn guimiosensor-catecolamina a través de dos sitios de asociaciéon simultdneos que
incluyen la esterificacion reversible del dcido fenilbordnico con los grupos diol y la coordinacién
de los grupos N-donadores de la catecolamina al centro metdlico de Cu?*. La alta afinidad de
los receptores por L-DOPA y epinefrina se atribuye a la fuerte acidificacion del dcido bordnico,
resultado de la cuaternizacién del fragmento de isoquinolina en combinacién con la
coordinacién de los grupos amina, especificamente de L-DOPA y epinefrina al centro metdlico
de Cu?*, Sobre las bases de RMN (H, 11B), EPR, UV-Vis y espectroscopia de emision fluorescente se
propone un mecanismo de transferencia fotoelectrénica inducida con complejacién simultanea
quimiosensor-analito tanto en el estado excitado como en el estado basal para la extincion de
la emisiéon.

Adicionalmente se estudid la estabilidad de los ligantes L-o y L-m con iones Cu?t a través de
espectroscopia de UV-Vis, emisidn fluorescente y 1B RMN en medios acuosos. Las constantes de
estabilidad fueron determinadas en logKe= 5.91 y 6.18 para L-o y L-m respectivamente, con un
modelo de unidn 1:1 través de la coordinacién del fragmento de terpiridina al Cu?+, la cual fue

soportado por la estructura cristalina del complejo CS-m.

En general, estos resultados destacan la utilidad de una nueva serie de receptores metdlicos
fluorescentes conteniendo dcidos bordnicos para el reconocimiento y detecciéon selectiva de

analitos bioldgicos derivados de catecoles con grupos N-donadores.
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La Quimica Supramolecular es un drea altamente interdisciplinaria que ha experimentado un
desarrollo vertiginoso gracias a la utilizacién de herramientas aportadas por otras dreas de la
quimica e incluso de la ciencia de materiales. Este concepto fue introducido en 1978 por el
premio nobel Jean-Marie Lehn, quien define una supramolécula como una entidad compleja
organizada gque se crea a partir de la asociacién de dos o mds especies, las cuales se encuentran
unidas por fuerzas intermoleculares (por ejemplo: enlaces de hidrégeno, interacciones

aromdticas, fuerzas de van der Waals, etc.).lll

El reconocimiento molecular, también conocido como quimica “huésped-anfitrion”, es la base
de la quimica supramolecular debido a que la construccidn de cualquier sistema supramolecular
involucra una combinacidn molecular selectiva para el establecimiento de interacciones entre
dos entidades. En este contexto, un anfitrion se define como una entidad molecular que posee
sitios de unidn convergentes, mientras que el huésped posee sitios de unidn divergentes, a su vez,
un sitio de enlace se define como una regidn del anfitrién o huésped capaz de participar en una
interaccién no covalente.l2 El reconocimiento molecular constituye la base de diversos procesos
bioldgicos, por ejemplo, la unidn de un sustrato a una proteina, reacciones enzimdticas, la
asociacién antigeno-anticuerpo, la sefal de induccidn nerviosa que generan los

neurotransmisores, el reconocimiento celular, etc.

De esta manera, surge el interés de crear sistemas huésped-anfitridn para la deteccién y/o
captura de especies especificas, desarrollando asi moléculas de origen abidtico que indiquen la
presencia de materia o energia por medio de una sehal medible, llamadas quimiosensores o
sensores moleculares.lB Es por ello que el presente trabajo estd enfocado en el disenio y sintesis
de nuevos complejos fluorescentes basados en sales de isoquinolinio, unidas covalentemente a
un complejo de Cu?*-terpiridina y derivados de dcidos fenilbordnicos, asi como su uso como
receptores asimétricos heteroditépicos para catecolaminas con importancia bioldgica, en medio

acuoso y pH neutro.

Esta tesis se encuentra dividida en diversos capitulos: marco tedrico, antecedentes, desarrollo
experimental, resultados y discusidon, conclusion y anexos, con la finalidad de cubrir los

lineamientos del método cientifico.
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El primer capitulo, marco tedrico, presenta los fundamentos quimicos bajo los cuales se realizd el
planteamiento del proyecto, menciona generalidades de la quimica supramolecular analitica
gue van desde las interacciones no covalentes hasta los mecanismos de respuesta en sensores
Spticos. El capitulo antecedentes recopila y describe brevemente una serie de receptores
basados en el uso de complejos de cobre con ligantes tridentados y de dcidos bordnicos
informados para el reconocimiento de bioanalitos, asi mismo, presenta algunos ejemplos de

receptores heteroditépicos y receptores destinados al reconocimiento de catecolaminas.

La descripcidn de las reacciones quimicas realizadas, asi como condiciones generales de
experimentacion y los procedimientos seguidos para los estudios de reconocimiento molecular se
encuentran en el desarrollo experimental. El capitulo resultados y discusion recopila toda la
informacion relevante obtenida en el desarrollo del presente proyecto, asi como la justificacion
de estos. Finalmente se presentan las conclusiones y los anexos, que incluyen aquellos estudios

espectroscopicos realizados no mostrados en el capitulo de resultados.



Capitulo 1. Marco tedrico

Capitulo 1 Marco teorico

1. Quimica supramolecular

Las moléculas son creadas por dtomos unidos covalentemente, sin embargo, es sabido que
muchas de estas entidades individuales con diferente tamano y estructura pueden interaccionar
entre si para pasar de una estructura muy simple a una de alta masa molecular, originando asi
sistemas moleculares sofisticados. En estos casos, aunque entendamos la naturaleza vy
propiedades de las entidades individuales, esto no serd suficiente para explicar la estructura y
funcion de los ensamblados moleculares que son resultado de la organizacién de las moléculas
individuales. De este modo nace la quimica supramolecular que cubre tanto aspectos quimicos,
como fisicos y bioldgicos, de las especies quimicas de complejidad mds grande que las moléculas
mismas. En ofras palabras, se enfoca en ensamblados moleculares construidos mediante

interacciones intermoleculares.

La guimica supramolecular es un drea interdisciplinaria y ha contribuido en el desarrollo de las
ciencias analiticas, a través de los conceptos de reconocimiento molecular, afinidad vy
selectividad, entre otros. La combinacién de estas dos dreas ha dado como resultado el
surgimiento de una nueva drea de investigacion: la quimica analitica supramolecular. Este
término fue usado por primera vez por Eric Anslyni4, en su definicion menciona que estudia el
intfercambio dindmico de estructuras quimicas sintéticas que crean ensamblajes, los cuales

provocan cambios en una senal medible al agregar analitos.

2. Reconocimiento molecular

El reconocimiento molecular o quimica Huésped-Anfitrion, es la base de la quimica
supramolecular debido a que la construccidn de cualquier sistema de este tipo involucra una
asociacién molecular selectiva. El reconocimiento molecular es el fendbmeno quimico mediante
el cual una especie ibnica o neutra (huésped) se asocia selectivamente a un receptor
(anfitrién) &l Formalmente el anfitrion es definido como una entidad molecular que posee sitios

de unién convergentes, mientras que el huésped posee sitios de unidn divergentes.

El reconocimiento molecular estd definido por la energia, el modo de unidén vy las interacciones
intfermoleculares involucradas en la asociacidon de un sustrato y su receptorlll. Anteriormente el
sitio de unidn era solamente considerado como la regién en la que el huésped y anfitrion eran
capaces de formar interacciones intermoleculares no covalentes, ese concepto ha sido

modificado, dado que la quimica supramolecular ha evolucionado hacia la quimica dindmica

5
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combinatoria, incluyendo a las interacciones dindmicas covalentes ademds de las cldsicas

intfermoleculares no covalentes.

En el proceso de reconocimiento molecular se pueden distinguir dos etapas: en primer lugar, hay
una etapa de activacién en la que el anfitrién se somete a un reajuste conformacional para
organizar sus sitios de unién de forma complementaria al huésped para minimizar interacciones
desfavorables entre ellos. Después se produce la unidbn que es energéticamente favorable
debido a la atraccién. La energia total libre de complejacion representa la diferencia entre la
energia de preorganizacion desfavorable y la energia de enlace favorable. Cuando el anfitridén
estd preorganizado se favorece la estabilizacion de la unién huésped-anfitrion. El otro factor que
determina la afinidad es la complementariedad en los sitios de unidn, en principio, un anfitridén
debe tener sitios de enlace que son del cardcter electrénico complementario al huésped,
ademds estos sitios deben estar espaciados de tal manera que pueda interaccionar de acuerdo
con la forma y tamano del huésped. La Figura 1.1 muestra un ejemplo de la relacién entre la
preorganizacién y afinidad de distintos receptores para iones K+y Li*[2, en donde se observa que

a mayor preorganizacion del sistema, el logaritmo de la constante de asociacion incrementa.

Incremento de la preorganizacion

Esferando-6 o

=

pentaetilenglicol [2,2,2]criptando
dimetileter (EG5) [18]corona-6 . N T
_.d'\\ Pt - - ] Y I -
.f 0 H\\I ':'fﬁ {}"f """‘-,I _,.-"r- -0 G —, ! .-'.'-'-: : %f\[h‘Y
-0 0-Me -0 O— L — .04 \} T 0 0,7
M 'b "-.._.-' 1,."'N A '\.O 0 ’ I,
~0 0 ~o0 o~ 4 ), TSN
i T Me i 1 1L'-._.-l.":ll D-._r"r o : A -
h__w/DKP__f.- H"\-\./G\.-"'-J \_/ . -x.;;f'\\'_f;xl N
log K(K*) A
MeOH 23 6.08 10.0 16 para Li ¥

Figura 1.1 Comparacion de los efectos de preorganizacion y complementariedad en las constantes de union (log K) de algunos
anfitriones de cationes alcalinos.?l

2.1 Interacciones intermoleculares no covalentes

En los sistemas supramoleculares, las intferacciones infermoleculares son de suma importancia ya
que las moléculas que lo conforman se encuentran unidas por medio de ellas. Una interaccion
de este tipo es bdsicamente una interaccion débil comparada con los enlaces covalentes, que

no implica la comparticiéon de electroneslél. A continuacion, se definirdn de forma breve los tipos
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de interacciones intermoleculares no covalentes utilizadas comUnmente en sistemas huésped-

anfitrion con receptores artificiales.
a) Interacciones electrostaticas

Se establecen entre iones de carga contraria, la magnitud de su fuerza estd definida por la ley

de Coulomb, que menciona:!]

Para dos objetos cargados, de tamano mucho menor a la distancia que los separa, la
fuerza de atraccidn entre ellos varia en forma directa con el producto de sus cargas y es

inversa al cuadrado de la distancia entre ellos.

La fuerza de interaccion de estos sistemas en estado sélido es comparable con la del enlace

covalente (energia de enlace= 100-350 kJ mol-1)21,
b) Interacciones

La densidad electrénica 1 en la mayoria de los anillos aromdticos crea un momento cuadrupolo
con una carga negativa parcial sobre ambas caras aromdaticas y una carga positiva parcial
alrededor de la periferia, dos de estos momentos cuadrupolos en proximidad evitan el
apilamiento paralelo centrado en la cara para favorecer las interacciones perpendiculares,
estableciendo asi interacciones cara-cara desplazadas. Por otra parte, una interaccién entre un
fragmento C-H de un anillo aromdtico con la densidad electrénica de un segundo anillo es
conocida como del tipo borde-cara o CH-11 891, La Figura 1.2 muestra apilamientos 1T en sistemas

aromdticos, asi como sus densidades electrénicas y su relaciéon con la atraccidn o repulsidon entre

ellos.
Sandwich o= Cara-Cara desplazado Borde-Cara
o=
+ AO-
o+

o= F ot

repulsiéon

electrostatica

T 5
o+ o+ atraccién

electrostatica

Figura 1.2 Interacciones mt en anillos aromdticos

Cuando un miembro del par aromdtico posee grupos electroatractores que polarizan la
densidad electrénica T lejos del nicleo aromdtico, da como resultado un drea central de

deficiencia relativa de electrones, estableciendo asi la posible atraccién electrostdtica con un

;
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anillo aromdatico mds rico en electrones, que lleva a un apilamiento - 1 centrado en la cara o

también conocido como sédndwich. .10

Existe, ademds, la interaccién m-catién, que es una interaccidn electrostatica estabilizadora de
un catién con la nube de electrones 1 polarizable de un anillo aromdtico, en la conformacion
adecuada, esta proximidad forma una interaccidén energéticamente significativallll, Por otfra
parte, la anidn-m es definida como una interaccidén no covalente favorable entre un sistema
aromdtico deficiente de electrones y un anién, esta interaccién es dominada por una

contribucién electrostatica y la polarizacién inducida por el anién.[12]
c) Enlace de hidrégeno

El enlace de hidrégeno es una afraccion parcialmente electrostdtica enfre un dtomo de
hidrégeno unido a un dtomo mds electronegativo (C, N, P, O, S, Se, F, Cl, Br, 1), y un dtomo

adyacente que posee un par de electrones libre (base de Lewis).

Este tipo de enlace puede ocurrir entre moléculas (intermolecular) o con diferentes partes de una

misma molécula (intramolecular). La Figura 1.3 representa la formacién de un enlace de

D/"\

B aceptor

1{-"“:}! E"ﬁ- donador de electrones (aceptor de H), D la distancia
A i -
donador

hidrogeno, donde A es un dtomo mds electronegativo

que el hidrégeno (donador de H), B cualquier

entre Ay B, d la distancia H--B y 6 el dngulo A-H---B.

+
La fuerza de este enlace varia considerablemente de

acuerdo con la naturaleza de Ay de B, pueden tener
Figura 1.3 Representacion del enlace de hidrégeno,
donde A es el dtomo donador de Hy B el dtomo

aceptor. I 40 kcal/mollial,

un amplio intervalo de energia que van desde 0.2 a

Jeffreyll4l clasificd al enlace de hidrégeno en tres categorias en funcién a su fuerza, lo cual se

presenta en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Clasificacion de los enlaces de Hidrégeno segun Jeffrey.

Fuertes Moderados Débiles

Longitud del enlace B-+H (A) =1.2-1.5 =].5-2.2 2.2-3.2

Longitud del enlace A--B (A) 2.2-2.5 2.5-3.2 3.2-4.0

Angulo (A-H--B) (°) 175-180 130-180 90-150
Energia de enlace (kcal-mol-!) 14-40 4-15 <4
Frecuencia de vibracién IR (% de 25 10-25 <10

variacion relativa)
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d) Fuerzas de van der Waals

La interaccidén por fuerzas de van der Waals es considerada la mds débil y menos especifica que
las otras descritas anteriormente debido a que son isotrépicas, pero son muy relevantes en las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos. Pueden considerarse en forma sencilla como
dipolos instantdneos resultantes de las distribuciones electréonicas instantdneas no balanceadas

en sustancias neutras.
Este tipo de interaccién puede ser dividida dentro de tres gruposlisl:

* Fuerza dipolo-dipolo. Moléculas que tienen dipolos permanentes interactuardn mediante
una interaccién dipolo-dipolo.

» Fuerza dipolo-dipolo inducido. El campo de un dipolo permanente induce un dipolo en
un dtomo o molécula no polar.

»  Fuerzas de dispersion. Debido a las fluctuaciones de los dtomos hay un desplazamiento
instantdneo del centro de carga positiva contra el centro de carga negativa, asi en un
cierto momento existe un dipolo e induce un dipolo en otro dtomo. Por lo tanto, dtomos o

moléculas no polares (por ejemplo, nedn) se atraen entre si.

2.2 Enlaces covalentes dindmicos

s . Interacciéon Covalente Dindmica
La naturaleza dindmica de la quimica

supramolecular es una de sus caracteristicas Imina Hidrazona
. . . RN R‘\;N.N,R’ Al
clave. Las interacciones intermoleculares no TR |queno
RiA g2
covalentes utilizadas en sistemas R
supramoleculares son Idbiles y reversibles, Disulfuro Ester Borénico
que permiten la organizacion espontdnea R!‘S’S‘R’ o R
. s g
del sistema en la composicion R BbI ,
L , o Hemiacetal, R
termodindmica mas favorecida; sin "
Hemitioacetal,
embargo, la misma inestabilidad inherente Hemiaminal Acetal, Tioacetal, Aminal,
de los conjuntos supramoleculares impide su ot Hemlamlnasl Eter.
R
. . . 2 .
uso en aplicaciones que requieren un mayor R«kx-ﬂ )Y\ ,
.R
grado de robustez en las interacciones X=0,S NH NR R "X
. X=0,S, NH NR
establecidas. De este modo surge la Y=0,S,NH, NR

demanda de un conjunto de reacciones . . L
Figura 1.4 Ejemplos de enlaces covalentes dindmicos.

que combinan las propiedades dindmicas



Capitulo 1. Marco tedrico

de la guimica supramolecular con la estabilidad y la solidez de los enlaces covalentes, para

cumplir con esta demanda, se desarrolld la quimica covalente dindmica. [16.17]

La guimica covalente dindmica se basa en la formacidén reversible y la ruptura de un enlace
covalente entre moléculas (enlace covalente reversible), el cual es un proceso dindmico que
permite el intercambio de componentes moleculares en equilibrio para alcanzar los minimos
termodindmicos del sistema, de esta manera extiende la quimica supramolecular tradicional al
dominio molecular.l'® Los enlaces covalentes informados como dindmicos incluyen el enlace C-

C, C-N, C-0O, S-Sy el enlace B-O, algunos ejemplos se muestran en la Figura 1.4.

Una reaccién dindmica covalente muy conocida es la autocondensacion de dcidos bordnicos

y la condensacién de éstos con grupos diol, que se pueden observar en la Figura 1.5.08]

R
OH 0-B
R-B, s===> R-B O + 3H0
OH b_E‘r
R
PH HO— 0—
R—B  + kR = R-B |[Rpz + HO
OH  HO— o—

Rz

Figura 1.5 Enlace dindmico B-O. Arriba: autocondensacion del dcidos bordnico. Abajo: condensacion de un dcido bordnico con un
grupo diol.[4

Aunque la fuerza de unidn es diferente a la de una interaccién intermolecular no covalente,

existen similitudes entre estas interacciones supramoleculares cldsicas y los enlaces covalentes

dindmicos. Desde el punto de vista cinético y termodindmico, ambos son procesos reversibles y

pueden someterse a un intercambio de componentes. En este tipo de interacciones el equilibrio

se alcanza en segundos o minutos, por lo que puede ser medida por técnicas

espectroscopicas.19]

2.3 Enlace de coordinacion

Los metales de transicién forman una gran variedad de compuestos inorgdnicos, los mds
comunes son los compuestos de coordinacién, en los cuales, el dtomo o ion metdlico es rodeado
por ligantes. El enlace de coordinacion es formado mediante la interaccidén en dos especies, una
de las cuales actian como un donante y la ofra como un aceptor de un par de electrones que
se comparten en el compuesto de coordinacion formado.29 Los ligantes son iones o moléculas

neutras con pares de electrones que pueden donar al metal (bases de Lewis), estos pueden ser

10
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mono-, bi-, tri- o polidentados. En este enlace el metal es un dcido de Lewis porque acepta

electrones en sus orbitales vacios.

Los compuestos resultantes son denominados complejos o compuestos de coordinacion, el
nUumero de coordinacion y geometria de éste dependerd del nUmero de ligantes que rodeen all

metal, debido a esto, las geometrias pueden ser irregulares y depender de la forma del ligante.[21]

Estos complejos metdlicos pueden emplearse como receptores artificiales para una amplia
variedad de moléculas o iones huésped si presentan sitios de coordinacién disponibles, que
pueden ser inicialmente ocupados por moléculas de disolventes o contraiones con poca
basicidad.

3. Quimiosensores

Un sensor es un dispositivo que interactua con la materia o energia y en respuesta produce una
senal medible. Anteriormente el campo de los sensores se limitalba a considerar que estos eran
solamente dispositivos macroscdpicos, pero los avances en tecnologia y la investigacién
cientifica indicaron que moléculas individuales son dispositivos capaces de actuar como sensores

sobre otras moléculas. B!

De este modo un quimiosensor (o receptor) es una molécula de origen abidtico que detecta la
presencia de materia o energia en tiempo real, produciendo un cambio detectable en una
senall4l (absorcidén o emisidn de luz, conductividad, etc.) en términos de los sistemas de
reconocimiento molecular, el receptor funciona como el anfitridbn que se asocia selectiva y
reversiblemente con analitos especificos (huéspedes). La Figura 1.6 representa el funcionamiento
general de un quimiosensor, en donde la interaccién del analito con la unidad de reconocimiento

provoca un cambio en la unidad de seializacién puede ser medido.

