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Resumen

La busqueda de nuevas aplicaciones de sondas fluorescentes en el marcaje
celular, asi como la optimizacion de su sintesis y propiedades fotofisicas,
constituyen un reto en la actualidad. Debido a la heterogeneidad de los sistemas
Vivos, se busca que esas sondas sean especificas, estables, de baja toxicidad,
sensibles al medio y con respuesta independiente de la concentracion de las

mismas en las muestras.

En este proyecto se realiz0 la sintesis de una sonda fluorescente a partir de dos
fluor6foros. Mediante una reaccién de condensacion® entre un anhidrido naftalico y
etilendiamina se obtuvo un fluoréforo de alto rendimiento cuéntico de fluorescencia
(Naph). Por medio una reaccion tipo Wittig entre un derivado de rodamina y
cinamaldehido se consiguid un segundo fluoréforo de propiedades fotofisicas
modulables (RCin). Estos dos fluoréforos se conjugaron mediante una reaccion de
sustitucion con el fin de obtener un derivado fluorescente que conserve las

propiedades de cada uno en una misma estructura (RCN).

Se realizdé la caracterizacion de cada molécula por medio de resonancia
magnética nuclear (RMN) de *H y 3C, espectrometria de masas,
espectrofotometria de infrarrojo por transformada de Fourier y espectroscopia de
absorcion y emision. Se realizaron experimentos en células de adenocarcinoma de
pulmén humano (SK-LU-1) para demostrar su funcionalidad como sondas

fluorescentes en el marcaje de este tipo de muestras.
1.- Introduccion

La importancia de monitorear la dinamica molecular y organelar a nivel subcelular
radica en que la célula es la unidad estructural y funcional basica de la vida? vy,
por ende, todo el microambiente en esta determinara la funcionalidad del cuerpo al

que pertenece.

! Smith, M. and March, J. March’s Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanism, and Structure. 6"
ed. Wiley- Interscience a John Wiley & Sons, Inc., USA, 2007, 1429.

? saladin, S. La unidad entre forma y funcién. Anatomia y fisiologia. 6" ed. Mc Graw Hill Education. México,

2013, 79.



La célula estd delimitada, al igual que sus organelos, por una membrana
compuesta de proteinas, glucidos y lipidos diversos. La principal funcion de dicha
membrana es seleccionar las moléculas que deben entrar y salir de la célula, es
por eso que para lograr un monitoreo u observacién de un cambio dentro de ella,
se requieren sensores sensibles, especificos, con respuestas rapidas y de facil
manejo. En este contexto, el uso, asi como el desarrollo de sondas fluorescentes

ha experimentado un gran avance e impacto en las Ultimas décadas.?

Las sondas fluorescentes pueden proporcionar mucha informacion acerca de
las membranas biologicas, como la fluidez, interacciones proteinas-lipidos,
difusion traslacional, permeabilidad, cambios estructurales y potencial de
membrana; ademas de proveer informacion acerca del pH, viscosidad,
concentracion ionica, dinamica y estado de oxidacion-reduccion interno de
vesiculas y organelos, adicionalmente, permiten su visualizacion Ooptica y

diferenciacion.?

Dentro de la célula, la mitocondria junto con el nucleo, son organelos
indispensables para su equilibrio y supervivencia. La mitocondria es la
responsable de producir ATP como generador de energia, del metabolismo central
y de la apoptosis. Por ello, nuestro enfoque va encaminado a la sintesis de
moléculas que se dirijan a mitocondria, ya sea para diferenciarla o para monitorear

cambios en dicho organelo.

Disminuir la toxicidad, aumentar la fotoestabilidad, no emitir en longitudes de
onda menores a 400 nm (con el fin de evitar interacciones con la fluorescencia
propia de la célula), emitir en el infrarrojo cercano y tener larga vida de
fluorescencia representan aun un reto para el desarrollo de las sondas
fluorescentes mitocondriales. Otro factor importante para desarrollar sondas
fluorescentes es el rendimiento cuantico de fluorescencia que se define como la
fraccibn de moléculas excitadas que fluorescen y es dependiente de las

condiciones de su entorno.

3 Zhu, H.; Fan, J.; Du, J. and Peng, X. Fluorescent Probes for Sensing and Imaging within Specific Cellular
Organelles. Acc. Chem. Rev. 2016, 49, 2115-2126.
* Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 12.



2.- Antecedentes

2.1.- Fluorescencia

En términos concretos, la palabra “fluorescencia” se refiere a un proceso de
emision de un fotdn de un estado electronicamente excitado, siendo una transicion
permitida por espin. La fluorescencia, asi como la fosforescencia, son casos
particulares de luminiscencia; la cual es una emision de fotones en la regién
electromagnética de ultravioleta, visible o infrarrojo, provenientes de especies en
estado electronicamente excitado y a diferencia de la incandescencia, no esta

promovida por temperatura.’