Unidad de
reconocimiento

"
Unidad b Modificacionde la
sefalizadora - sefial medible

Figura 1.6 Funcionamiento de un quimiosensor.

11
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3.1 Quimiosensores fluorescentes

Los quimiosensores fluorescentes son aquellos que, al interactuar con un analito, pueden

identificarlo por cambios en su emision de fluorescencia, ya sea aumentando (turn-on) o

disminuyéndola (turn-off).

1.0

emission intensity, I;’IO

e
wn

400 450 500 550 600
wavelength, nm

Figura 1.7 Quimiosensor fluorescente selectivo a F. [2]

Un quimiosensor tiene dos funciones. La primera
es proporcionar la interaccién con la especie
objetivo de una manera altamente selectiva
(unidad de reconocimiento o receptor) y la
segunda es la de "visualizar” esta interaccion
(unidad de sefalizacién), por lo que debe
proporcionar una senal que pueda ser analizada
y cuantificada (Figura 1.6)2223, En el caso de los
quimiosensores  fluorescentes la senal de
visualizacién de la interaccién con el analito es la
fluorescencia. La Figura 1.5241 muestra un
ejemplo de un quimiosensor fluorescente, que
posee un grupo pireno como unidad de
senalizacién y un fragmento urea como unidad
de reconocimiento, el cual es selectivo a fluoruro,
gue a bajas concentraciones de F- presenta un
fendmeno turn-off y a altas concentraciones se
manifiesta un fendmeno tur-on, con un cambio

de longitud de onda de emision.

Los métodos de fluorescencia han llegado a ser populares en quimica ambiental, medicina y

biologia por ser de bajo costo, de facil operacién, altamente sensibles y por tratarse usualmente

de técnicas no destructivasi2sl, Actualmente es una metodologia usada extensivamente en

biotecnologia, citometria de flujo, diagndsticos médicos, andlisis forenses y genéticos, por

mencionar algunos.

12
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3.1.1 Principios tedricos de la fluorescencia

La luminiscencia es la emisibn de luz por cualguier sustancia y ocurre de estados
electronicamente excitados, es formalmente dividida en dos categorias dependiendo de la
naturaleza del estado excitado: fluorescencia y fosforescencia.?él La Figura 1.8 muestra algunos

ejemplos de compuestos fluorescentes tipicos y su emisidon bajo Idmpara UV.

Quining Acndine

El diagrama de Jablonski resume el T Suiphate T R
proceso que ocurre entre la
absorciéon y la emisidon de luz (Figura
1.9). En el diagrama las flechas rectas
representan procesos radiativos y las

onduladas procesos no radiativos.

FLUOROPHORES - UV to Red

Una molécula al absorber luz (Abs) ) o
Figura 1.8 Emisién de compuestos fluorescentes tipicos [23],

pasa del estado fundamental

singulete, So (con dos electrones apareados), a un estado singulete electrénicamente excitado,
S1 U otros posteriores. El estado excitado existe durante un tiempo finito, en el cual el fluoréforo
experimenta cambios conformacionales y se encuentra sujeto a una multitud de posibles
interacciones con su enforno molecular, estos procesos provocan dos consecuencias

importantesl27l:

a) Laenergia del estado excitado se disipa (R) y la molécula se relaja al nivel vibracional mds
bajo del estado excitado, a partir de la cual puede producirse el regreso a un nivel de
vibracion del estado fundamental en nanosegundos mediante emision de luz
(fluorescencia).

b) No todas las moléculas inicialmente excitadas regresan a estado fundamental por emisiéon
de fluorescencia, ofros procesos como la conversién interna (IC), transicién al estado
triplete (T) mediante cruce de intersistemas (ISC) vy la fransferencia de energia a un

desactivador pueden despoblar el estado excitado Si.

13
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Abs: Absorcion
D: Disociacion
T :‘:n-gjwm R: Relajacion vibracional
s, lC 3 D t| 1c: Conversion interna
f] 2 ‘;“ F: Fluorescencia
g_ﬂ ISC: Cruce intersistemas
] : — + P: Fosforescencia
R ISC
E 81 ATAA"A" A"
IC R i
e T,
P ]:
Abs F -g g - .
¥ 3 T'I E
P

Figura 1.9 Diagrama de Jablonski. Representacion esquemadtica de los estados de energia electrénica y de los procesos posibles
en estos niveles de energia.

Las tasas de emisién de fluorescencia son usualmente de 108 s, de modo que el tiempo de vida
de ella es cercano a 10 ns (10x109%). La emisidn desde un estado triplete se denomina
fosforescencia, las transiciones al estado basal son lentas (103 a 100s1) debido a que los electrones
tienen la misma orientacion de spin, asi los tiempos de vida de fosforescencia son tipicamente de

milisegundos a segundos.[2¢]

3.2 Clasificacion de sensores fluorescentes por su disefio

Dentro de los sensores podemos encontrar diferentes situaciones estructurales:[22.28.29]

a.) Quimiosensores discretos. Es el enfoque mds popular que consiste en una unidad de
reconocimiento y una subunidad de sefalizacién, en donde ambas unidades se
encuenfran unidas covalenfemente. En este tipo de sensores se puede producir una
disminucion en la emision (CHEQ chelation enhanced quenching) o unincremento (CHEF
chelation enhanced fluorescence) tras la interaccién del sitio de unién con el analito. La
disminucion de la fluorescencia también puede darse como consecuencia de la colisidén
directa del huésped con la unidad fluorescente. Este tipo de receptor se puede presentar

de tres maneras (Figuras 1.10y 1.11):

14
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El sitio de unidn es parte integral de la unidad de senalizacién, de modo que el
receptor es parte del sistema ™ conjugado del senalizador.
I El sitio de unién se encuentra covalentemente unido a la unidad de sefalizacion

mediante un espaciador corto.

Unidad de
reconocimiento

o’

e ——
D —

Analito

Unidad
senalizadora

Figura 1.10 Vista esquemdtica de un quimiosensor con unidad de sefializacion y reconocimiento unidas directamente (a(l)) y con
unidades separadas por un espaciador (a(ll)).

. Quimiodosimetros. Tras la adicién de un analito se produce una reaccién irreversible
en el receptor, de manera que cambian sus propiedades luminiscentes (Figura 1.11);
sin embargo, son llamados quimiodosimetros debido a que el reconocimiento en los

receptores debe ser un proceso reversible, segin la terminologia de Czarnik[l.

Unidad de

o Nueva molécula
reconocimiento

Analito
—

_

Unidad
senalizadora

Figura 1.11 Enfoque quimiodosimetro, donde el analito induce una reaccion irreversible en la unidad de sefializacion.
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b.) Quimiosensor de desplazamiento de indicador. La unidad de reconocimiento y la de

senalizacién no estdn covalentemente unidos sino formando un complejo

supramolecular, de manera que la interaccidon reversible con el analito lleve consigo el

desplazamiento simultdneo de la unidad de sendlizacién provocando un cambio

perceptible en sus propiedades épticasi3ol,

Unidad de
reconocimiento

Analito
—

—

didad

sefalizadora

3.3 Mecanismos de respuesta Optica

{l ‘ + | ’

Figura 1.12 Funcionamiento de un quimiosensor de desplazamiento de indicador o ensamblado.

Existen mecanismos mediante los cuales las moléculas pueden disminuir o incrementar su

fluorescencia con o sin un desplazamiento en sus longitudes de onda de emisidén. A continuacion,

se

describirdn algunos de ellos.

3.3.1 Transferencia electronica fotoinducida (PET)

16

oo -
hv&] HOMO —T—f H

HOMO H— H_ ﬂ
N TNy

Figura 1.13 Mecanismo PET con la participacion de
orbitales HOMO y LUMO del fluordforo y un orbital
molecular externo.

Consiste en la desactivacion no radiante del
fluoréforo  por una interaccidon  con  un
sustituyente donador o aceptor, dependiendo
del tipo de sustituyente el proceso se llevard a
cabo de manera distinta, ya que el proceso estd
controlado por las energias relativas de los
orbitales HOMO-LUMO del fluoréforo y de un
orbital molecular externoB!(ver Figuras 1.13 vy
1.14).
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ReductivaB: el fluordforo (aceptor) es excitado y promueve un electron del orbital HOMO al

LUMO, el par libre del grupo donador, que se encuentra a mayor energia que el HOMO del

LUMO —1— ﬁ_
hv ﬁ HOMO —T—

LUMO =—— ﬂ.
HOMO H

% LUMO ——
HOMO —T—f _l_

Figura 1.14 Mecanismo PET con la participacion de los
orbitales HOMO y LUMO del fluordforo y un orbital
molecular externo vacio.

fluoréforo, transfiere un electron a este Ultimo. Asi
el fluordforo excitado y reducido transfiere el
electron en LUMO al grupo donador oxidado,

provocando una desactivacion no radiante.

Oxidativald2: en este caso el fluordforo es la
especia donadora que al ser excitado
promueve un electron del HOMO al LUMO,
posteriormente el electréon es transferido al grupo
aceptor, lo cual produce la desactivacién del
fluoréforo acompanado de un cambio en sus
estados de oxidacién, finaimente, el grupo
aceptor transfiere el electrén al fluoréforo y éste

vuelve a su estado basal de menor energia.

3.3.2 Transferencia de carga fotoinducida (PCT)

Los receptores basados en este mecanismo contienen un fluoréforo con un grupo

electrodonador conjugado a un grupo electroatractor (Figura 1.15). Tras la unidon del analito al

grupo donador de electrones habrd una disminucion en su capacidad de donacién de

electrones, causando una reduccidn en la conjugacién electrénica y, por lo tanto, un efecto

hipsocrémico o desplazamiento hacia el azul. En caso contrario, si el analito se une al grupo

aceptor de electrones, esta interaccidon mejorard la capacidad de extraccién de electrones, lo

cual estabilizard al sistema dando como resultado un cambio batocrémico en el espectro o

desplazamiento hacia el rojo!33.341,
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Desplazamiento
hacia el azul

HOMO e -
Interaccion con el -

sitio donador Quimiosensor sin analito

~§

-~

Figura 1.15 Mecanismo en PCT.

3.3.3 Transferencia de energia (ET)

Cuando el grupo molecular externo fiene

algunos orbitales vacios o semillenos con

niveles de energia entre el HOMO y LUMO del

fluoréforo, puede producirse un intercambio e  —
simultdneo de dos electrones (desde el LUMO ‘I‘k
HOMO H

al orbital externo y desde el orbital externo al

HOMO). Este intercambio de electrones

Desplazami!nto

hacia el rojo

Interaccion con el
sitio aceptor

Lumo L ﬂ_
h‘zl HOMO %fa H

i

LUMO ——
provoca que el fluordforo regrese a su estado Decaimiento no radia& i

basal, haciendo que la fluorescencia
disminuyaBll, Este proceso es uno de los

mecanismos responsables de la ausencia de

HOMO —1—l— _T_

B ) Figura 1.16 Proceso ET con la participacion de los orbitales
emision de fluordforos en presencia de metales  HoMOo y LUMO del fluordforo y orbitales moleculares externos.

de fransicion con orbitales d parcialmente

llenos(33l,
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Capitulo 2 Antecedentes

En los Ultimos anos el desarrollo de nuevos receptores ha tenido gran auge, por lo que en la
literatura se pueden encontrar muchos ejemplos destinados a distinfos usos como son el
reconocimiento de cationes, aniones o especies bioldgicas, asi mismo como sensores de pH. Los
receptores son desarrollados con diversos disefos en funcidn al fin que persiguen y la sehal con
la cual se pretende identificar al analito, de acuerdo con esto, es importante tener en cuenta
varias consideraciones para su disesho como: el tamano del analito que se quiere reconocer, los
grupos funcionales que posee en su estructura quimica para asi aprovecharlos e introducir en el
receptor sitios de reconocimiento capaces de interaccionar con ellos, su carga y el medio en el

cual se encuentran (pH, estado fisico o disolvente).

El presente trabajo tiene como objetivo central la sintesis de nuevos complejos fluorescentes
basados en sales de isoquinolinio unidas covalentemente a un complejo de Cu?t-terpiridina y
derivados de dcidos fenilbordnicos, ademds de su estudio como receptores opticos de
catecolaminas bioldégicas en medio acuoso neutro. La estructura general de los sensores
propuestos puede describirse como R1-I-R2, donde R1 es un complejo de Cu?t del tipo
[CU(N,N,N)] donde (N,N,N= 2,2":6,2'"-terpiridina); I= la unidad luminiscente que corresponde al
fragmento de isoquinolilnio y R2= isdbmero (orto o meta) del dcido fenilbordnico. El concepto de
reconocimiento estd basado en que los derivados de catecolamina (dopamina, epinefrina, L-

DOPA) pueden unirse a través de dos puntos de contacto:

1. La coordinacion de grupos donadores (amino y dcidos carboxilicos) al centro metdlico
de Cu?z*
2. La formacién de enlaces diéster bordnicos entre el fragmento de catecol y el dcido

fenilbordénico

La idea de generar dos puntos de contacto entre el receptor y el analifo es incrementar la
afinidad en medios competitivos como el agua, ambos sitios de unidén estdn conectados
covalentemente por una unidad fluorescente de isoquinolinio, que puede transducir el fendbmeno

de asociacidon en un cambio de su emision fluorescente.

La literatura ofrece mdultiples ejemplos de receptores cromogénicos/fluorescentes para especies
idbnicas basados en complejos de Cu2+ con ligantes tridentados capaces de operar en medios
acuosos o disolventes polares. La unidn con los analitos es principalmente a través de un punto

de contacto, enlace de coordinacion, lo cual es suficiente para el reconocimiento de analitos
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en concentraciones mili y micromolares, sin embargo, para detectar especies de interés

bioldgicos a menores concentraciones se requiere una mayor afinidad receptor-analito.

A continuacion, se describen ejemplos recientes de receptores luminiscentes para analitos
bioldgicos basados en complejos de coordinacion de cobre(ll), seguida de la quimica de los
dcidos bordnicos en agua y su aplicacién en reconocimiento molecular. Finalmente se
presentardn receptores heteroditdpicos para analitos bioldgicos y receptores destinados al

reconocimiento de neurotransmisores derivados de catecolaminas.

1. Complejos de cobre(ll) como receptores metalicos

Los complejos metdlicos con sitios de coordinacién "“abiertos” han sido ampliamente utilizados en
reconocimiento molecular. Estos complejos presentan acidez de Lewis, que puede aprovecharse
para coordinar ligantes con grupos funcionales bdsicos de Lewis, lo cual los hace adecuados

para el diseno de receptores sintéticos.

La coordinacién de un ligante aiones metdlicos se produce normalmente con entalpias grandes
en comparacion con la formacién de interacciones intermoleculares cldsicas como los enlaces
de hidrégeno. Un Unico enlace coordinado de un huésped a un anfitrién de este tipo puede
proporcionar energia de unidon suficiente para obtener agregados estables a bajas
concentraciones en agua, lo cual presenta una ventaja respecto a las interacciones
infermoleculares, en donde se requieren multiples interacciones y estructuras grandes del
receptor para lograr una unidn estable. Para que un sitio de unidn sea adecuado para el
reconocimiento molecular de especies idnicas o neutras, la afinidad y cinética de unién, deberdn
permitir la reversibilidad para mantener las caracteristicas del reconocimiento molecular (Figura
2.1).

Sitio de
coordinacion
vacante

A >

Base de Lewis
molécula huésped

—-
—

lon metdlico coordinado a un
ligando multidentado

Figura 2.1 Coordinacion reversible con velocidades rdpidas de activacion y desactivacion.
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Los complejos metdlicos que contienen en su estructura quimica sitios de coordinacién
disponibles, ocupados inicialmente por aniones no coordinantes o moléculas de disolvente Idbiles
que pueden ser facilmente desplazadas por especies quimicas mds bdsicas son las especies mds

utilizadas para el reconocimiento de especies en concentraciones sub-milimolares. 3¢

Otro requisito implicito para que un complejo pueda ser usado como sitio de asociacién es su
estabilidad quimica, el ion metdlico debe coordinarse de un modo termodindmica vy
cinéticamente estable, es decir, el huésped bdsico de Lewis unido reversiblemente no debe

desplazar el ligante original del ion metdlico.

El diseno de este tipo de receptores basados en complejos metdlicos requiere ligantes
multidentados quimicamente estables en solucion. Se han informado una gran variedad de
complejos metdlicos con ligantes multidentados, entre los informados destacan aquellos que
poseen dtomos Ny O donadores. La Figura 2.2 muestra algunos ejemplos de ligantes tridentados
comUnmente usados, como el iminodiacetato (ida), dcido nitriloacético (nta), bis(2-piridilmetil)-

amina (bpa), tris(2-piridiimetil)-amina (tpa), dietilentriamina (dien) y tri(2-aminoetil)-amina (tren).

O 7
HY \
H ["4 OH "(\Q Ho !/\ NH,
- Lo
I;H \\H“N NH,
o Y
ida bpa dien
\
oH HO o _ N/ NH H,N
— 2
LI O B Cdr
N | N
\’/&0 . \-,J
nta tpa tren

Figura 2.2 Estructura de ligantes tridentados con grupos N y O coordinantes.

Diversos complejos de Cu?* con sitios de coordinacidén abiertos se han empleado en
reconocimiento molecular para la identificacion, deteccidn y cuantificacidon de diversos analitos,
de entre los cuales destacan moléculas con importancia biolégica, debido a que éstas poseen
diversos grupos funcionales bdsicos de Lewis aprovechables para su asociacion con este tipo de

sitios de union.
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En esta linea, Fabbrizzi y colaboradores, han empleado macrociclos dinucleares para el

reconocimiento de aminodcidos (Figura 2.3) [37-391,

Figura 2.3 Receptores metdlicos de Cu?* 1y 2 sintetizados por Fabbrizziy colaboradores.

Ambos complejos funcionan como receptores fluorescentes off-on mediante ensayos de
desplazamiento de indicador (IDAs), el cual experimenta un apagamiento de su emision all
intferaccionar con el centro metdlico Cu?t que, al agregar un analito mdas afin al metal, provoca

un desplazamiento del indicador con una recuperacion de su emision.

Figura 2.4 Modelo de la interaccion del complejo 2 con L-
glutamato.

El receptor 1 reconoce el fragmento de imidazol del residuo de histidina, al emplear fluoresceina
como indicador. Mientras que el receptor 2 es selectivo a L-glutamato usando el indicador
rodamina bajo las mismas condiciones, en donde el analito establece interacciones coordinantes

entre el metal y grupos carboxilato (Figura 2.3) con log Kass= 6.9+0.2.

Por otra parte, Anslyn reportd en 2005 los complejos 3 y 4 (MOM=metoximetil) que funcionan

como receptores cromogénicos selectivos a histidina, bajo el mismo principio de desplazamiento
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de indicador, empleando 5(6)-carboxifluoresceina como indicador. Ambos sistemas discriminan

His de otros aminodcidos zwitteriénicos en un medio amortiguado CH3OH-H20 (3:1) a pH=7.140]

Los complejos de Cu?* también se han aplicado para la identificacién de aniones inorgdnicos,
por ejemplo, el compuesto 5 que emplea 5(6)-carboxifluoresceina como indicador fluorescente,

puede detectar selectivamente fosfato con una constante de unidn Kass= 1.5x104M-1 a pH=7 .4.[41]

R
fhE
=~
R
3 R=H
4 R= MDMI/O*-,_/"\,_ %]
M H"GO
=)

Figura 2.5 Estructura quimica de los receptores 3, 4 y 5.

En este contexto, estudios de asociaciéon de complejos de Cu2* con sacdridos se han informado,
sin embargo, para que esto sea efectivo se requiere de altos valores de pH, lo cual representa
una desventaja para aplicaciones bioldgicas. La figura 2.6 muestra el complejo é y su modelo de

unién con sacdridos a pH mayor de 10.4.142

CG— 0.4 HQ /O
N~ Sacarido, pH > 1 -
HN'NH, < P o X
N H,N "+ 'NH,
R! 1{\/
6
Rl

Rl= é—@—\\ : X = OOCH or OH

Figura 2.6 Complejo de Cu?*, 6, y su propuesta de interaccion con sacdridos a pH bdsico.3%

La molécula de terpiridina contiene tres dtomos de nitrégeno convergentes, que pueden actuar
como ligante fridentado.3 Los complejos terpiridina-Cu2t actualmente son muy usados como

intercaladores de ADN y en investigacién antitumoral (7)43-441, adicionalmente se han empleado
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como receptores basados en el enfoque de desplazamiento del metal(8 y 9)47-4%1, entre otras

aplicaciones.

4
i

NMe,|(NO3)2

8 TRPTRP-Cu  FT AcO” CI° Br~ I CN”HSO, H,PO,”Mix
Ligand Comp.

Figura 2.7 Ejemplos de complejos Terpiridina-Cu?*. 7: intercalador de ADN, 8 y 9: receptores fluorescentes turn-on de
desplazamiento selectivos a H,S (H,0) y F- (MeCN) respectivamente, se muestra una imagen de la respuesta de 8 con
diferentes aniones.
En principio, los complejos terpiridina-Cu2t pueden ser usados como sitios de unidn en
reconocimiento molecular al poseer sitios de coordinacién “abiertos” (receptor 7, Figura 2.7); sin
embargo, estos receptores comunmente funcionan bajo el principio de desplazamiento del

metal.

2. Acidos bordnicos y su uso en reconocimiento molecular

Los dcidos fenilbordnicos son probablemente los compuestos de organoboro mds estudiados y
Utiles sintéticamente, estas especies contienen dos grupos hidroxilo y un grupo orgdnico. Se
caracterizan por su capacidad de formar complejos covalentes reversibles con azicares,

aminodcidos, dcidos hidroxdmicos, efc.

Los dcidos fenilbordnicos son dcidos de Lewis, en donde el dtomo de boro presenta una
hibridacion sp2 con una geometria trigonal plana. En solucién acuosa, las bases duras de Lewis
como los grupos OH- atacan al dtomo de boro deficiente de electrones, convirtiéndolo a una
estructura tetraédrica sp?, su pKa estd indirectamente relacionado con su acidez de Lewis, los
valores de pKq para éstos se encuentra en el intervalo de entre 4 y 10.5.159 La Figura 2.8 presenta

los valores de pKa para algunos dcidos bordnicos.
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B(OH), B(OH), B(OH),
CH3B(OH), ©/ /©

10.4 8.9 9.3 9.7
NOZ
o oy
O,N
7.1 9.2

Figura 2.8 Acidos borénicos representativos y sus correspondientes valores de pK..

A lo largo de los anos, se ha encontrado una amplia variedad de aplicaciones en diferentes
campos incluida la metalurgia, cerdmicos y vidrio, medicina, insecticidas, lubricantes y catdlisis,
entre ofras. Muchas de estas aplicaciones estdn relacionadas con la interaccién de los dcidos

borénicos con moléculas que poseen grupos poliol.[51]

El &dcido bordnico interacciona con 1,2- 6 1,3-dioles, formando ésteres bordnicos ciclicos de 5y 6

miemlbros, como se muestra en la Figura 2.10.

OH 0/7

HO OH HO_ | OH /—\ 0
7/ HO
—_— ——
~— ~—

Figura 2.9 Formacion del éster bordnico ciclico a partir de dcido borénico y un 1,2-diol en medio acuoso.

Esta interaccién es altfamente dependiente del pH (ver Figura 2.11), se conoce que los dcidos
borénicos se vuelven mds dacidos al unirse a un diol, con pKeBo% del éster boronato menor (2-4
unidades) que el pKq8 del dcido bordnico. La constante de formacién de éster boronato anidnico
tetraédrico (Kass®t) es en general mds alta que la del éster boronato neutro trigonal (Kess0t) de 2 a

4 érdenes de magnitud.

De esta forma KassBL > KassBOL, se deduce que un pH mds alto favorece la unidn al diol cuando la
mayor parte del dcido bordnico existe en su forma anidnica. Sin embargo, experimentalmente,
el pH de unién no debe ser necesariamente superior al pKa del dcidos bordnico, lo cual se atribuye

a la ionizacién de los grupos diol.[51-53]

25



Capitulo 2. Antecedentes

HaBD
Cl.lH (|JH
-B. + B0 <—= RfB-’DH * O
R OH OH
B? B
C C
Kgg{i H OH Kﬁass
-2 H,0 -2H;0 |
7 , H
;-‘B‘\ + Hzo — __.-B_'l + H"‘
R O R 0 )
K,BOL -
BIL Bl

Figura 2.10 Ciclo termodindmico de la ionizacion del dcido bordnico en agua y su interaccion con cis-1,2-diol; K, representa
constantes de ionizacion y Kgss constantes de formacion.

La formacién de enlaces rdpidos y estables entre dcidos bordnicos y dioles para formar ésteres
ha servido como base para la formacion de ensamblados moleculares, la reversibilidad de la
formaciéon de estas interacciones también ha resultado en el desarrollo de sistemas
multicomponente, asi como su aplicacion en reconocimiento molecular. Estas propiedades los
han llevado a ser explotados en la deteccion y sistemas de separacidén para moléculas de

importancias bioldgica que contienen grupos diol como los sacdridos. 54

Los disenos de receptores basados en dcidos bordnicos se originaron cuando Lorand y Edwards
usaron la disminucién de pH observada al agregar sacdridos a los dcidos bordnicos para
determinar sus constantes de asociacién. Sin embargo, el primer receptor fluorescente (10) para
sacdridos fue desarrollado 30 anos mds tarde por Yoon y Czarnik en 1992, que mostrd un
apagamiento de su fluorescencia tras la adicién de sacdridos, lo cual es comun cuando el dtomo
de boro estd directamente unido al fluoréforo. James y colaboradores desarrollaron mds tarde el
primer receptor con respuesta off-on (11), atribuido a la inhibicidon del PET por el uso de un

espaciador.l52 La estructura de los receptores 10 y 11 se muestra en la Figura 2.11.
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10 oH 1 HD-B—-DH
Coo™ O
|

OH HO,
E'q. .I'B
OH HO
N N
/ \

Figura 2.11 Receptores 10 (on-off), 11 (off-on) y 12 (off-on) derivados de dcido bordnico para la identificacion de sacdridos.

En 1994 Shinkai sintetizd el primer receptor luminiscente off-on dibordnico con interaccién

multivalente (12, Figura 2.11), selectivo a glucosa con log kass=3.59 en medio acuoso.

Con el paso de los anos, se ha buscado crear receptores mds selectivos y potentes, por lo que
existe un interés creciente en el desarrollo de moléculas con estructuras mds complejas, como el
receptor 13 derivado de porfirina con cuatro grupos de dcido fenilbordnico, el cual mostrd

mayores constantes de afinidad por D-xilosa en H2O-CH3OH 1:1 y pH=10.5, formando complejos

1:2 receptor/sacdrido con log Kiass=3.94 y log K2ass=3.69 (Figura 2.12).[59]

I-'l-lg\ o 13 ©FOH
o
= e

Figura 2.12 Receptor 13 y su modelo de asociacion con sacdridos.

Recientemente, Xing y colaboradores sintetizaron pirenos funcionalizados con d&cido bordnico,
receptores 14 y 15 (Figura 2.13), que mostraron cambios en su emisién al interactuar con

sacdridos, en medio acuoso a pH=10 en concentraciones UM, obteniendo asi moléculas
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ingeniosas capaces de distinguir monosacdridos con estructuras quimicas muy similares al
emplear respuestas de fluorescencia politrépica de diferentes bandas de emisién del fluoréforo.

Dichos sensores son capaces de identificar glucosa en muestras prdcticas de sangre y orina.[5¢

14 : 15 !

o]
z
z
/

Figura 2.13 Estructura quimica de los receptores 14-16.

Como se ha visto en los ejemplos anteriores, estos receptores muestran una fuerte interaccién con
grupos diol a pH bdsicos; sin embargo, esto resulta una desventaja en su aplicacién en medios
bioldgicos, por lo que existe un interés continuo para desarrollar receptores capaces de detectar
monosacdridos a pH fisiolégico, como el receptor on-off 18, el cual mostrd una mayor afinidad a
D-fructosa en medio acuoso a pH=7.4 con log Kass=3.55 y con un limite de deteccién de 1.3x10-
MIs71,

La quimica de los dcidos bordnicos también se ha aprovechado en el desarrollo de distintos
materiales como copolimeros para la identificacion de moléculas mds complejas, como lo es la
hemoglobina glicosilada, en donde los dcidos bordnicos actian como sitios de unidn para los
fragmentos glicosiladosl®8l. La identificacion de sacdridos ha sido probablemente la aplicacion
mds explorada de los dcidos bordnicos en el campo del reconocimiento molecular; sin embargo,
estos también se han usado para el reconocimiento de otfros analitos como lo son: aniones,
aminodcidost®], metales como el Cu2+¢0.411 y neurotransmisores derivados de catecoles, los cuales

se tratardn en los siguientes apartados (3 y 4).
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3. Receptores heteroditopicos para analitos bioldgicos

Gran parte del énfasis en el diseno de moléculas huésped estd centrado en la realizacién de
interacciones aditivas o incluso multiplicativas, es decir, se pueden construir sistemas huésped-
anfitrién estables utilizando el mayor nUmero posible de interacciones. La pequeia cantidad de
energia de estabilizacion ganada por cualquier interaccidén se agrega a todas las otras
interacciones (sumatoria) dando como resultado una energia de unidn significativa y por lo tanto
una estabilidad compleja. En algunos casos, la interaccidon de todo el sistema es sinérgicamente
mayor que la suma de las partes (multiplicativa). Se denomina cooperatividad cuando dos o mds
sitios de enlace en un anfitrion cooperan de esta manera para enlazar a un huésped con una

mayor energia de asociacidén comparada con la suma individual de las interacciones. 2!

Siguiendo este principio, es comUn que se busque el desarrollo de receptores con multiples puntos
de contacto receptor-analito, por lo que se pueden encontrar en la literatura diversos ejemplos
de receptores con mds de un sitio de unién; sin embargo, la mayoria de ellos poseen sitios de

unién homotdpicos o idénticos.

Pocos son los receptores asimétricos con sitios de reconocimiento heterotépicos, estos son
disenados para el reconocimiento de moléculas con estructuras complejas, como lo son analitos

biolégicos, los cuales en su mayoria son moléculas asimétricas

c\’_‘?ntera::iﬁn

Osg covalente
axial

Log Kass= 3.17

Log Kuss= 5.46

Figura 2.14 Propuestas de la interaccion de 17 con G-6-P y L-DOPA esterificada, condiciones y sus log Kgss.
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Uno de los primeros receptores heteroditépicos (con dos sitios de reconocimiento diferentes) con
estas caracteristicas fue reportado por Imada y colaboradoreslé?l, receptor 17, quienes
sintetizaron una porfirina de zinc(ll) con un d&cido bordnico, la cual es selectiva a glucosa-6-
fostado (G-6-P) y a L-DOPA esterificada, los estudios realizados demostraron que estos analitos se
enlazan a través de dos puntos de interaccion, la primera entre el diol y el dcido bordnico y la

segunda entre el fosfato o grupo amino y el centro metdlico (Figura 2.14).

En el 2005, se reportd la sintesis de 18, un

18

benzo éter corona luminiscente con un

0
Ny, OH _ '
(\Oﬁo ; '::(I:u: : complejo de Cuz*-IDA, que se coordina con
o™ | ~oH
~o ° ’-,} 0 H, ? alta afinidad a histidina y residuos de histidina
1’0\__./0‘)

o]

N-terminalesé3l, Tal es el caso el dipéptido His-

O

Lys-OMe vy el residuo His-OMe, que pudieron

seridentificadas mediante un aumento de la
] E%ngjiﬂ?.s emisiéon del complejo, con log Kass=4.22+0.05
H y 3.8%0.1 respectivamente, en medio acuoso
0 N‘—“

\o H r&/N on amortiguado a pH=7.5. La Figura 2.15
}’\NH_ "'-c{: : muestra la propuesta de asociacion de 17

o) 2 /\_'?);::0 o _
N con el dipéptido His-Lys-OMe, en donde el
j"j fragmento éter corona interacciona con el

grupo amonio y el anillo de imidazol con los
sitios coordinantes vacantes del complejo de

cobre.
Figura 2.15 Estructura del receptor 18 y su modelo de union

con His-Lys-OMe.
Recientemente, Miyaiji y colaboradores sintetizaron un receptor electroquimico heteroditdpico
para el reconocimiento de dopaminalé4, 19, derivado de ferroceno que contiene un dcido
bordénico como sitio de reconocimiento de catecol y una unidad de benzo-18-corona-é-éter para
reconocer el idn amonio (Figura 2.16). La asociacion receptor-dopamina se lleva a cabo en 1.5%
de H20 en CH3CN con log Kass=3.46.
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Figura 2.16 Receptor 19 y su asociacion con dopamina.

4. Neurotransmisores y receptores para catecolaminas

La célula nerviosa o neurona es la pieza fundamental en la actividad del sistema nervioso,
fransmite informacidén tanto eléctrica como quimica, dentro de la propia neurona la informacién
se transmite a través del movimiento de una carga eléctrica (impulso). Una neurona posee tres
componentes principales: (1) las dendritas, fibras delgadas que se extienden desde la célula en
zarcillos ramificados para recibir informacién de otfras neuronas; (2) el cuerpo celular, que realiza
la mayor parte del funcionamiento bdsico celular y (3) el axén, una fibra larga y delgada que
lleva los impulsos nerviosos a otras neuronas. La comunicacion entre las neuronas se produce en
pequenos huecos llamados sinapsis, donde las partes especializadas de las dos células (neuronas
presindpticas y postsindpticas) se encuentran a algunos nandmetros de distancia para permitir la
fransmision quimica. La neurona presindptica libera una molécula, conocida como
neurotransmisor, que es recibida por proteinas especificas de la neurona postsindptica, los
neurofransmisores se unen a las proteinas receptoras y alteran la funcidén neuronal postsindptica.
Existen dos tipos de receptores de neurotransmisores: los canales idnicos activados por ligante,
que permiten un flujo répido de iones directamente a través de la membrana celular externa, y
los receptores acoplados a proteina G, que inician eventos de senalizacidén quimica en
movimiento dentro de la célula. Se sabe que cientos de moléculas actian como
neurotransmisores en el cerebro.l¢3 La Figura 2.17 muestra la estructura quimica de algunos

neurotransmisores.
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Figura 2.17 Estructura quimica de algunos neurotransmisores.

Las catecolaminas contienen en su estructura un grupo catecol, es decir, un benceno con dos
grupos hidroxilo adyacentes, asi como una cadena lateral de etilamina con un solo grupo amino
que puede tener sustituciones adicionales. Las catecolaminas predominantes en el cerebro son
dopamina, epinefrina y norepinefrina, estas moléculas ejercen el papel de neurotransmisores y
desempenan otro papel importante como hormonas, fueron encontrados por primera vez en el
sistema nervioso autébnomo, existen en concentraciones bajas en el cerebro respecto a
neurotransmisores de aminodcidos como el glutamato; sin embargo, tienen una importancia
considerable en la regulacion de multiples aspectos de la funcién del sistema nervioso central y
son objetivos terapéuticos vitales.[¢d] Estas tres catecolaminas se sintetizan de manera similar con

la participacién de distintas enzimas, la Figura 2.18 presenta su biosintesis.

OH OH OH OH OH

OH OH OH OH

Tirosina Dopa Dopamina Feniletanolamina

hidroxilasa descarboxilasa B -hidroxilasa N-metiltransferasa

— — —_— —

COOH
COOH HO HO
NH, NH, NH, NH, HN ~

Figura 2.18 Biosintesis de neurotransmisores derivados de catecolaminas.

Estos neurotransmisores juegan un papel importante en muchas funciones cerebrales incluyendo
el comportamiento vy la cogniciéon, afectan y ajustan el tomo muscular y ritmo cardiaco, regulan

el suefo, memoria, conciencia, estado de dnimo y apetito. Cambios de sus concentraciones en
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el sistema nervioso central se han asociado con muchos trastornos mentales vy fisicos (por ejemplo:
Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia, glaucoma, epilepsia, entre otros), de este modo, la deteccién
cuantitativa del neurotransmisor en fluidos humanos adquiere importancia para el diagndstico,

seguimiento y tratamiento de dichas enfermedades.[67-67]

La Tabla 2.1 muestra las concentraciones normales de algunos neurotransmisores derivados de

catecolaminas en plasma.l70.71

Tabla 2.1 Concentraciones normales de algunas catecolaminas en plasma.

Neurotransmisor Intervalo de concentraciéon
Dopamina 0.04-4.50 nM
Epinefrina 0.02-0.46 nM

Norepinefrina 0.45-2.49 nM

Se han intentado diversos enfoques para la determinacidon confiable de catecolaminas in vivo e
in vitro. Una estrategia analitica ampliamente adoptada es la separacidn y deteccion, mediante
cromatografia liquida, electroforesis, inmunoensayo de flujo, entre otras; sin embargo, hay una
creciente demanda de nuevos métodos experimentales que puedan superar las limitantes de los
métodos actuales, asi como sus altos costos. Para la deteccidn, los métodos dpticos basados en
fluorescencia pueden superar los puntos débiles de las otfras técnicas, al poseer tiempos de
respuesta rdpidos, procedimientos simples y no destructivos.’2 Dentro de las técnicas
fluorescentes desarrolladas hasta la fecha, muchas de ellas se centran en la identificacién de
estas moléculas a través de polimeros y nanomateriales funcionalizados como lo son:
nanoparticulas, quantum dots o nanotubos de carbonolé76872, existen pocos sensores
moleculares fluorescentes reportados y los que se han sintefizado se han centrado en la

deteccién de dopamina o su precursor L-DOPA.

Akkaya y Coskun sintetizaron el receptor 20, un derivado del colorante amarillo lucifer, el cual
puede detectar selectivamente L-DOPA (precursor de la biosintesis de dopamina in vivo) en
medio acuoso a pH=7.2, mostrando una disminucién de su emisién al adicionar L-DOPA.[73] Otro
ejemplo de receptor fluorescente para L-DOPA se puede encontrar en la seccién anterior (17,
Figura 2.14).
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Figura 2.19 Receptores 19 y 20 selectivos a catecolaminas.

El receptor on-off 21, mostrd fuertes afinidades y respuestas colorimétricas selectivas a dopamina
y norepinefrina bajo condiciones fisioldgicas, en medio acuoso y pH=7, con log Kass=3.53 y 3.81
respectivamente. El modelo de unién sensor-analito incluye la formacioén de un ion iminio con el

grupo amina del neurotransmisor y un éster boronato con el catecol.l74

En anos mds recientes se han sintetizado mds receptores luminiscentes con fragmentos de dcido
bordnico para derivados de catecol. El receptor 22 derivado de 4-quinolina, presenta cambios
significantes en sus propiedades fluorescentes tras la adicidon de catecoles en solucidén acuosa a
pH=7.4, con log Kass=3.37 para las pruebas con dopaminal’sl, Por ofra parte, el receptor 23
desarrollado por Jin Jun y colaboradores, es uno de los pocos ejemplos como receptor
fluorescente para la deteccidn del metabolito de la dopamina, DOPAC (&cido 3,4-
dihidroxifenilacético), presentando selectividad sobre la interaccién con otros derivados como el
catecol, dopamina o L-DOPA, con log Kass=4.23 en H2O-CH3CN (95:5 v/v) y pH=7.417¢],

22 0, .OH 23
~§ SN

g s o
Mfy\@L g-oH O‘ 2PFg° QQ
s g

Figura 2.20 Receptores 22 y 23.
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Como se ha mostrado en los ejemplos, un sitio de reconocimiento importante para la
identificacién de catecolaminas es el grupo dcido borbénico, donde se aprovecha su interacciéon

con el grupo diol que se encuentra presente en el anillo de catecol

T =
( o 24 L]
=N~ ) N
J_Nﬂ. e e M\
. |I| 1] \
/ ‘>J:u )

Figura 2.21 Receptor 24 derivado de benzimidazol.

Un receptor que usa otro tipo de sitio de unidn es el 24, sintetizado por Khattar y Mathurl77l, un
derivado de bencimidazol que experimenta un apagamiento de su emisién tras la adicion de
dopamina con log Kass=3.99 en DMF. En la Tabla 2.2 se presenta un resumen de los receptores

mencionados para neurotransmisores derivados de catecolaminas:

Tabla 2.2 Constantes de asociacion y caracteristicas del medio para los receptores selectivos a catecolaminas.

Receptor Huésped Log Kass Medio
17 Ester L-DOPA 5.46 H20-CH3OH 1:3 pH=9
19 Dopamina 3.46 1.5% H20 en CH3CN
20 L-DOPA - H20 pH=7.2
21 Dopamina 3.53 H20 pH=7

Norepinefrina 3.81

22 Dopamina 3.37 H20 pH=7.4
23 DOPAC 4.23 H20-CH3CN 95:5 pH=7 .4
24 Dopamina 3.99 DMF

Aunqgue el campo del desarrollo de receptores fluorescentes para estos analitos ha ido en
aumento, no se han reportado moléculas de este tipo capaces de identificar epinefrina
selectivamente, lo cual sigue siendo un drea de oportunidad para el desarrollo de nuevos

receptores.
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HIPOTESIS

Nuevos receptores artificiales conteniendo en su estructura quimica un complejo de Cu?*-
terpiridina y dcido fenilbordénico unidos covalentemente al fluoréforo 4-isoquinolinio, pueden
funcionar como quimiosensores fluorescentes heteroditépicos para neurotransmisores derivados

de catecolaminas en un medio acuoso neutro.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Disenar, sintetizar y evaluar dos nuevos receptores fluorescentes con dos potenciales sitios de
asociacién, basados en complejos terpiridina-Cu2+ con sitios de coordinacién abiertos y un
fragmento dcido fenilbordénico, para la unidn selectiva con neurotransmisores derivados de

catecolaminas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar, purificar y caracterizar dos nuevos ligantes fluorescentes (L-o y L-m) que incluyan
en su estructura quimica el fluordforo 4-isoquinolina, un fragmento terpiridina y un dcido
fenilborénico.

2. Sintetizary caracterizar por técnicas espectroscdpicas dos nuevos complejos de Cu?* (CS-
oy CS-m)con los ligantes L-o y L-m. Realizar pruebas de cristalizacion con los ligantes y los
complejos obtenidos.

3. Estudiar las propiedades fotofisicas de los ligantes y determinar las condiciones
adecuadas para el andlisis de sus propiedades fluorescentes.

4. Determinar las propiedades dcido-base de los ligantes mediante titulaciéon fluorimétrica.

5. Redlizar estudios de reconocimiento molecular de los ligantes fluorescentes con los
bioanalitos (dopamina, epinefrina, L-DOPA, pirocatecol, tirosina (Tyr) y nucledsidos),
mediante espectroscopia de fluorescencia y determinar sus constantes de asociacion.

6. Redlizar estudios de asociacién de los ligantes con CuBr2 por espectroscopia UV-Vis y de
fluorescencia.

7. Realizar estudios de reconocimiento molecular de CS-o0 y CS-m con dopamina, epinefring,
L-DOPA, pirocatecol y tirosina, mediante fitulaciones fluorimétricas y determinar sus
constantes de asociacion.

8. Estudiar la forma de asociacién de los receptores con el analito con mayor constante de

asociacion a través de 1B RMN, EPR e IR-ATR.
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JUSTIFICACION

El presente trabajo explora uno de los retos modernos de la quimica supramolecular analitica, el
cual se centra en el desarrollo y estudio de nuevos receptores con selectividad y afinidad a

bioanalitos inspirdndose en fendmenos de asociacién en sistemas bioldgicos.

Algunos neurotransmisores, como la dopamina y epinefrina (catecolaminas), estdn relacionadas
con el diagndstico de trastornos mentales y fisicos, por ejemplo, el Parkinson, Alzheimer,
esquizofrenia, hipertensidon, entre otros.l67-¢9.721 Actualmente, existen estrategias analiticas para la
identificacion de estas moléculas basadas en la separacidon y deteccidn mediante técnicas
como la cromatografia liquida y electroforesis; sin embargo, debido al alto costo vy las limitantes
que presentan, se siguen buscando nuevos métodos experimentales que ofrezcan la
determinaciéon confiable de neurotransmisores en condiciones fisioldgicas. De este modo, se han
desarrollado receptores Opticos para el reconocimiento de catecolaminas mediante
espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia, que presentan un menor costo y procesos

experimentales sencillos, los cuales ofrecen prometedoras aplicaciones in vivo e in vitro.

En este contexto, el objetivo central de este frabajo es la sintesis de nuevos complejos
fluorescentes basados en sales de isoquinolinio unidas covalentemente a un complejo de Cu2+-
terpiridina y derivados de dcidos fenilbordnicos, ademds de su estudio como receptores dpticos
de catecolaminas bioldgicas en medio acuoso neutro. El disefio de los receptores estd basado
en la introduccion de dos potenciales sitios de asociacion, tomando en cuenta que los derivados
de catecolamina pueden unirse mediante la coordinacién de grupos donadores al centro
metdlico de Cu?* y la formacion de enlaces diéster bordnicos entre el fragmento de catecol y el
dcido fenilbordnico (Figura 2.22). La idea de generar dos puntos de contacto entre el receptor y

el analito es incrementar la afinidad en medios competitivos como el agua.

eq. CuBr, -
1eq.CuB B  Lpora

MOPS pH: 7.4 29 OH MOPS pH: 7.4

Figura 2.22 Idea central del disefio de los receptores desarrollados en el proyecto.
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Capitulo 3 Desarrollo experimental

1. Reactivos y disolventes

Los reactivos y disolventes empleados durante toda la experimentacion en la que se incluye
sintesis, purificacién, caracterizacion y estudios de reconocimiento molecular en solucién fueron
adquiridos por medio de fuentes comerciales, en su mayoria Sigma-Aldrich y TecsiQuim (para el
caso de los disolventes). Es importante mencionar que la pureza de los reactivos empleados fue
mayor al 98 % y que se emplearon disolventes grado HPLC y agua desionizada (conductividad:

0.052uS/cm) para los estudios de reconocimiento molecular.

2. Instrumentacion

Los espectros de IR se obtuvieron a fravés de un equipo Perkin-Elmer Attenuated Total Reflactance
FT-Spectrometer (ATR), mostrando en el eje de las abscisas el nUmero de onda (cm-) y el
porcentaje de transmitancia en las ordenadas. Se realizaron estudios de RMN de H, 13C y 1B
usando un equipo Bruker Advanced de 300MHz, utilizando TMS como referencia y empleando
DMSO-d¢, CD30OD y CDCls como disolventes, en los espectros obtenidos los desplazamientos se
expresan en ppm. Los espectros de 1B se obtuvieron utilizando un pulso de 90°, un tiempo de

adquisicidon de 0.5 s, un tiempo de relajacién de 0.05 s y 2000 scans para cada muestra.

Se emplearon dos modos de ionizacion en espectrometria de masas, los espectros en modo de
ionizacién ESI+ se realizaron en un espectrédmetro Bruker modelo micrOTOF Il usando metanol
grado cromatogrdfico como disolvente. Por ofra parte, los espectros en modo de ionizacién IE

se readlizaron en un equipo marca Jeol modelo JMS AX-505 HA por medio de inyeccion directa.

Los estudios de difraccion de rayos X se realizaron con un difractébmetro marca Bruker APEX I| CCD
a 100K y radiacién de Mo-Ka (A=0.71073 A) de micro Incoatec ImuS y monocromador con éptica
Helios. Las estructuras fueron resueltas usando métodos directos (SHELXS-97) y refinadas por
minimos cuadrados en F2 usando shelXle GUI. Los dtomos de hidrégeno de los enlaces C-H fueron
colocados en posiciones idealizadas mientras que los dtomos de hidrégeno de los enlaces O-H

fueron localizados del mapa de densidad electronica y sus posiciones fueron refinadas
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anisitrépicamente Uiso con dependencia al dtomo directamente unido usando adicionalmente
restricciones de distancia. Los grupos desordenados fueron refinados usando restricciones de
geometria y distancia, junto con restricciones de los valores Uj implementados en SHELXL, las
ocupaciones fueron restringidas a valores unitarios. Las Figuras presentadas en la seccion de

andlisis estructural fueron creadas con el software MERCURY.

Para los experimentos por espectroscopia de UV-Vis se empled un espectrofotbmetro de arreglo
de diodos, Cary 100 Agilent, con resolucién de 2nm con una precision de longitud de onda <%
0.5nm y una precision fotométrica <+0.005A a 1.2, acoplados a un controlador de temperatura a
25°C. Se utilizaron celdas de cuarzo (Paso éptico [1cm], Volumen [3mL]). La espectroscopia de
fluorescencia se realizd con un espectrémetro Varian modelo Cary Eclipse (ventana espectral de
200 a 800nm), con una exactitud de longitud de onda de 0.5 nm y una relacién seial ruido 550/1.

Las celdas utilizadas son de cuarzo (Paso éptico [Tcm], Volumen [3mL]).

También se realizaron estudios de EPR en un espectrobmetro de resonancia paramagnética

electrénica Jeol, JES-TE300, usando metanol como disolvente y a T=77K.
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3. Sintesis

El esquema 3.1 resume la ruta sintética de los receptores empleados en el presente estudio, en

los siguientes puntos se describen a detalle las reacciones quimicas.

+ 2 | KOH/EtOH
—>

NH4OH/Reflujo

OH
S g
I =
- o &
OH  1.MeCN/Reflujo 70°C OH
L-o 2. MeOH:ACEt 1:10 L-m B
R=50% =
o R=60% OH
CuBry CuBry
Ac:CHCl3:MeOH Ac:CHCI3:MeOH
2:2:1 2:2:1
Agitacion Agitacion
T. ambiente T. ambiente

Esquema 3.1 Ruta de sintesis de los receptores CS-o y CS-m.
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3.1 Sintesis del intermediario TIQ

Se siguid la metodologia reportada por B. Laramée-Milette y colaboradoresl’8l, la cual se resume

en el siguiente esquema:

(o)

A
X
~.N
4-Isoquinolincarboxialdehido

+ KOH/EtOH
D — -

2-Acetilpiridina

Esquema 3.2 Sintesis del intermediario TIQ.

En un matraz se colocaron 30 mL de etanol y un exceso de KOH, posteriormente se agregd 4-
isoquinolincarboxialdehido (200 mg, 1.27mmol) previamente disuelto en 10 mL de etanol, la
mezcla se agitd 10 minutos y se agregd gota a gota 2 equivalentes de 2-acetilpiridina (285 ulL,
2.54 mmol) previaomente disuelta en 5 mL del etanol, la mezcla se agitd durante 30 minutos. Se
agregd un exceso de hidréxido de amonio concentrado (10 equivalentes) y la mezcla se colocd
a reflujo durante 3 horas. Posteriormente, se redujo la cantidad de disolvente a un 20 % del total,
se agregaron 30 mL de agua destilada para la precipitacion del producto vy se filtré a gravedad.
El precipitado se recuperd y fue disuelto en 5 mL de acetona vy se redlizaron tres extracciones con
15 mL de hexano en cada una, se recuperaron las fracciones con el producto y se eliminé el
disolvente en un rotavapor, obteniendo un sélido blanco-beige con un rendimiento de reaccidén
del 60%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3) 6=9.33 (s, 1H), 8.72 (d, 2H, J=8 Hz), 8.68 (d, 2H, J=4.7 Hz), 8.66 (s, 2H), 8.64
(s, TH), 8.08 (d, 1H, J=7.4 Hz), 7.97 (d, TH, J=8.1 Hz), 7.91 (td, 2H, J=7.7, 1.8 Hz), 7.70 (m, 2H), 7.37
(m, 2H). EM (IE) m/z [M-1]= 359.
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3.2 Sintesis de los ligantes L-o y L-m

Una vez obtenido el intermediario TIQ, se realizd la reaccidn correspondiente a la cuaternizaciéon

de la isoquinolina como se muestra a continuacion:

=z z |
|
X X
| S o 1.MeCN/Reflujo 70°C
2. MeOH:ACEf 1:10
Z OH
+ | N a —_—
A = OH
Z
, . N OH
19 Acido fenilborénico Ligantes: | —‘q
ortfo/meta Orto: L-0 = OH

Meta: L-m

Esquema 3.3 Sintesis de los ligantes L-o y L-m.

En un matraz se disolvid TIQ (100 mg, 0.28 mmol) en 15 mL de acetonitrilo anhidro y se agregd 1.2
eqg. de dcido 2-bromometilfenilbordnico (72 mg, 0.33 mmol), la mezcla se colocd en agitacién y
se calentd a reflujo a 70°C durante 72 horas. Se elimind el disolvente en rotavapor, el producto se
disolvid en 2 mL de MOH y posteriormente se agregaron 20 mL de acetato de etilo frio, el
precipitado se filtrd a vacio. El sélido café claro (L-0) se secd a vacio, el producto con 50% de

rendimiento se sometid a experimentos de caracterizacion.

TH-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6=10.08 (s, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.77-8.71 (m, 4H), 8.66 (s, 2H), 8.45 (s, 2H), 8.3 (m, TH),
8.18-8.06 (m, 5H), 7.81 (d, 1H, J= 6.7 Hz), 7.55 (dd, 2H, J= 7.4, 4.4 Hz), 7.45 (1, 2H, J= 5.8 Hz), 7.34 (m, TH), 6.24 (s,
2H. 'B-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6= 27.87. 13C-RMN (300 MHz, DMSO-de) 6=156.28 (C), 154.83 (C), 149.75,
148.88 (2CH), 143.38 (C), 138.08, 137.76 (2CH),136.95, 135.58, 134.03, 133.94, 133.42, 133.36, 131.58, 131.31,
130.49, 128.99, 128.31, 124.99, 124.68 (2CH), 121.74 (2CH), 121.49 (2CH), 64.61 (CHz). EM (ESI+, CHsOH) m/z
[M+222]= 717.

La sintesis de L-m se realizé siguiendo el mismo esquema de metodologia anterior. Se disolvié TIQ
(100 mg, 028 mmol) en 15 mL de acetonitrilo anhidro y se agregd dcido 3-
bromometilfeniloorénico (72 mg. 0.33 mmol), la mezcla se colocd en agitacidén constante y se
calentd a reflujo a 70°C durante 96 horas. Se elimind el disolvente en rotavapor y se disolvid el

producto en 2 mL de metanol, posteriormente se agregaron 20 mL de acetato de etilo, el sélido
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se filtré y se lavd con 10 mL de una mezcla de acetato de etilo y acetona 3:1. La mezcla se filtrd

a vacio y el sélido se secé a vacio. Un sdélido beige (L-m) se obtuvo con un rendimiento del 60%.

TH-RMN (300 MHz, DMSO-de) 6= 10.42 (s, 1H), 9.21 (s, 1H), 8.77-8.68 (m, 7H), 8.30 (d, 1H, J=7.2 Hz), 8.19-8.17 (m,
4H), 8.10 (m, 1H), 7.99 (s, 2H), 7.83 (d, 1H, J=7.3 Hz), 7.69 (d, TH, J= 7.7 Hz), 7.56 (dd, 2H, J= 6.7,4.98 Hz), 7.44 (1,
1H, J= 7.5 Hz), 6.09 (s, 2H). 1'B-RMN (300 MHz, DMSO-de) 6= 28.14. 13C-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6= 156.18 (2C),
154.82 (2C), 150.62 (CH), 149.91 (2CH), 143.73 (C), 138.56 (CH), 138.19 (2CH), 136.66 (C), 135.62 (C), 135.35
(CH), 134,99 (CH), 134.79 (2CH), 133.75 (C), 132.02 (CH), 131.91 (CH), 130.96 (CH), 128.71 (CH), 128.30 (C),
125.42 (2CH), 125.23 (CH), 122.06 (2CH), 121.62 (2CH), 64.17 (CHz). EM (ESI+, CHsOH) m/z [M+28]= 523.

3.3 Obtencion de los receptores CS-0 y CS-m

La preparacién de CS-o (L-o+Cu?t) y CS-m (L-m+Cu?*) se realizé de acuerdo con el siguiente

esquema:

Ac-CHCI;-MeOH
2:2:1
CuBr, —MM>»
Agitaciéon
T. ambiente

Esquema 3.4 Sintesis de CS-o y CS-m.

El ligante L-o (20 mg, 0.03 mmol) se disolvid en una mezcla acetona-cloroformo-metanol 2:2:1, la
mezcla se calentd (50 °C) y agité durante 10 minutos, posteriormente se dejé enfriar manteniendo
la agitacion y se agregd un equivalente de una solucion concentrada de CuBr2 en metanol
formdndose inmediatamente una solucién verde. La mezcla se agitdé 10 minutos para después
colocarse en refrigeracion 30 minutos, el sdlido verde (CS-o0) fue recuperado y secado a vacio.
Se repitid el mismo proceso con L-m para la obtencidén de CS-m. Los rendimientos en estas

reacciones fueron del 95%.

CS-0. EM (ESI+, CH3OH) m/z [M-21]= 698.

CS-m. EM (ESI+, CH3OH) m/z [M+21]= 698. IR: 3324 cm-! (O-H), 1357 cm! (B-O), 1083 cm-! (C-B), 433 cm-! (Cu-
N).
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4. Obtencion de monocristales

4.1 Cristalizacion de L-o

El ligante L-o (10 mg, 0.015 mmol) se disolvié en 3 mL de una mezcla de CD3CN y acetona 1:4, la
mezcla se dejé en reposo durante 72 horas a temperatura ambiente y por evaporacion lenta se

obtuvieron cristales incoloros adecuados para su difraccion.

4.2 Cristalizacion de CS-m

Elligante L-m (4 mg, 0.007 mmol) se disolvié en 1.4 mL de una mezcla de acetona, CHCls y CHsOH
3:3:1, la mezcla se agitdé y posteriormente se agregd un equivalente (150 ulL) de una solucion 30
mM de CuBr2 en metanol, una vez anadido el metal, se suspendid la agitacién. La solucién verde
traslUcida obtenida se conservd a temperatura ambiente en un vial parcialmente abierto y por

evaporacion lenta se obtuvieron cristales verde oscuro adecuados para su difraccion.

5. Propiedades acido-base de L-oy L-m

Se determinaron los valores de las constantes de acidez dcido bordnico-boronato de cada
ligante por medio de perfiles de pH contra emisidon de fluorescencia en solucién acuosa. Lo cual
consistié en preparar una solucién 2x10-5 M de L-o, en una solucidon amortiguada 20 mM de MOPS

y MES. Se realizé lo mismo para L-m, teniendo un pH inicial de 5.

A cada mezcla se hicieron adiciones de una solucidén concentrada de KOH hasta observar un
cambio en el pH (aproximadamente cada 0.5), registrando asi cada pH y obteniendo el espectro

de emision tras cada adicion (Aex: 330 nmy 700 V).

6. Estudios de reconocimiento molecular

Los estudios de reconocimiento molecular se siguieron mediante dos métodos: espectroscopia
UV-Vis y de fluorescencia. Dichos estudios se dividen en tres partes (ver Figura 3.1). La primera
parte corresponde a las titulaciones hechas con cada analito usando solamente L-o y L-m por
separado, la segunda alas titulaciones ligante-CuBrz y la Ultima a las titulaciones de los receptores
(CS-0 y CS-m) con los andalitos, a continuacion, se describirdn las condiciones empleadas para

cada parte.
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+ neurotransmisores, Tyr,
pirocatecol
Primera parte

Estudios
; espectroscopicos
L + Uv-Visy
W Segunda parte Fluorescencia

Ligante A
- neurotransmisores,

Tyr, pirocatecol

Tercera parte

Figura 3.1 Resumen de los estudios de reconocimiento molecular.
En la siguiente Tabla se muestra la concentracion de las soluciones usadas:

Tabla 3.1 Concentraciones de las soluciones empleadas en los estudios de reconocimiento molecular.

Concentracion Concentraciéon en

Stock (M) celda (M)

L-o 2x103 2x105

L-m 2x103 2x105

CuBr, 5x103 2x10-°

Analitos

Pirocatecol 13.6x103 0 - 24x10%
Tirosina *HCl) 10x10-3 0-40x10%
Epinefrina -HCI 6.8x103 0-13x10%
Dopamina-HCI) 8.9x103 0-17x10%
L-DOPA HCI 6.3x103 0 - 24x105
Adenosina 2.3x103 0-13x10%
Citidina 2.5x1038 0-19x10%
Guanosina 1.6x1073 0- 3x10°%
Uridina 2.7x1038 0 - 20x10%

Todos los stocks fueron preparados en metanol para evitar la répida oxidacidén en agua que sufren
los derivados de catecol y asi mismo lograr una mayor solubilidad de los compuestos usados. Es
importante mencionar que se usaron diferentes concenfraciones para los mismos debido a que
la solubilidad de los compuestos es muy variable, resultando asi soluciones mds concentradas

para los compuestos mds solubles; estas soluciones fueron usadas en lapsos No mayores a dos
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semanas tras su preparacion para asegurar su estabilidad y fueron conservadas en refrigeracion.
Se prepard una solucién amortiguadora en medio acuoso de MOPS 40 mM y con pH de 7.4, dicha
solucion se empled en la preparacidon de todas las muestras analizadas, por tal motivo, esta

solucion se utilizd como blanco en los estudios UV-Vis.

6.1 Titulaciones ligante-analito

Se tomd una alicuota de 25 ulL de solucién stock del ligante, la cual se colocd en una celda de
cuarzo y a la gue se le adicionaron 2475 uL de la solucién amortiguadora, obteniendo de este
modo una concentracién 2x10-°M (20 uM), se obtuvo el espectro de absorcidén y emisién de esta
solucion, posteriormente se realizaron adiciones de 3 a 100 pL de la solucién stock del analito, tras
cada adicién se realizé la medicidn del espectro de absorcidon y emision de la mezcla resultante,
estos datos fueron guardados para su posterior andlisis. Los espectros de emision obtenidos se
realizaron usando una longitud de excitaciéon de 330 nm y 700 V. Esta metodologia se siguié con
ambos ligantes agregando cada uno de los analitos por separado, es decir, por cada analito se

hizo la preparacién de una solucion de ligante nueva.

6.2 Titulaciones ligante-cobre

Se estudid la interaccién ligante-cobre en soluciéon realizando la titulaciéon UV-Vis. Se prepararon
soluciones 20 uM de los ligantes (por separado) en la solucidn amortiguadora, se tomé el espectro
inicial y posteriormente se realizaron adiciones de 2, 4, 6,8, 10, 12, 14, 17, 20 y 25 uL de la solucidn
stock 2.64 mM de CuBr2, obteniendo el espectro tras cada adicidn, a través de estos espectros se
determind la longitud de excitacién ala cual se realizarian los estudios por fluorescencia. Se realizé
la misma metodologia para las titulaciones por fluorescencia usando 700 V y una longitud de

excitacion de 314y 312 nm para L-o y L-m respectivamente.

6.3 Titulaciones receptor-analito

Para estos estudios los receptores fueron preparados in situ, es decir, se agregaron a la celda de
cuarzo 25 plL de la solucién de ligante, 10 pyL de la solucién de CuBr2 5 mM v finalmente 2465 L
de la solucidon amortiguadora, para tener una concentracién del receptor en celda de 20 uM,
dichas mezclas se agitaron durante un minuto y se procedidé a obtener los espectros iniciales de
UV-Vis vy fluorescencia, usando para estos Ultimos las longitudes de onda de excitacion
mencionadas en la seccidén anterior de acuerdo al ligante y 750 V. Consecuentemente se
realizaron las adiciones de 2 a 100 yL de la solucidn de analito, fras cada adicion se realizd la
medicién del espectros de absorcién y emision. Del mismo modo se realizaron las titulaciones de

ambos ligantes (por separado) con cada andalito (tfodos a excepcidn de los nucledsidos).

47



48

Capitulo 3. Desarrollo experimental

P&gina intencionalmente en blanco



Capitulo 4. Resultados y discusion

Capitulo 4 Resultados y discusion

El capitulo describe los resultados mds importantes de este trabajo, enfocados en la obtencion
de los quimiosensores, su caracterizacion espectroscdpica, asi como los estudios de
reconocimiento molecular con neurotransmisores derivados de catecolaminas, pirocatecol y

nucledsidos, empleando las técnicas espectroscdpicas en disolucion.

El capitulo se encuentra dividido en diferentes partes, en donde la primera describe la
caracterizaciéon de L-m vy las evidencias de la formacién de CS-0 y CS-m en estado sdlido,
mediante estudios de RMN 1H, 13C, 11B y bidimensionales para la mejor asignacién de senales,
espectrometria de masas e Infrarrojo. La segunda parte incluye el estudio estructural en estado
sélido de los monocristales obtenidos, en el cual se hace una descripcion detallada de cada
cristal de acuerdo con los resultados de difraccidén de rayos X. La tercera parte involucra los
estudios de reconocimiento molecular, en donde se analizan los resulfados de las titulaciones UV-
Vis y fluorimétricas de L-o y L-m con los analitos, el comportamiento y las constantes de asociacion
de la coordinacién de estos ligantes con Cu?+y finalmente, las titulaciones de CS-o y CS-m con

los analitos seleccionados, asi como el efecto que el metal ejerce en el reconocimiento de estos.

1. Caracterizacion

Se llevaron a cabo estudios de caracterizacion del intermediario y los ligantes para asegurar que

el proceso de sintesis seguia la ruta planteada.

En el caso del intermediario se realizaron estudios de RMN H y espectrometria de masas IE, dichos
resulfados se pueden consultar en los anexos 1y 2, gracias a esto se pudieron llevar a cabo las

reacciones de cuaternizacién para la obtencidn de los ligantes.

Por fines prdcticos se presentardn a continuacion los estudios de caracterizacién de sdlo L-m,
dado que la Unica diferencia en ambos es el cambio de posicidn del sustituyente -B(OH)2 en el
anillo bencilico, ademds de que fue posible obtener la estructura en estado sélido de L-o (en los

anexos 3-6 se presentan los espectros realizados para la caracterizacién de este isdbmero).
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1.1L-m

En la Figura 4.1 se presenta el espectro de RMN H obtenido para L-m en DMSO-dg, el cual integra
para 24 protones en total, siendo los mds desplazados a campo bajo los H del fragmento
isoquinolina aledanos al dtomo de N cuaternizado, es notable que ambos protones experimentan
una desprotecciéon electrénica respecto a lo mostrado en el espectro de protén de TIQ (anexo
1), pasando de 9.33y 8.64 a 10.42y 9.21 ppm.

cﬁ'\l — N o<F 00 OMNOONM O %
o N N 0 — — 0y QW N
— o~ o @ 0 0 0 0 NN NN NN |
I | ~I/ -~ A A N NS
2 OH
25,35
28,32
8,12
14 17
19 23
- B/OH
21 |
6 o |4
iy m - T
o (82} o w el
S S ® - o
= = N = _

105 10.0 95 5.0 8.5 8.0 7.5 6.0
ppm

Figura 4.1 Espectro RMN 1H de L-m en DMSO-ds.

Oftro de los indicativos principales que muestra evidencia de la formacion del ligante deseado es
la aparicion de un singulete a 6.09 ppm perteneciente al metileno adyacente al anillo del dcido
bordénico, de igual manera, esta senal se encuentra mds desplazada a campo bajo por influencia

del N cuaternizado.

Se obtuvo también el espectro del RMN de 13C para el ligante (anexo 8), el DEPT 135 y el DEPT 90
con el cual se pudieron identificar los carbonos cuaternarios, el metileno y simplificar el espectro
para emplearlo en los experimentos 2D, con lo cual se facilitd la identificacion de los protones en

los sistemas aromdticos y sus respectivos carbonos.
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Figura 4.2 Espectro RMN de 13C DEPT 135 de L-m en DMSO-ds.

En el espectro de la Figura 4.2 se observan 5 senales grandes, cada una representa dos carbonos
sp2? equivalentes, lo cual indica que estas senales son las pertenecientes al fragmento simétrico
de terpiridina. Ademds, se observan 10 senales pequenas para carbonos sp? pertenecientes al

fragmento isoquinolina y el sistema aromdtico del dcido fenilbordnico.

El andlisis del experimento COSY proporciond informacién relevante para la asignacién de las
sefales de protdn en los sistemas aromdticos de los fragmentos mencionados en el pdrrafo
anterior. La Figura 4.3 muestra dichos resultados, con lineas punteadas moradas se identifican los
acoplamientos entre protones pertenecientes al anillo del dcido fenilbordnico, a campo alto en
7.44 ppm se ubica el protdn 20 que mantiene dos acoplamientos orto con los protones 19 y 21,
mientras que la senal mds desplazada a campo bajo de este sistema es el protdn 23, el cual solo
muestra un acoplamiento en posicidn meta con el H21. Con lineas punteadas amarillas se
muestran los acoplamientos de los protones del fragmento terpiridina, en donde se observa que
la mayor parte de las senales se encuentran desplazadas a alrededor de 8.84 ppm. También se
identificd que el sigulete en 8.17 ppm que integra para dos H, corresponde a la senal de los

hidroxilos del dcido bordnico, ya que esta seial no se acopla con ninguna otra.
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Figura 4.3 Espectro COSY de L-m, en morado se representa el sistema aromdtico del fragmento del dcido fenilbordnico y en
amarillo el de la terpiridina.

ppm

Tomando como referencia las asignaciones hechas en el espectro COSY, se realizd la asignacion

en el espectro HSQC, el cual se muestra en la Figura 4.4, teniendo en el eje de las abscisas el

espectro de protdn y en el de las ordenadas el DEPT 90 de 3C. En ambos espectros se muestra

solamente la zona de los protones aromdticos, ya que es la que presenta mayor poblacién de

protones.
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Figura 4.4 Espectro HSQC de L-m en DMSO-ds.
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Figura 4.5 Espectro RMN 1B de L-m en MeOD. La sefial en 28.14 ppm es atribuida al dcido bordnico.

Del mismo modo se obtuvo el espectro RMN 1B en MeOD (Figura 4.5), en donde se muestran dos

sefales, una senal ancha en 28.14 ppm correspondiente a la del dcido fenilbordnicol’! vy la
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segunda en 18.50 ppm que se atribuye a la interferencia del borosilicato de los tubos empleados

o ala presencia de acido bdrico®,

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el estudio de espectrometria de masas
del ligante (Figura 4.6), la técnica empleada fue ESI+ debido a que al tratarse de una molécula
idbnica se requiere un modo de ionizacidén mds suave que IE para lograr ver picos m/z de la

molécula completa.

Intens +MS, 2.4-3.1min #(143-185)
4000
3000 717.341547

PRI SR H A RS S S S A A E A S B A MR

2000 523.231039 671.298663
685.313983
1000 578.259559
613.271166
T il .I‘. " luhl‘. pul
500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 m/z

Figura 4.6 Espectro completo ESI+ de L-m en metanol.

De acuerdo con las senales observadas se propusieron algunas especies que corresponden con
las relaciones m/z obtenidas en el espectro, a partir de la férmula condensada de cada una se
simularon los patrones de contribucién isotdpica y estos se compararon con los resultados

experimentales.

La Figura 4.7 muestra tres de las especies detectadas en la técnica, m/z=523 es la especie mds
sencilla en la cual los grupos que originalmente son hidroxilo se metilan, este cambio se debe a
gue el disolvente aplicado en la técnica fue metanol. Las otras especies son de una masa mucho
mayor a la del ligante, éstas implican tener a mds de un dtomo de nitrégeno en su forma
cuaternizada y consecuentemente también a otro dtomo con una carga negativa que se
encargue de estabilizar la carga neta de la especie detectada. Dicho efecto se puede observar
en las ofras dos propuestas, en m/z=671 la carga negativa se localiza en uno de los oxigenos del
dcido fenilbordénico y en m/z=717 el boro adquiere un cuarto ligante que le confiere la carga
negativa, en ambas especies un nitrébgeno de la terpiridina se cuaterniza. Al realizar una
comparacion de los patrones de contribucidn isotdpica tedricos, se puede observar que, estos
concuerdan en las m/z del pico de mayor abundancia experimentales reportados en cada
especie. Estos resultados confirmaron que L-m fue obtenido con éxito mediante el proceso

empleado.
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Experimental Tedrico
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Figura 4.7 Propuestas de las especies detectadas en ESI+ para L-m y patrones de contribucion isotdpica experimentales y
calculados.
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1.2 Evidencias de la formacion de CS-o y CS-m

Debido a la naturaleza paramagnética del centro metdlico Cu?+, no fue posible emplear estudios
de RMN H como una técnica de caracterizacion para los productos CS-o0 y CS-m, por lo que

sometieron a estudios de IR y ESI+, para mostrar evidencia de la formaciéon de ambos complejos.

A continuacioén, se presenta el espectro ESI+ de CS-o0 (en metanol), en donde se observa un pico
base en m/z= 698.08, dicha relaciéon m/z se atribuye a la especie indicada en la Figura 4.8, en
donde el fragmento terpiridina se encuentra coordinando al centro metdlico, actuando como
un quelante tridentado y a su vez el dtomo de cobre se encuentra estableciendo un enlace con
un dtomo de bromo, que estabiliza una de sus cargas positivas. Ademds, el boro se encuentra en
forma de boronato, con tres sustituyentes metoxi debido a la interaccién de los grupos OH con el
metanol empleado en la técnica, obteniendo asi una especie con una carga total de 1+ capaz

de ser identificada bajo esta técnica de ionizacién.

Intens. i
x104- 698.088880
4_
2_
0-L— . i T N ‘ ‘ r . ' . 88‘5?.836969

600 ' 700 800 900 m/z

Experimental Teodrico

698.088880

700

Il -

. |
C34H31BBrCuN4O3 g6 £97 £99 701

MW: 698 700 miz

Figura 4.8 Arriba: espectro ESI+ de CS-o0. Abajo: Propuesta de la especie del pico base y sus contribuciones isotdpicas
experimentales (izquierda) y tedricas (derecha).
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Se obtuvo un resultado similar para CS-m, en la Figura 4.9 se observa que el pico base se
encuentra en m/z= 698.09 y se atribuye a una especie andloga a la anterior, ya que presenta el
mismo patrén de contribucion isotépica. En ambos casos se presenta la comparacién de las
contribuciones isotdpicas experimentales y tedricas, en el cual se aprecia que los resultados son

congruentes para especies con dicha féormula molecular.

e 1.007
E 698.091183
0.757
0.504
. 889.838498
0.251
0.00 ks, ——e
500 1000 1500 m/z
Experimental Teorico
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C34H31BBrCuN4O3" 65 697 g9 701

MW: 698 700 mz

Figura 4.9 Arriba: espectro ESl+ de CS-m. Abajo: Propuesta de la especie del pico base y sus contribuciones isotdpicas.

La Figura 4.10 muestra una comparacién de los espectros IR de L-m (negro) y CS-m (rojo), en
donde se destacan algunas de las senales caracteristicas de las moléculas, correspondiendo
éstas, a estiramientos asimétricos para los enlaces que involucran al dtomo de boro y al grupo
OHI81-831, En el espectro de CS-m se observa la aparicién de una sefal medianamente fuerte en
433 cm!, la cual se atribuye al estiramiento Cu-N[&4, dicha informacién indica una coordinacién

de la terpiridina al centro metdlico, mediante esta técnica no fue posible observar mds
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estiramientos asociados al dtomo de Cu?t, ya que estos aparecen en nUmeros de onda mds

bajos, sin embargo, respalda parte de la informacién obtenida en los estudios de ESI+.

)
|

% Transmitancia

-B
13577 ¢ 433
B-O Cu-N
35IOO 3OIOO 25IOO QOIOO 1 5IOO 1 OIOO 5(I)O

1% cm’

Figura 4.10 Espectros IR L-m(negro) y CS-m (rojo).

2. Analisis estructural en estado solido

En esta seccion se analizardn las estructuras cristalinas obtenidas por difraccidn de rayos X de
monocristal del L-o y CS-m, se realizaron multiples intentos para la cristalizacién de L-m y CS-0 en
donde se variaron los disolventes e incluso la técnica de cristalizacion, sin embargo, no fue posible
obtener productos adecuados para este tipo de estudio. Cabe mencionar que se obtuvieron dos
solvatomorfos del complejo CS-m, en donde la principal diferencia es la presencia de distintos
disolventes de cristalizacién en la unidad asimétfrica de cada una, por esa razén fueron
nombradas CS-m[cloroformo] y CS-m[acetonal], la primera estructura fue obtenida mediante el
proceso descrito en la parte experimental y la segunda mediante una variante de éste que se

describird mds adelante.
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En la siguiente tabla se presentan los datos cristalogrdficos y los pardmetros geométricos

obtenidos:

Férmula

PM (g/mol)

Temperatura (K)
Sistema cristalino

Grupo espacial

a (A)
b (A)
c (A)
al(9)
B(°)

Y (°)
Volumen (A3)
p (g/cmd)
Z
R
y (mm-)
FO00
WR2

h, k, | max

2.1L-0

Tabla 4.1 Resumen de los datos cristalogrdficos.

L-o

C34H32BN4O4Br

651.36
100

Ortorrémbico

Pbca
26.1551 (6)
7.4526 (2)
31.3005 (7)

90
90
90
6101.2 (3)
1.418
8
0.0428 (4781)
2.206
2688
0.1228(5764)
31.8,37

CS-mjcloroformo]

CS-m[acetond]

C33H27BN4O2Br2.54Cl3.46Cu  C35H32BN4O3Br2.31Clo.syCu

911.55
100
Monoclinico
P2:1/n
10.4148 (2)
13.5810 (12)
25.1875 (5)
90
99.613 (1)
90
3512.58 (12)
1.724
4
0.0489 (5876)
6.987
1803
0.1456 (6649)
12,16, 31

840.18
100
Monoclinico
P2:1/n
14.4400(3)
13.5916(3)
18.3264(4)
90
103.4419(9)
90
34998.26(13)
1.595
4
0.0294(6187)
4.787
1683
0.0844(6535)
17, 16,22

L-o cristalizd en el sistema ortorrdmbico y con grupo espacial Pbca, conteniendo asi 8 unidades

asimétricas en la celda unitaria.

La unidad asimétrica contiene el ligante catidnico L-o con férmula CaiH24BN4O2*, con bromuro

como contraién, una molécula de agua y una de acetona, estas Ultimas como disolventes de

cristalizacién. Cabe mencionar que no se utilizdé agua como disolvente en el sistema de

cristalizacién, sin embargo, es muy probable que la acetona empleada la contuviera.
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04

Distancia (A)

C27-B1=1.579
B1-O1=1.350
B1-0O2=1.360
O1-H1=0.919

O1-H2A=0.849
N4-C25=1.501

feo

Angulos (°)
N4-C25-C26=111.40
B1-O1-02=124.41

Angulos de torsién (°)
C17-C16-C3-C2=53.3
N1-C5-C11-C12=-19.8

N1-C1-C6-C7=12.3

Figura 4.11 Estructura de rayos X de monocristal de L-o, longitudes de enlace, dngulos y dngulos de torsion destacados.

En la Figura 4.11 se muestra la unidad asimétrica del ligante y la numeracién designada para los
dtomos, al igual que algunas de las distancias de enlace y dngulos destacados. Se puede
observar en la estructura que en el fragmento terpiridina el anillo central no se encuentra alineado
con la isoquinolina, dando como resultado un dngulo de torsion C17-C16-C3-C2 de 53.34°, asi
mismo, los otros dos anillos presentan una pequena distorsidon respecto al anillo central con

dangulos de torsion de 12.32y 19.76°.

La longitud promedio del enlace B-O en el cristal es 1.355 A, que es menor que el reportado por
Retting S. y Trotter J. en el dcido fenilbordnicol®s, en la cual se obtuvieron longitudes de enlace
B-O de 1.371 Ay O-H de 0.75 A, tomando en cuenta este Ultimo valor, las longitudes de los enlace
O-H en la estructura de L-o son mayores con medidas de 0.919 y 849 A. En la Figura 4.12 se
muestran dos moléculas (25 y 26)8¢871 con estructuras similares a L-o, en ambas el metileno vecino

al anillo aromdatico (C7) se encuentra enlazado a un heterodtomo (O y N respectivamente).

Para la estructura 25 la longitud promedio B-O es 1.363 A y para B 1.357A, estas distancias y las
reportadas en el ligante son menores a las del dcido fenilbordnico, lo cual se atribuye a la
presencia de los heterodtomos. Por otfro lado, al comparar las medias de enlace de la estructura
26 y L-o (ver Tabla 4.2), resulta ligeramente menor la longitud promedio de enlace B-O en L-o, lo

cual significa que este enlace se reduce debido a la cuaternizacién del nitrégeno vecino al
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metileno, esto fambién se refleja en el enlace O-H, mientras que en la estructura 26 el enlace O-

H de mayor magnitud es de 0.909 A, en L-o es de 0.919 A.

Figura 4.12 Estructuras cristalogrdficas de moléculas con el mismo fragmento de dcido fenilborénico que L-o.

Tabla 4.2 Longitud en A de los enlaces aledafios al boro del dcido fenilbordnico, estructura 25, 26 y L-o.

Acido

Enlace fenilborénico 25 26 L-o
(A) (A) (A) (A)
C-B 1.568 1.583 1.581 1.579
B-O (1) 1.371 1.371 1.359 1.350
B-O (2) 1.373 1.354 1.354 1.360
O-H (1) 0.75 0.822 = 0909 = 0919
O-H (2) 0.75 0.853 0.886 0.841

La Figura 4.13 muestra los centroides designados en la
estructura del ligante que resultan importantes en la
descripcién de las interacciones aromdticas, éstas se verdn

mads adelante.

En la Figura 4.14 se observa el crecimiento del cristal a lo largo
del eje b, este se encuentra dirigido principalmente por dos

fipos de interacciones supramoleculares: los enlaces de

hidrégeno y el apilamiento . Figura 4.13 Designacidn de los centroides
en la estructura cristalina.
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A’

—

Figura 4.14 Empaquetamiento de la estructura cristalina L-o a lo largo del eje b.

La Figura 4.15 muestra una ampliacién de la zona marcada en rojo en la imagen anterior, se

observan los enlaces de hidrégeno establecidos en la estructura y las distancias H---A (A=aceptor

de H). Se distinguen 4 diferentes enlaces.

Figura 4.15 Enlaces de hidrégeno en la estructura cristalina de L-o.
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Los hidrégenos H1 y H2A son los pertenecientes
a los grupos hidroxilo del dcido bordnico, uno de
ellos establece una interaccién con la molécula
de agua de cristalizacién; por otra parte, las
otfras interacciones involucran la participacion
del confraion bromuro como aceptor, que
establece tres enlaces de hidrégeno, uno con el
segundo hidroxilo del dcido fenilbordnico (H2A)
y otros dos con hidrégenos de dos moléculas de
agua distintas (H3A, H3B), ademds este anidn se
encuentra ubicado de manera cercana al N4
(con carga parcial positiva) que es el nitrdgeno

cuaternizado del fragmento isoquinolina.

En la Tabla 4.3 se resumen los pardmetros
geométricos de los enlaces de hidrégeno

presentes en la red cristalina.
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Tabla 4.3 Pardmetros geométricos de los enlaces de hidrégeno.

Interaccién D--A(A) H-A(A) «DHA/(°)
1 O1-H1---03 2.715 1.822 164
2 O2-H2A-Brl 3.23 2.412 162
3 OB3-H3A-Brl 3.276 2.441 152
4 OB3-H3B--Brl 3.265 2.354 173

De acuerdo con la clasificacién de los enlaces de hidrogeno hecha por Jeffreyl'4, los

encontrados son del tipo moderado.

Figura 4.16 Interacciones aromdticas de la estructura cristalina del L-o, se omiten las moléculas de disolvente para
claridad. A: Apilamiento 1t de los anillos de isoquinolina mediante la interaccion de 3.73 A. B: Interaccién aromdtica
entre los anillos de piridina.

Los anillos de la isoquinolina establecen un apilamiento T entre ellas con un orden intercalado
(Figura 4.16 A), es decir, el Cg2 de la primera molécula muestra una interaccién con el Cgl de la
segunda molécula (Cgl') con distancias de 3.731 A, un desplazamiento de 0.852 A y dngulo de

(RN

inclinacién entre planos de 9.16°. La connotacion prima ('), biprima (') y triprima (') se utiliza
para referirse a la misma posicién del ligante, pero de moléculas diferentes a la inicial numeradas

como 2, 3y 4 respectivamente. Se muestra la distancia de separacion entre los centroides Cgly
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Cg2', el valor de esta indica que no se establece una interaccién aromdtica entre estos anillos
aromdticos, ya que de acuerdo con referencias previas la distancia centroide-centroide en una

interaccién 1 se encuentra en el intervalo de 3.3y 4 A (88891,

La segunda interaccién aromdtica (Figura 4.16 B) se identificé entre los anillos que conforman el
fragmento terpiridina, ésta se lleva entre el Cg5 de la primera molécula de ligante y el Cg4 de la
tercera molécula, tiene una distancia centroide-centroide de 3.824 A, desplazamiento de 0.724
A y dngulo entre planos de 17.97°, se observa en ambos lados del apilamiento de los fragmentos

isoquinolina.

Figura 4.17 Identificacion de la cuarta interaccion aromdtica dentro de la celda unitaria.

La Figura 4.17 muestra el empaqguetamiento en el plano ac de las ocho unidades asimétricas
dentro de la celda unitaria, en este acomodo se puede identificar una tercera interaccion de
tipo aromdtico dado en el centro de la celda entre dos fragmentos fenilo del ligante. Dicha

interacciéon presenta una longitud centroide-centroide de 3.533 A.
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2.2 CS-m|cloroformo]

CS-m]cloroformo] cristaliza en el sistema monoclinico y con grupo espacial P2;/n, conteniendo 4
unidades asimétricas en la celda unitaria. La unidad asimétrica contiene el complejo entre el L-
m vy el ion metdlico Cu?*, dos dtomos de bromo coordinados al metal, un dtomo de bromuro

como contraién y una molécula de cloroformo como disolvente de cristalizacion.

El ion Cu2+ presenta el nUmero de coordinacién 5, su esfera de coordinaciéon estd integrada por
el fragmento terpiridina, unido como guelato tridentado [N1, N2 y N3] y dos dtomos de bromo

gue neutralizan su carga (Figura 4.18).

La estructura cristalina muestra que en el dcido bordnico uno de los grupos hidroxilo se encuentra
metilado debido a que en el sistema de cristalizacion se empled metanol como disolvente, es
conocido que los dcidos bordnicos en medio acuoso pueden establecer enlaces covalentes
dindmicos con alcoholes y polioles formando ésteres bordnicosl?l, en este caso, la formacién de

este enlace favorecié la cristalizacién del compilejo.

Br4
" cp
G«

Figura 4.18 Perspectivas y numeracion de los dtomos de la unidad asimétrica de CS-m[cloroformo].

La Figura 4.18 muestra la unidad asimétrica del complejo en dos distintas perspectivas para
facilitar la identificacion de los dtomos en el mismo. Se observa que a diferencia de la estructura
cristalina del L-o (ver Figura 4.18) en ésta, el fragmento terpiridina no muestra grandes torsiones y

que los dtomos de nitrégeno se encuentran orientados hacia el centro para poder coordinarse
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al dtomo metdlico Cu?*. Las distancias y dngulos de enlace de la esfera de coordinacion de Cu2+

se presentan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Distancias y dngulos de enlace de la esfera de coordinacion de Cu?* en CS-m[cloroformo].

Enlace Distancia (A) Enlace < (°)
Cul-N1 1.956 N1-Cul-N2 78.70
Cul-N2 2.051 N1-Cul-N3 79.63
Cul-N3 2.042 N3-Cul-Br4 97.74
Cul-Bri 2.598 N2-Cul-Br4 97.50
Cul-Br4 2.375 N1-Cul-Bri 103.37
N2-Cu1-Bri 95.77
N3-Cul-Brl 95.86
Br1-Cul-Br4 95.77
N1-Cul-Br4 149.79
N2-Cul1-N3 157.26

Estructuralmente, las geometrias para los complejos con nimero de coordinaciéon 5 usualmente
van desde pirdmide de base cuadrada (SP) a bipirdmide trigonal (TBP); sin embargo, la mayoria
de los complejos no estdn dentro de los pardmetros ideales de alguna de estas geometrias. En el
caso de los complejos de Cu?* esto es muy comun, debido a la distorsién de Jahn-Teller del centro

d? del metal.?l

En 1984, Addison Reedijk introdujeron un pardmetro muy Util, T, que proporciona una medida del
grado de geometria SP vs TBP adoptada por los complejos pentacordinados. El pardmetro 1
depende de dos dngulos, ay p. Donde p > a y son los dngulos de mayor tamano entre los ligantes
y el centro de coordinacion, el pardmetro es definido como  (p-a)/60y el valor varia de 0 (en SP)
1 (en TBP).PU La Figura 4.19  Slgm ol Y 4 )

muestra el valor de los dngulos de 5 -
mayor magnitud en la esfera de
coordinacion del dtomo de Cu?-,
asi mismo el cdlculo hecho para

determinar el pardmetro 71. El valor

de 0.1245 para 1 indica que la 15726 - 149.79

t= 60

geometria del centro metdlico es

Figura 4.19 Angulos de mayor tamafio en la esfera de coordinacidn del ion Cu?* y

mds semejante a una pirdmide de ) g
cdlculo del pardmetro t.
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base cuadrada; por lo que se puede decir que se trata de una geometria de este tipo, pero

distorsionada debido a la variacién de las distancias y dngulos de enlace.

Figura 4.20 Crecimiento del cristal a lo largo del eje b, los dtomos del anion bromuro y algunos hidrégenos se muestran como

densidad electrénica.

En la Figura 4.20 se muestra el crecimiento del cristal a lo largo del eje b, éste se encuentra dirigido

por enlaces de hidrogeno (mayoritariamente CH-halégeno) entre el contraidon bromuro y dos

moléculas del complejo, de igual manera se establece un puente de hidrégeno entre el

cloroformo y el Br1 coordinado al Cu con una distancia H++-A de 2.679 A.

Figura 4.21 Interacciones H---X del Br2 y sus longitudes.

La Figura 4.21 muestra un
acercamiento de la Figura
anterior y las longitudes de las
interacciones H--X (X=
haldgeno) presentes. Es
importante mencionar que las
interacciones con H24 y H4 se
establecen entre la misma
unidad asimétricay el resto con

una segunda unidad.

Excluyendo a la interaccion de

menor magnitud (H1:--Br2), en

las demds el CH es del tipo sp? aromdtico y las longitudes rondan alrededor de los 3 A. Se puede

observar claramente que estas interacciones forman una cavidad entre los complejos para

albergar al bromuro, este acomodo se afribuye a que el C24 y C23 se encuentran adyacentes al
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N4, gue es el nitrdbgeno cuaternizado del
fragmento isoquinolina y por lo tfanto
poseedor de una carga parcial positiva, la
cual ejerce un efecto electroatractor hacia el
anioén.

Ademds del puente de H que el Br1 establece
con el disolvente de cristalizaciéon, éste
presenta otros con tres moléculas a la vez
(Figura 4.22), las cuales son importantes para
llevar a cabo el crecimiento de la red en el
plano bc. Del mismo modo, el Br4 (Figura 4.23)
mantiene interacciones de este tipo vy

provoca el crecimiento en el plano ac.

Figura 4.22 Interacciones CH---X del Br1 y sus longitudes. Se
representa a una unidad asimétrica diferente con cada color.

En estas Ultimas figuras se representa a las moléculas de un solo color para mejor apreciacién de

las inferacciones intermoleculares presentes entre ellas.

\

a

(@]

Figura 4.23 Crecimiento de la red cristalina en el plano ac a través de interacciones CH---X del Br4 y ampliacion de las
interacciones con sus longitudes.
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En la Figura 4.23 se puede observar el crecimiento de la red cristalina en el plano ac a través de
la propagacién de la interaccion mostrada en ampliacién, al igual que las interacciones del Br2,

la mayoria de los CH son del tipo sp2 aromdtico y tienen longitudes de 2.8 y 2.9 A.

La Tabla 4.5 resume los pardmetros geométricos de los enlaces de hidrégeno presentes en la
estructura cristalina de CS-mjcloroformo], cabe mencionar que solo algunos de ellos se

describieron en los pdrrafos previos, en la Tabla se ordenan de menor a mayor longitud H---A.

De acuerdo con los pardmetros mostrados y siguiendo la clasificacion para los enlaces de

hidrogenol'4, solo los primeros dos son del tipo moderado y el resto son enlaces de H débiles.

Tabla 4.5 Paradmetros geométricos para los enlaces de H presentes en la estructura cristalina de CS-m[cloroformo].

Interaccién D-A(A) H-A(A) <«DHA/(°)
1 C4-H4---O1 3.327 2.453 152.87
2 O1-H1--Br2 3.358 2.553 157.83
3 CB34-H34--Br 3.630 2.679 158.60
4 C24-H24--Br2 3.615 2.764 149.63
5  C20-H20--Br4 3.634 2.800 147.08
6  CB30-H30--Br4 3.670 2.838 146.79
7 C7-H7 -+ Brl 3.781 2.848 167.66
8 C2-H2 -+ Br1 3.785 2.859 164.66
9  C25-H25--Br4 3.503 2.864 123.05
10 C23-H23:-Br2 3.426 2.902 115.98
11 C23-H23:-Br4 3313 2913 106.70
12 C27-H27--Br2 3.827 2.939 155.98
13 C32-H32:-Br4 3.803 2.975 142.80
14 CI13-H13--Br] 3.892 2.982 160.67
15 C25-H250 - Brl 3.727 2.988 132.22
16 C4-H4 - Br2 3.612 3.020 121.85

Ofra fuerza intermolecular importante en el empaquetamiento es la presencia de interacciones

-1 dada por el fragmento terpiridina. En el cristal se identificaron dos interacciones de este fipo.
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Figura 4.24 Identificacion de las interacciones ri-it en la estructura cristalina CS-m[cloroformo] a lo largo del eje b.

La Figura 4.24 muestra las interacciones aromdticas identificadas a lo largo del eje b, se
numeraron los centroides como Cgl, Cg2 y Cg3, se asignd la denominacién prima (') y biprima
(') alas posiciones equivalentes, pero de distinta unidad asimétrica. La interaccidén mds fuerte se
da entre los Cgl de cada unidad con una separacién de 3.788 A, un desplazamiento entre ellos
de 1.719 A y un dngulo de inclinacién entre los planos de cada ciclo aromdtico de 0°. La ofra
interaccién es establecida por Cg2 y Cg3, con separacién de 3.9 A, desplazamiento de 1.575 A

y un dngulo entre planos de 6.403°.

2.3 CS-o[acetona]

CS-m[acetona] es un polimorfo de CS-m, aligual que el cristal descrito previamente, esta especie
cristaliza en el sistema monoclinico y con el grupo espacial P2;/n; sin embargo, los pardmetros a,
b y c son distintos. La unidad asimétrica contiene el complejo entre el L-m y el ion metdlico Cu?+,
un dtomo de bromo y otfro de cloro coordinados al metal, un dtomo de bromuro como contraién

y una molécula de acetona como disolvente de cristalizacion.

Esta estructura cristalina se obtuvo como consecuencia de un intento de cristalizacién entre el
complejo CS-m vy tres equivalentes de clorhidrato de epinefrina en CHCI3:CO(CHz)2:CH3OH 3:3:1,
que tenia como objetivo principal la asociacién de ambas moléculas; sin embargo, el exceso de

clorhidrato provocé la sustitucion de un dtomo de Br unido al metal por uno de Cl.

La Figura 4.25 muestra la unidad asimétrica del complejo y la numeracién de los dtomos a

excepcion de hidrégenos, la estructura cristalina es muy similar a la descrita anteriormente
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Figura 4.25 Numeracion de los dtomos de la unidad asimétrica de CS-m[acetona].
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A continuacioén, se presenta en la Tabla 4.6 las longitudes y dngulos de enlace de la esfera de

coordinaciéon de Cu?+,

Tabla 4.6 Distancias y dngulos de enlace de la esfera de coordinacion de Cu?* en CS-m[acetonal].

Enlace Longitud (A) Enlace < ()
Cul-N1 1.959 NT1-Cul-N2 78.52
Cul-N2 2.052 N1-Cul-N3 79.32
Cul-N3 2.058 N3-Cul-ClI1 98.6
Cul-Brl 2.591 N2-Cul-Cll 97.0
Cul-Ch 2.248 NT1-Cul-Brl 102.31
N2-Cul-Brl 98.02
N3-Cul-Brl 95.85
Br1-Cul-Cl1 104.0
N1-Cul-Cl1 153.69
N2-Cul-N3 155.89
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La Figura 4.26 muestra los adngulos
considerados para el cdiculo de T,
el cual es de 0.0367, este valor

indica que en la estructura

cristalina la geometria de Cu?* es

prdcticamente una pirdmide de

¢

base cuadrada, ya que la

_ 155,89 — 153.69
t= 60

distorsibn  que  presenta  es

= 0.0367
peqguena. Este valor es

significativamente mds pequeno

que el encontrado en CS-

Figura 4.26 Angulos de mayor tamafio en la esfera de coordinacion delién  m[cloroformo], lo cual se puede
Cu?*y cdlculo del parémetro t. L . ;

afribuir al famano del dtomo de

cloro, que es menor al de bromo y en consecuencia se presenta una mayor facilidad para el

acomodo de éste en la base de la pirdmide.

Al igual que la estructura cristalina anterior, en ésta el crecimiento del cristal a lo largo del eje b
se encuentra dirigido por enlaces de hidrégeno establecidos con el contraidon bromuro (Br2). En
la Figura 4.27 se puede observar que se forma una cavidad entre dos moléculas de complejo, en
la cual se situa el anién bromuro. Las interacciones establecidas se muestran con detalle en la

Figura 3.28.

7
[ A~
S s

~

Figura 4.27 Crecimiento del cristal CS-m[acetona] a lo largo del eje b, se muestra el dtomo Br2 en forma de densidad electronica.
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La Figura 4.28 muestra las longitudes de
las interacciones H--Br2, se observa que
el anién se sitla de forma cercana a los
N4 cuaternizados de ambas moléculas,
los cuales ejercen un efecto
electroatractor hacia el anién. La
interaccién con menor distancia es la
establecida con H2A, protén

perteneciente al dcido bordnico.

En la Figura 4.29 se representa a las
unidades asimétricas con  colores
distintos para mejor apreciacion de las
interacciones, ambas im&genes
muestran los enlaces de H establecidos

para el crecimiento del cristal en el

Figura 4.28 Interacciones H---Br2 y sus longitudes.

plano ac, las longitudes H---X van de entre 2.7 a 3 A einvolucran a 4 moléculas del complejo, estas

interacciones se establecen en su mayoria con carbonos sp? a excepcion de C25 que es sp?, de

los protones mostrados en la imagen, el H25 de este carbono es el Unico que establece

interaccién con ambos halégenos (CI1 y Bri).

L~ H13
3024

=

-

- C13
€25 i ~
LH%B G}\
.,3.020

-

287

C2

~IH7
Ci

Figura 4.29 Longitudes de H---X de Cl1 (izquierda) y Br1 (derecha). Se representa a una unidad asimétrica diferente con cada

color.

La presencia de la molécula de disolvente también presenta un papel importante para la

propagacién del cristal en el plano ac, estableciendo enlaces de H débiles con Brl que se
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C3

cristal CS-m[acetona].

5wH35B

Figura 4.30 Interacciones intermoleculares de la molécula de acetona en el

encuentra coordinado al metal
(Figura 4.30), a su vez el dtomo O3
de la acetona establece un puente
de H moderado con H18, que es un
protén aromdtico del fragmento

isoquinolina.

La Tabla 4.7 resume los pardmetros
geométricos de los enlaces de
hidrogeno presentes en la

estructura cristalina de CS-m, se

ordenan de menor a mayor longitud H---A. De acuerdo con estos pardmetros, los enlaces de H 1

y 2 son moderados y el resto se puede clasificar como débiles.
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Tabla 4.7 Pardmetros geométricos para los enlaces de H presentes en la estructura cristalina de CS-m[acetonal].

J—

NV 00 N o0 0 AWN

19

Interaccién D--A (A)
C18-H18---0O3 3214
O2-H2A---Br2 3.362
C24-H24--Br2 3.588
C20-H20---CI1 3.592

C7-H7 ---Brl 3.767

C2-H2--Brl 3.802
C30-H30---CI 3.735
C23-H23---Br2 3.449
C25-H25B ---Cl1 3.574
C27-H27 --Br2 3.868

C4-H4 ---Br2 3.621
C25-H25B ---Br1 3.801
C13-H13--Brl 3.940
C35-H35B -+ Brl 3.933
C12-H12--Br2 3.802
C21-H21---Br2 3.677
C34-H34C ---Brl 4.006
C25-H25A --Br2 3.977
C31-H31 --Br2 3.939

H--A(A) <« DHA ()
2.53]1 128.91
2.588 155.44
2.749 147 .64
2.754 147.52
2.829 169.67
2.871 166.64
2.882 149.95
2.891 118.68
2.903 125.78
2.947 163.63
2.989 125.14
3.020 136.57
3.024 162.50
3.058 149.18
3.105 131.45
3.151 116.72
3.156 145.90
3.189 137.67
3.289 127.36
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La Figura 4.31 muestralas interacciones -1 a lo largo del eje b, aligual que con CS-m[cloroformo],
se numeraron los centroides como Cgl, Cg2y Cg3, se asignd la denominacion prima (') y biprima
(") a las posiciones equivalentes, pero de distinta unidad asimétrica. Se identificaron dos
interacciones de este tipo, la mds corta es entre los Cgl de dos unidades asimétricas, con una
separacion de 3.83 A, un desplazamiento entre ellos de 1.732 Ay un dngulo de inclinaciéon entre
los planos de cada ciclo aromdtico de 0°. La otra interaccion es establecida por Cg2 y Cg3, con

separacion de 3.895 A, desplazamiento de 1.614 Ay un dngulo entre planos de 7.482°.

Figura 4.31 Identificacion de las interacciones m-it en la estructura cristalina CS-m[acetona] a lo largo del eje b.

Tabla 4.8 Comparacion de la magnitud de los enlaces aledafios a boro en las estructuras obtenidas.

Enlace L-o CS-micloroformo] CS-m[acetonq]
C-B 1.579 1.570 1.576

B-O (1) 1.350 1.357 1.351

B-O (2) 1.360 1.361 1.360

O-H (1) 0.919 0.852 0.833

O-H (2) 0.841

O-CHs 1.422 1.431

Finalmente, la Tabla 4.8, presenta las longitudes de los enlaces que incluye el dcido bordnico en
cada estructura obtenida, se puede observar que las magnitudes de los enlaces C-B, B-O (1) y B-
O (2) son muy parecidas entre siy la que presenta la mayor variacion entre ellos es O-H (1), la cual
disminuye tras coordinarse el metal, esto no se atribuye directamente a la coordinacién, sino ala
asociacién de una molécula de metanol con el segundo grupo hidroxilo, en donde la acidez de
éste permitié la formacién de un enlace covalente dindmico B-OCHs que favorecié la

cristalizacion.
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3. Propiedades acido-base de los ligantes

Se determinaron las constantes de acidez, pKa de ambos ligantes por medio de titulaciones
fluorimétricas en funcién del pH, para lo cual se obtuvieron previomente sus espectros de
absorcién, mediante los cuales se definid que la longitud de onda de excitacidon adecuada para
la realizacién de las mediciones de fluorescencia seria 330 nm, que corresponde al mdximo con
mayor longitud de onda en un medio acuoso neutro. La Figura 4.32 muestra dichos espectros, en
donde se observa que ambos son muy similares, con una banda intensa de absorbancia en el
intervalo entre 236 y 275 nm; sin embargo, se prefiere usar una longitud de onda mayor (330 nm)

para evitar posibles interferencias de senal con otros compuestos.

Absorbancia

T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450
A (nm)

Figura 4.32 Espectros de absorcion de soluciones 20 uM de los ligantes L-o (azul) y L-m (rojo) en agua a pH 7.4.

Para determinar las constantes de acidez se empled la siguiente ecuacion:

P1 + P2 x 10®ka~-pPH)
© 14 10Wka-pH)

------ (ecuacion 1)

Donde Pl es la intensidad fluorescente de la especie protonada, P2 la de la especie

desprotonada e | la intensidad de fluorescente observada total.

Mediante estas titulaciones se observd una extincién de la emisidn azul ((Aem= 410 nm) para ambos
ligantes al ir aumentando la concentracién de base en el medio, lo cual se atribuye al fendmeno
de transferencia fotoelectrénica inducida por la formacion del grupo aniénico boronato. Los

cambios en el espectro de fluorescencia de L-o y L-m se muestran en la Figuras 4.33 y 4.34, en el
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recuadro se muestran los perfiles de intensidad fluorescente a 410 nm en funcién del pH en un
intervalo de 5.5 a 10 y la linea sdélida corresponde al ajuste de los datos experimentales con la

ecuacion 1.
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Figura 4.33 Espectros de emision de la titulacién florescencia-pH de una solucién acuosa amortiguada (20 mM MOPS y MES) y L-
0 (0.02 mM) Aex:330 nm. Cambios de emision a 410 nm de L-o al aumentar el pH.

En ambas grdficas de pH vs intensidad fluorescente se observa un cambio drdstico en la emisién
de los ligantes cuando el pH se encuentra entre 6.5y 9, observdndose un Unico punto de inflexion
a un pH alrededor de 7, lo cual en primer instancia, aproxima a los valores de pKq de los ligantes

dcido bordnico-boronato como se muestra en el Esquema 4.1.
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Figura 4.34 Espectros de emision de la titulacidn florescencia-pH de una solucién acuosa amortiguada (20 mM MOPS y MES) y L-
m (0.02 mM) Aex:330 nm. Cambios de emisién a 410 nm de L-m al aumentar el pH.
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Tras el fratamiento matemdtico de los resultados experimentales, se obtuvieron valores de pKa de
7.18y7.19, para L-o y L-m respectivamente (Esquema 4.1). Estos valores de pKq sugieren una fuerte
influencia del nitrégeno cuaternizado aledano al dcido fenilbordnico, que actia como un grupo
electroatractor fuerte de influencia similar al grupo NOz2 en el dcido 4-nitrofenil bordnico, el cual
posee un pKq de 7.11501, Los valores de pKa de los ligantes L-o y L-m son aproximadamente dos
6rdenes de magnitud mds bajos comparados con el dcido fenilborénico neutro (pKa~ 9.0, Figura
2.8).

Aumento de pH

chL-o= 7.18
—
-
pKa,.,=7.19
N, O N, of
| N 5.\WOH
N I Sv
X OH N OH

Esquema 4.1 Equilibrio de ionizacion de los ligantes L-o y L-m.

Dado que la quimica de los dcidos bordnicos en agua depende mucho del pH, los valores de
pKa obtenidos para ambos ligantes indican que a pH de 7.4 (empleado en los estudios de
reconocimiento molecular), la especie tetraédrica boronato serd la predominante, que de

acuerdo con la literatura, ésta favorece su asociacidén con grupos dioll54.92.931,

La fuerte acidificacion del dcidos bordnico, atribuida a la insercidon de una carga positiva en el
fragmento de 4-isoquinolina, favorece la interaccién con dioles y catecoles en intervalos de pH
fisioldgicos y como resultado, lo cual es relevante e interesante para el objetivo central del
proyecto y para lograr una mayor afinidad receptor-analito y sensibilidad del sistema.
Adicionalmente, la cuaternizacion de los ligantes aumenta la solubilidad en medios acuosos y

enciende la fluorescencia debido a la inhibicién del proceso PET.
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4. Estudios de reconocimiento molecular

4.1 Titulaciones ligante-analito

La primera evidencia de la afinidad del fragmento del dcido bordnico de los ligantes por
derivados de catecol fue obtenida por "B RMN en CDsOD. Las Figuras 4.35 y 4.36 muestran los
espectros los espectros de 'B en ausencia y presencia de un exceso de pirocatecol (3.0 eq.).
Para ambos ligantes se observa un desplazamiento quimico considerable (A8=22-23 ppm) que se
atribuye al cambio de hibridacién sp2 de geometria trigonal del fragmento del dcido bordnico a
sp3 de geometria tetraédrica como resultado de la formacién del grupo boronato. El dcido
fenilbordénico en forma neutra, sp2 muestra un desplazamiento quimico ~ 30 ppm y al incrementar
la conversion a su forma anidnica sp3, la seial se desplaza a campo alto al redor de 10 ppm. La
formacién del boronato con este tipo de desplazamiento espectroscdpico se puede llevarse a
cabo por: 1) La adicién de una base por ejemplo hidréxido, lo cual es usado comUnmente para
determinar valores de pKa en funcion del desplazamiento de la sefal®4 y 2) La formacién de
esteres dibordnicos con dioles o catecoles,l?s!lo cual se atribuye directamente ala complejacion

del grupo diol al d&tomo de boro.

27.87 18.55

L-o 5.42

L-o + Pirocatecol

Figura 4.35 Cambio en 1B RMN de L-o en MeOD en ausencia y presencia de 3.0 eq. de pirocatecol. La sefial de baja intensidad a
18.55 ppm es atribuida a dcido borico.
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La senales "B RMN tanto para el dcido bordnico neutro (libre) y del boronato (complejado)
aniénico en los ligantes L-o y L-m se encuentran desplazados a campos mds bajos comparados
con el dcido borénico libre (30 ppm) vy el boronato (10 ppm). Este desplazamiento puede
atribuirse a la mayor acidez del dtomo de boro como resultado de la insercidn de una carga
positiva en la molécula. El aumento de acidez es relevante para nuestros estudios debido a que

se puede incrementar la afinidad por los catecoles.

28.14 18.50

L-m

539

L-m + pirocatecol

4‘?39]31?}5]5]43332]LB?\.'I-':EIEBZ?Eﬁh&23r;€l?llzﬂl‘§lﬁl G5 412w e 87 65 4 ] 2
1 (ppem)

Figura 4.36 Cambio en 1B RMN de L-o0 en MeOD en ausencia y presencia de 3.0 eq. de pirocatecol. La sefial a 18.55 pm es
atribuida a dcido bérico.

Las constantes de complejacion entre los analitos propuestos (L-DOPA, dopamina y epinefring,
pirocatecol y tirosina) y los ligantes catidnicos L-o y L-m libres de Cu?+, fueron medidas a través de
titulaciones fluorimétricas en medios acuosos neutros. Adicionalmente, se estudiod la interaccién
de los ligantes sintetizados con los nucledsidos mostrados en la Figura 4.37 (adenosina, guanosing,

citidina y uridina), ya que estos Ultimos también poseen en su estructura un grupo diol.
NHQ O NHQ O
N= HN N =
Gl Ji ) e Y
N O N

HO OH HO OH HO OH
Adenosina Guanosmq Citidina Uridina

Figura 4.37 Estructura quimica de los nucledsidos.
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En general, la adicion de alicuotas de cada andalito extingue la fluorescencia de soluciones

acuosas de L-o y

L-m a pH=7.4 (MOPS 40 mM). La relacién lo/l, donde lo es la intensidad

fluorescente del ligante e I la intensidad fluorescente tras la adicidén del analito, proporciona

informacion referente a la selectividad relativalvsl.

1)

/1

£ 2 & &8
i &

£ & & & §
‘?b U‘}

g & & & ¢

o

£ & & & &

E 8

Figura 4.38 Intensidad relativa de emision fluorescente tras la adicion de 5 equivalentes de analito a soluciones acuosas 20 uM

del-o(1)yL-m(2)apH=7.4.

La Figura 4.38 muestra las grdficas de barra analitos vs lo/1, donde se pueden observar los cambios

de emisién de los ligantes tras la adicién de 5 equivalentes de analito. Los cambios mds notorios
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en ambos casos se presentan con la adicién de pirocatecol, dopamina, epinefrina y L-DOPA,
mientras que la adicidn de nucledsidos provoca un cambio modesto comparado con los
neurotransmisores derivados de catecol y con tirosina prdcticamente no se observa cambio.
Comparando los cambios de emisidn presentados en los ligantes, es notable que L-o es mds
sensible en la identificacion de dichos analitos, debido a que presenta valores altos en la relacidon
lo/1.

La familia de espectros de emisidon fluorescente de las titulaciones de L-o con pirocatecol,

dopamina, epinefrina y L-DOPA se presentan en la Figura 4.39.

250 250

Pirocatecol Dopamina

\ 200
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Intensidad de fluorescencia (u.a.)
Intensidad de fluorescencia (v.a.)
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Figura 4.39 Titulaciones fluorimétricas (Aex=330 nm) de L-o (20 uM) a pH de 7.4 con adiciones de pirocatecol, dopamina,
epinefrina y L-DOPA.

Una solucién 20 uM de L-o en agua a pH 7.4 (MOPS 40 mM) presenta un mdximo de emisién azul

en 400 nm al emplear una longitud de excitaciéon de 330 nm y 700 V, esta emisidén disminuye tras
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el aumento de la concentracién de derivados de catecol en el medio, lo cual se atribuye al

fendmeno PET por complejacién del dcido bordnico al centro de boro (Figura 4.39), el mismo

efecto fue observado en las titulaciones de L-m, que presenta un méximo de emisién azul en 398

nm empleando las mismas condiciones (Figura 4.40); sin embargo, no se observa una extincién

completa de la emisién del ligante.

200
Pirocatecol
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1
550

Intensidad de fluorescencia (v.a.)

T T T
400 450 500
A (nm)

T T T 1
400 450 500 550
A (nm)

Figura 4.40 Titulaciones fluorimétricas (Aex=330 nm) de L-m (20 uM) a pH de 7.4 con adiciones de pirocatecol, dopamina,

epinefrina y L-DOPA.

La Figura 4.41 muestra el gréfico correspondiente a los perfiles de titulacién de L-o obtenido con

las intensidades a 400 nm, L-m presentd la misma tendencia.
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Figura 4.41 Perfiles de las titulaciones fluorimétricas ([A] vs 1) de L-o con pirocatecol, dopamina, epinefrina y L-DOPA.

Todas las curvas obtenidas se ajustan de manera adecuada con la siguiente ecuacién:

0.5
2
7| (IRl + (41 + =) — [41[Rl,l4]

lpys=lp +————rono — 2 6m 2
obs = I 2[R, (ecuacioén 2)

(I —1o) § [R]o + [A] +

La ecuacion 2 se basa en un equilibrio 1:1, donde 1, representa el cambio observado en la
fluorescencia en funcién de la concentracién del analito [A], I, corresponde a la emisidn inicial
del receptor, I, €s la emision cuando existe saturacion del analito, [R], la concentraciéon del

receptory K, €s la constante de asociacion.

El logaritmo de las constantes obtenidas se muestra en la Tabla 4.9, en donde también se incluye
al analito tirosina con fines comparativos. Los valores calculados son similares para fodos los
analitos, lo cual indica que ambos ligantes no muestran selectividad especifica por alguno de

ellos.
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Tabla 4.9 Logaritmo de la constantes de asociacion (Kqss) de L-o y L-m obtenidas para cada analito en un equilibrio 1:1.

Analito L-o L-m
Log Kass (M-1) Log Kass (M-1)
HO
]@ 5.08+0.03 4.46+0.02
HO
Pirocatecol
HO NH,
j@/\/ 4.95+0.02 4.48+0.01
HO
Dopamina
OH
HOD)\' 5.11£0.01 4.4740.01
HO HN S
Epinefrina
HO NH,
HOmOOH 5.18+0.02 4.41+£0.01
L-DOPA
/@/\(COOH
ND ND
HO NH2
Tirosina

Al no observarse cambios en la emision de los ligantes tras la adicién de tirosina, este analito no
pudo ser detectado, lo cual puede atribuirse a que solo posee un grupo hidroxilo directamente
unido al anillo aromdtico. Lo anterior indica que el grupo diol en el resto de los analitos juega un
papel importante para su reconocimiento, dado que la Unica diferencia en la estructura quimica
de la molécula de tirosina y L-DOPA es un grupo hidroxilo, que hace que L-DOPA pueda ser

detectada y presente una constante de asociacién alta.

4.2 Titulaciones ligante-Cu?*

Se redlizaron estudios sobre las constantes de complejacion de los ligantes para la formacion de
los complejos €S-0 y CS-m en medio acuoso amortiguado (MOPS 40 mM) a pH 7.4, mediante

titulaciones de L-o y L-m con CuBrz que se siguieron por espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia.

Las variaciones del espectro de absorcidén de L-o al aumentar la concentracidon de Cu?t en el
medio se observan en a Figura 4.42 (arriba), con linea negra se identifica el espectro inicial del
ligante. La adicién de Cu?+ provoca el aumento de absorbancia mds significativo a entre 370 y
314 nm, seguida de un descenso de absorbancia en 300 nm y ofro incremento en 360 nm,
observéndose claramente la formacion de dos puntos isosbésticos en 314 y 270 nm, que indican
que en la disolucion coexisten dos o mds especies en equilibrio, lo cual corrobora la formacion

del complejo con Cu2?+*. Para la titulacion fluorimétrica se empled una longitud de excitacién de
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314 nm, valor del punto isosbéstico encontrado en la titulacién previa (UV-vis). La figura 4.40

(abajo) muestra que el aumento de la concentracion de Cu?* causa un fuerte apagamiento de

la fluorescencia de L-o, también se observa que tras la adicidén de un equivalente de CuBro, la

emisién ya no presenta cambios tan significativos si se anade mds solucién de Cu?*.
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Figura 4.42 Titulaciones por UV-Vis (arriba) y por emision de fluorescencia Aex: 314nm 700 V (abajo) de una solucion
amortiguada a pH 7.4 de L-o 20 uM con CuBr; y sus perfiles de titulacion a 345y 398 nm respectivamente.

Las titulaciones de L-m se presentan en la Figura 4.43, las cuales presentan un comportamiento

similar a las obtenidas con L-o0. En la titulacidon por UV-Vis se observan dos puntos isosbésticos en
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312y 269 nm, indicando que dos especies estdn en el equilibrio, ligante libre y complejo de Cu?*.
Para la titulacion fluorimétrica se utilizé una longitud de excitacién de 312 nm y se observa un
apagamiento muy fuerte de la emision hasta llegar a un equivalente de CuBr; anadido, las
adiciones posteriores no muestran un cambio significativo, quedando un remanente de
fluorescencia de aproximadamente 50 unidades. La fuerte saturacién a un equivalente en
espectrofotometria, junto con la estructura cristalina y el ajuste de los datos experimentales en la
titulacién fluorimétrica con un modelo 1:1, soportan la formacién un complejo estable en medios

acuoso, lo cual es bien conocido para ligantes de terpiridina con sales de Cu?+,
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Figura 4.43 Titulaciones por UV-Vis (arriba) y por emision de fluorescencia Aex: 312nm 700V (abajo) de una solucion
amortiguada a pH 7.4 de L-m 20 uM con CuBry sus perfiles de titulacion a 345y 398 nm respectivamente.
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Las figuras 4.42 y 4.43 también muestran los perfiles de titulacidon obtenidos, que se ajustan de
manera adecuada a un equilibrio 1:1, utilizando la ecuacién 2 se calcularon las constantes de
complejacién ligante-Cu?+, los logaritmos de las constantes obtenidas se presentan en la Tabla
4.10.

Tabla 4.10 Logaritmo de las constantes de complejacion (K.) de L-o y L-m con CuBr,.

UV-Vis Fluorescencia
Log Kc (M)
L-o 5.91+£0.03 5.81+0.01
L-m 6.18+0.02 6.18+0.01

Con el objetivo de estudiar la estabilidad el dcido fenilbordnico de los ligantes después de la
coordinacién del centro metdlico al fragmento de terpiridina, se midié y compararon los
espectros de "B RMN en CDsOD, del ligante libre y del compuesto sintetizado CS-m en
concentraciones micromolares. La Figura 4.44 muestra los espectros, el desplazamiento de las
senales de 1B son prdcticamente idénticas lo cual puede atribuirse a que el dcido bordnico se
mantiene en forma neutra, sp? después de la coordinaciéon. Por otra parte, la sefal del complejo
CS-m es ligeramente mds ancha y de menor intensidad comparada con el ligante libre, lo cual

es resulfado de la insercion de un centro paramagnético a la molécula.

28.14
L-m ’
i Mgl .
28.25
Ci-m
I 41 % 19 M I M B M O IT B M N N IT M XN M I 2T I O 1% 18 17T 16 1% 314 ¥} 312 81 12 8 & T & 5 4 1

Figura 4.44 Espectros de 1B RMN de L-m y CS-m en CD30D. El sefial a 18.55 pm es atribuida a dcido bérico.
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4.3 Titulaciones receptor-analito

Con fundamento en los resultados obtenidos en las fitulaciones ligante-analito, se realizaron
titulaciones fluorimétricas de los receptores CS-o0 y CS-m con los analitos que mostraron mayor
selectividad relativa con ambos ligantes (ver Figura 4.36), siendo estos: pirocatecol, dopamina,
epinefrina y L-DOPA, adicionalmente se incluyd en la serie de analitos a tirosina, con la finalidad

de observar si se obtendrian resultados similares (no asociacién) alos de las titulaciones anteriores.

Los estudios de asociacion ligante-Cu2+ mostraron que la adicién de un equivalente de CuBr2 a
una solucion 20 uM de ligante provoca un apagamiento de su fluorescencia; sin embargo, no
hay un apagamiento completo, observéndose una intensidad de fluorescencia restante tras la
adicién del metal, la cual fue aprovechada para la deteccidn directa de los analitos. En los
experimentos se emplearon las mismas longitudes de excitacion usadas en los estudios de
complejacién ligante-Cu?t, 314 nm para CS-o0 y 312 nm para Cs-m, se utilizaron 750 V en el

fluorimetro.

La Figura 4.45 muestra las titulaciones de €S-0 con los analitos. Una solucién 0.02 M del receptor
CS-0 a pH 7.4 posee un mdximo de emisidn (Aex: 314 nm) en 396 nm, la emision del receptor
disminuye tras la adicién de pirocatecol, dopamina, epinefrina y L-DOPA. Se observa que

adiciones de tirosina promueven un incremento modesto en la emisidén del receptor.

El receptor CS-m posee un mdaximo de emision (Aex: 312 Nnm) en 397 nm y una intensidad de
fluorescencia mayor que CS-o. Las titulaciones del receptor CS-m se muestran en la Figura 4.46.
Las titulaciones con pirocatecol y dopamina muestran un apagamiento casi completo, mientras
que tras saturacién con epinefrina y L-DOPA se observa un remanente de emisién, la titulacion

con firosina muestra un ligero incremento de la fluorescencia del receptor.
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Figura 4.45 Titulaciones fluorimétricas (Aex: 312 nm, 750V) del receptor €S-o (20 uM, MOPS 40 mM pH 7.4) con soluciones de

pirocatecol, dopamina, epinefrina, L-DOPA y tirosina.
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Figura 4.46 Titulaciones fluorimétricas (Aex: 314 nm, 750V) del receptor €S-m (20 uM, MOPS 40 mM pH 7.4) con soluciones de

pirocatecol, dopamina, epinefrina, L-DOPA y tirosina.
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Los perfiles de titulacion para el cdlculo de las constantes de asociaciéon se muestran en la

Figura 4.47, las intensidades de fluorescencia fueron tomadas a 398 nm.
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Figura 4.47 Perfiles de las titulaciones fluorimétricas (a 398 nm) de CS-o y CS-m con pirocatecol, dopamina, L-DOPA, Epinefrina y
tirosina.

Los perfiles de titulacion de ambos receptores ajustan de manera adecuada a un equilibrio 1:1,
utilizando la ecuacion 2 se calcularon las constantes de asociacién (M), los logaritmos de las

constantes obtenidas se presentan en la Tabla 4.11.

Las constantes de asociacion obtenidas muestran que €S-0 mantiene una asociacién parecida
con epinefrina, dopamina y L-DOPA; mientras que CS-m muestra una fuerte asociacién con L-
DOPA, presentando una Kass mayor que con las ofras dos catecolaminas. De forma general, la
complejacién de Cu?+ a los ligantes promueve un aumento en las constantes de asociacion para
los derivados de catecolaminas (Tabla 4.9, pdgina 83), que sugiere una contribucién del centro
metdlico para la deteccidén de estos analitos. En el caso de pirocatecol, Kass N0 presenta una
mejoria, que se atribuye a la presencia de un solo sitio de unién (diol) en su estructura quimica.
Por ofra parte, confrario a los resultados de las titulaciones ligante-tirosina, en donde tirosina no
pudo ser detectada, la presencia del centro metdlico Cu?+ promueve la asociacion de tirosina al
receptor, que es atribuido a que este analito posee en su estructura grupos amina y carboxilo
capaces de inferactuar con el metal, esto muestra indicios de que efectivamente el complejo

Cu2+terpiridina actia como segundo sitio de contacto en el receptor.
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Tabla 4.11 Logaritmo de las constantes de asociacion de €S-0 y CS-m con catecolaminas, pirocatecol y tirosina.

CS-o CS-m
Analito log Kass log Kass
HOD
HO 4.89+0.01 4.95+0.01
Pirocatecol
HO NH,
HOD/\/ 5.66+0.01 5.83+0.01
Dopamina
OH
HO
Ij)\ 620.02 5.88+0.01
HO ANS
Epinefrina
HO NH,
HOU\&)OH 5.97+0.01 7.15£0.01
L-DOPA
COOH
HO NH2 4.1520.01 3.32+0.01
Tirosina

Es importante destacar que las constantes de asociacidn obtenidas son mayores que las
reportadas para receptores de catecolaminas encontrados en la literatura (Tabla 2.2, pdgina 34),
estos resultados solo son comparables con el receptor 17 (pdgina 29), que reconoce al éster de
L-DOPA, el cual también posee dos sitios de reconocimiento, sin embargo, su alta constante de

asociacion se obtiene a pH bdsico.

Finalmente, se realizaron estudios para la comprobacién del segundo punto de contacto
(coordinacién de la catecolamina al centro metdlico Cu?*, para lo cual se realizaron estudios de
EPR comparativos, con la finalidad de observar el ambiente de coordinacion alrededor del
dtomo de Cu?* en los complejos y tras la adicidn del analito con mayor afinidad. Estos espectros

fueron obtenidos en CH3OH y a temperatura de 77 K.

La figura 4.48 muestra los espectros de CS-m (verde) y CS-m + L-DOPA (azul) y los pardmetros de
EPR para cada caso. Ambos espectros son del tipo anisotrdopico axial, tipicos para Cu?*
monomeérico que corresponde a un centro del metal con una geometria de base cuadrada
donde gi> g.> 2.0023.197-102]
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Figura 4.48 Espectros EPR tomados a 77 K de una solucion 0.002 M de CS-m (verde) en metanol y tras la adicion de 1.5 eq. de L-
DOPA (azul), frecuencia= 9.04 GHz.

De acuerdo con Marlin y colaboradores?'l, en complejos pentacoordinados de Cu?+, valores de
Aien el intervalo de 140x104y 180x104 cm-! indican una geometria pirdmide de base cuadrada,
presentdndose un menor grado de distorsién en valores cercanos a 168x10-4 cm-'. Los valores de
Al obtenidos indican que en ambos casos el centro metdlico Cu2*t presenta una geometria
pirdmide de base cuadrada, lo cual concuerda con la estructura cristalina obtenida para CS-m;
sin embargo, la interaccion de L-DOPA con el complejo sugiere una distorsidn geométrica mds
fuerte comparada con el complejo libre, lo cual se puede afribuir a la rigidez que el sistema
experimenta debido a que el grupo diol de L-DOPA se encuentra también interaccionando con

el dcido bordnico presente en el complejo, que provoca una restriccion de movimiento.

Los cambios mostrados en el espectro tras la adicion de L-DOPA, demuestran que el fragmento
amino del neurotransmisor interacciona con el centro metdlico, ya que en la regién perpendicular
del espectro se observan lineas superhiperfinas, que surgen del acoplamiento de espin del
electrén con el espin nuclear de cuatro dtomos de nitrdgeno coordinantesl'3l, en donde tres de

ellos pertenecen al fragmento de terpiridina.

Un comportamiento similar se observa en los espectros de EPR del receptor CS-o. La Figura 4.49
muestra los espectros de CS-o (azul) y CS-0 + epinefrina (violeta), en ambos casos el centro

metdlico Cu?* presenta una geometria pirdmide de base cuadrada ya que gi> g.> 2.0023 vy los
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valores de Ay se encuentran comprendidos en el intervalo de 140x10-4y 180x10-4 cm-'. La adicién
de dos eq. de epinefrina provoca un cambio notable en la regién perpendicular del espectro
inicial, lo cual sugiere que Cu?* establece una interaccién adicional con el dtomo del nitrégeno

de la molécula de epinefrina.

A= 154.1x10" cm”

CS-o g:=2.057
+

Epinefrina

240 260 280 300 320 340 360

Campo magnético (mT)

Figura 4.49 Espectros EPR tomados a 77 K de una solucién 0.004 M de CS-o (azul) en metanol y tras la adicion de 2 eq. de
epinefrina (violeta), frecuencia= 9.04 GHz.

La Tabla 4.12 resume los pardmetros obtenidos en los espectros de EPR realizados.

Tabla 4.12 Paradmetros de EPR obtenidos.

CS-m CS-m + L-DOPA CS-o CS-o0 + epinefrina

g: 2.077 2.065 2.077 2.057
g 2.22 2.23 2.23 2.24
Ai(cmT)  168.6x10+4 154.6x10-4 171.3x10-4 154.1x10-4

Adicionalmente se obtuvieron los espectros IR-ATR de L-DOPA libre y de CS-m+L-DOPA (2 eq.) en
estado sdlido, la Figura 4.50 muestra los espectros obtenidos, donde se destacan algunas seiales
de estiramientos asimétricos de importanciall®d, Los resultados muestran que el grupo carboxilo,
al igual que el grupo amino, se encuentra implicado en la coordinacion al dtomo de Cu?t, dado

que la senal de estiramiento del carbonilo en L-DOPA aparece en 1642 cm-!, mientras que esta
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senal se encuentra a un nUmero de onda menor (1614 cm-!) cuando L-DOPA estd en presencia
del receptor CS-m (A(1/A)=28 cm-'). Esto se atribuye a que a pH 7.4 (condicién para los estudios
de reconocimiento) el grupo carboxilo de L-DOPA se encuentra en forma de carboxilato (pKq

coon)=2.3111091), lo cual justifica la alta constante de asociacién mostrada entre CS-m y L-DOPA.

L-DOPA

CS-m + L-DOPA \

. .y B0y

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 4.50 Espectros IR-ATR de L-DOPA y €S-m+L-DOPA (2 eq.) en estado sélido.

Esta propuesta de asociacién a Cu?* concuerda con resultados obtenidos por Suzuki y
colaboradoresl(06107], que han informado algunas estructuras cristalogrdficas de complejos de
Cu?* con L-DOPA y andlogos, 27 y 28, donde el grupo amino y carboxilato se encuentran

coordinados al centro metdlico (Figura 4.51).

Figura 4.51 Estructuras cristalogrdficas de complejos de Cu?* con L-DOPA (27) y un andlogo de L-DOPA (28).
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CONCLUSIONES

Dos nuevos compuestos de coordinaciéon catidnicos fluorescentes conteniendo en su estructura
quimica dos &cidos de Lewis diferentes, un complejo metdlico de Cu?+ y un &cido fenilbordnico
unidos covalentemente a un fluoréforo orgdnico de isoquinolinio, con férmula general [Cul(-o, -
m)Br2]Br, (L-o= bromuro de 4-([2,2":6'2"-terpiridin]-4-il)-2-(2-boronobenzil)isoquinolinio y L-m=
bromuro de 4-([2,2:6'2"-terpiridin]-4-il)-2-(3-boronobenzil)isoquinolinio) se  sintetizaron vy
caracterizaron por diversas técnicas espectroscépicas (H, 13C, "B RMN, IR-ATR, EM) y difraccidén

de rayos-X de monocristal para el ligante L-o y el complejo [CuL-mBrz2]Br (CS-m).

Los ligantes L-o y L-m poseen alta afinidad a iones Cu?+, las constantes de complejaciéon fueron
determinadas en logKe= 5.91 y 6.18 respectivamente, en medios acuosos neutros. Los estudios
espectroscopicos de asociacion a través de titulacion de UV-Vis, fluorescencia y la estructura

cristalina del complejo CS-m muestran una estequiometria 1:1 ligante-Cu?*.

Los complejos metdlicos [Cul-oBr2]Br, CS-o0 y [Cul-mBr2]Br, CS-m pueden ser usados como
guimiosensores intrinsecos y luminiscentes para la deteccidén de neurotransmisores basados en
catecolaminas en un medio acuoso a pH= 7.4. La adicién de L-DOPA, dopamina, epinefrina y
pirocatecol en concentraciones micromolares a soluciones acuosas de CS-o0 y CS-m exhibe una
extincién rdpida y fuerte de su emision fluorescente azul (Aem= 400 nm). El cambio de sus
propiedades Opticas estd basado en la asociacidén del quimiosensor-catecolamina a través de
dos sitios de unidn, la esterificacién reversible del dcido fenilbordnico por los grupos catecol vy la
coordinacién de los grupos N-donadores de la catecolamina al centro metdlico de Cu?*. Los
estudios espectroscdpicos por "B RMN muestran que los derivados de catecol esterifican al dcido
fenilborénico con cambio de hibridacién del boro de sp? (6= 28 ppm) para el quimiosensor libre
a una especie anidnica sp3 que corresponde al boronato (6= 5 ppm). Por otra parte, estudios de
EPR mostraron que los grupos amino de los neurotransmisores tienen interaccidén con el centro

metdlico de Cu?*-terpiridina.
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Las constantes de asociacién obtenidas a través de titulaciones fluorimétricas vy
espectrofotométricas de los complejos metdlicos con los neurotransmisores muestran que CS-m
puede detectar L-DOPA en concentraciones sub-micromolares (log Kess= 7.15£0.01) con un orden
de selectividad L-DOPA > epinefrina > dopamina > pirocatecol > tirosina. Para el caso del isémero
CS-o0 se observé la formacion de un complejo estable con epinefrina (logKass= 6+0.02) y un orden
de selectividad epinefrina ~ L-DOPA > dopamina > pirocatecol > tirosina. La afinidad de CS-o y
CS-m por los catecoles estudiados a pH= 7.4 es atribuida por la fuerte acidificacién del dcido
bordnico, resultado de la cuaternizacién del fragmento de isoquinolina en combinacién con la
coordinacién de los grupos amina, especificamente de L-DOPA y epinefrina al centro metdlico
de Cu2+. La menor afinidad observada para tfirosina y pirocatecol por los quimiosensores, es

atribuida a que ambos analitos solo tienen un potencial sitio de unidn.

En general, estos resultados destacan la utilidad de una nueva serie de receptores metdlicos
fluorescentes conteniendo dcidos bordnicos para el reconocimiento y deteccidn selectiva de

analitos biolégicos derivados de catecoles con grupos N-donadores.
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Anexo 1. Espectro 1H RMN del intermediario TIQ en CDCls.
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Anexo 2. Espectro de masas del intermediario TIQ con modo de ionizacion IE.
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Anexo 3. Espectro H RMN de L-o en DMSO-d.
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Anexo 5. Espectro 1B RMN de L-o0 en DMSO-ds.
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Anexo 6. Espectro de masas (ESI+, CHsOH) de L-o, especies detectadas y patrones de contribucion isotdpica experimentales y
calculados.
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Pdgina intencionalmente en blanco
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INTRODUCTION EXPERIMENTAL PART

0.
Synthetic receptors make use of a large range of o Y@
possible chemical functional groups in order to bind [I,u % T i -
to analytes with high affinity. Boronic acids are o
known to bind to diol and polyol motifs which are -~ {teaw B sy
present in many biological molecules. This ?“&?L”F“ § et
condensation is a well know dynamic covalent
reaction. Neurotransmitters play roles as
messengers of neurologic information so a
imbalancing level can cause many clinic :
conditions including psychiatric disorders. Two 1 oqut) Characterization studies:
blue fluorescent (Aem= 400 nm) Cu(ll)-terpy o B e borer 2 IR, EM (ESI+), NMR (H, 13C, 11B)
complexes containing cationic N-(benzyl)isoguinolin g
moieties with two different pendant benzylboronic ‘Photophysical properties study of TAIQ2B and T4IQ3B
acids (-ortho and -meta) were synthesized, fully ’
characterized including X-ray ecrystal diffraction
analysis for ligands and studied in detail as
chemosensors  for  neurotransmitters  based-
catecholamines, L-tyrosine and nucleosides in

INSTITUTO
bE @uiMica

1MCN! Reflux 70°C
2. MeDH:ACE: 1:8

Synthesis

UV-Vis and fluorescence titrations* of terpyridines
with neurotransmitters, nucleosides and Cu?*

fPreparation in situ of the ligands complexes with Cu?* (chemosensor
i1 and 2 respectively) in water. UV-Vis and fluorescence titrations of

Molecular
recognition

buffered aqueous solutions. :chemosensors with neurotransmitters.
I rF 1
FERTS “~CRemoSerEors TeCORRTIoN and SEMinE ™

Analyte Chemosensor1, Chemosensor2,

o L N 4 N Pyrocatechol (7.8£0.1)x10* (9.0£0.1)x10%
Pyrocatechol  (1.2+0.08)x10°  (2.9+0.1)x10* A\ Dopamine-HCl  (4.6£0.1)x10°  (6.810.08)x10°

% Epinephrine:HCl  {1.040.05)x10°  (7.5:0.05)x10%

\ L-DOPA-HCI (9 .01)x10°  (1.4%0.01)x107

L-Tyrosine-HCl  (1.4+0.01)x10°  (2.1+0.01)x10%

Table 2. Stahility constants {fluorimetric titration) for the chemosensars

with neurotransmitters in neutral water (40 mM MOPS, pH=7.4)

Dopamine-HCl | 0.3)x (3.04+0.08)x10* )
Epinephrine HCl (1.3 (3.0£0.05)x10* H R
L-DOPA'HCI  (1.520.05)x10°  (2.6+0.01)x10° 5 / b

L-Tyrasine-HCI ND ND
Adenosine (3.0£0.1)x10*  (2.8:0.10}x10 = o
Cytidine (3.940.06)x10¢  (5.1£0.10)x10*

- Fig-4 Fluorimetric titration (A exc= 312 nm, 750 V) of chemosensar2
Guanosine (3.730.11)x10°  (4.740.08)}x10" with L-DOPA in neutral water (40 mM MOPS, pH= 7.4

R = Uridine (1.840.10)x10°  (2.1+0.09)x10*
cam

3—( H Table 1. Stability constants {by fluorescence) for the . s,
2 terpyridines with analytes in aqueous media (buffer Looea

MOPS 40 mM at pH 7.4)

Fig. 1 Chemical structure of the neuratransmitters
and nucleosides used in this project,

[GuBry]
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Fig 5 Left: EPR spectrum of chemosensor 2 (2 mM, MeOH, 77K) and chemosensor 2+ L-DOPA (1.5 eq),
Right: IR spectrum of L-DOPA and chemosensor 2+ L-DOPA.

Absorbance a.u.

\ 300nm * [CuBr] 3 [ 2 e % 1eq.cubr,

\S’ﬂ.&\ 340 nm y - ale. . oot =

= A P pH: 7.4

Fig. 2 UY-Vis and 0.2+ i . = 4

Fluorimetrictitration (A / .
exc= 314 nm, 700 V) of -
T4I028 with CuBr2

20uM in neutral water 0.0
(40 mM MOPS, pH= 7.4)

=

Fig. 3 Crystal structures obtained by High fluorescence Low fluorescence Fluorescence extinction
slow evaporation. Terpyridine
TAIQ28 {up) and Chemasensor2
(down).

Fig. 6 Proposed model for the chemical equilib 2 and L-DOPA
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* The two chemosensors 1-2 undergo efficient fluorescent quenching by addition of neurotransmitters and catechol. = i‘mf;f“;;‘iufiaisiiif
Addition of nucleosides shows lower quenching effect and L-tyrosine modestly enhances the fluorescence. e s s e
For neurotransmitters, the stability constants were determined in the range of 9.0x10" - 1.4 x10” M?* for ACKNOWLEDGEMENTS
chemosensor 2 with a pronounced selectivity toward L-DOPA. Addition of epinephrine to aqueous solutions of
chemosensor 1 generates the greatest optical change by forming a very stable complex with the chemosensor 1
with plndl_ng constant of 1.0x10° M, _ _ A . . e it e et
Combination of fluorescent metal-compléxes with available coordination sites and boronic acids allows the optical A R AR S wi.E" a5 CONACYT for

recognition of analytes containing a diol group and a ligand as carboxylic acid or amine in water. financial support.
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