Dependiendo del tipo de excitacion, la luminiscencia se clasifica en:
- Fotoluminiscencia: Se divide en fluorescencia y fosforescencia y es causada por
absorcion de luz.
- Radioluminiscencia: Mecanismo de emision de fotones al emplear radiacion
ionizante como método de excitacion.
- Electroluminiscencia: Induccion de campo eléctrico para excitar una molécula y
gue ésta emita fotones.
- Termoluminiscencia: Luminiscencia obtenida por un calentamiento previo de la
molécula a la administracion de energia.
- Quimio-luminiscencia: Obtencion de luminiscencia mediante un proceso quimico.
- Bioluminiscencia: La emision de fotones implica un proceso bioguimico.
- Triboluminiscencia: Las fuerzas electrostaticas y de friccion son las causantes de

la radiacion

- Sonoluminiscencia: Proceso de emision de fotones mediante el empleo de

ultrasonidos.®

En particular, la fotoluminiscencia es la emision de fotones resultante de la
interaccion de la luz con la materia y se presenta como fosforescencia,

fluorescencia o fluorescencia tardia. La manera mas comUn de reconocer

> Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 3.
® Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 4.



fisicamente la diferencia entre fosforescencia y fluorescencia son los tiempos de
vida de los estados excitados, pues las emisiones de fluorescencia tienen tiempos
de vida de ca. 107 a 10 segundos, mientras que las emisiones de fosforescencia
tienen vidas utiles relativamente largas, ca. 10° a 10 segundos.’

Especificamente, la fluorescencia es la emision de fotones acompanada de la
relajacion de un estado excitado singulete a un estado singulete de menor energia
(S1->Sp), que al producirse a partir de S;, sus caracteristicas no dependen de la
longitud de onda de excitacion (excepto polarizacion) y de acuerdo con la Regla
de Stokes, la longitud de onda de una emisién de fluorescencia debe ser mayor
gue la de absorcion. La fosforescencia, por su parte, es la transicién de un estado
triplete T, a un estado singulete de menor energia So y su espectro es localizado a
longitudes de onda mayores que el espectro de fluorescencia, porque la energia
de los niveles vibracionales mas bajos del estado triplete T; es menor que la del

estado singulete S;.®

Para que una molécula pueda emitir es necesario que ocurra una excitacion a
través de la absorcion de luz para generar los subsecuentes procesos
fotoquimicos y/o fotofisicos. La absorcion de luz, en un proceso fisicoquimico, es
la transicion de un foton de un estado de energia basal o fundamental (Sp) a un
estado excitado (Sp-0), es decir, la molécula aumenta su energia. Es preciso
entender que solo se absorbera la energia necesaria para que ocurra el cambio de
estado fundamental a estado excitado, pero que cada molécula al poseer estados
excitados particulares presentara un espectro de absorcion especifico a una

longitud de onda.’

Si la excitacion electrénica tiene lugar en cualquier estado por encima del
primer singulete excitado, el decaimiento se producira, generalmente, en el estado
de singulete excitado mas bajo, sin embargo, la energia que ha sido absorbida, no

siempre va a regresar al estado basal en forma de emision de fluorescencia.

’ Narayanaswamy, R. Some studies using molecular fluorescence and fluorescence techniques in trace
analysis. Imperial College of Science and Technology. London. 1972, 2.

® Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2™ ed. WILLEY-VCH. Germany. 2002, 41.

? Harris, D. Quantitative Chemical Analysis. 8™ ed. W. H. Freeman and Company. USA. 2010, 413.



Existen otras posibles rutas de decaimiento donde la energia absorbida es
empleada o se ve interrumpida por interacciones con otras moléculas en el estado
excitado (figura 1),*° originando que la energia absorbida sea mayor que la
energia de emision. Adicional a esto, existen pardmetros ambientales fisicos y
quimicos que pueden afectar la fluorescencia de una molécula, como son los
puentes de hidrogeno, el pH, la presidon, la viscosidad, la temperatura, los
apagadores como oxigeno molecular (atmosférico), el potencial eléctrico, los iones

y la polaridad.

] HsC
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Intramolecular de Carga HsC

H,C..,
hv f ) 3 ”N}@—CN
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Figura 1.-Posibles procesos de decaimiento para moléculas excitadas.

2.1.1.-Procesos fotofisicos y fotoquimicos

Los electrones pueden moverse de un estado de energia basal o fundamental (So)
a un estado excitado (S;) o de mayor energia, si se suministra energia en forma
de luz, descrita por la ecuacion E = hv, entonces esta sucediendo un proceso de
absorcién. Los niveles de energia de una molécula son cuantizados, asi que la
cantidad de energia requerida para pasar de un nivel a otro es especifica para

cada molécula y sélo la luz con longitud de onda correspondiente a esta cantidad

1% valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 12.



de energia provocard que los electrones se promuevan a un nivel de mayor

energia.™*

La longitud de onda de la luz UV absorbida por una molécula es determinada
por la diferencia de energia electronica entre los orbitales de la molécula; dicha
energia y movimiento electronico estan determinados por dos tipos de orbitales, el
orbital molecular ocupado de mayor energia (HOMO por sus siglas en inglés) y el
orbital molecular no ocupado de menor energia (LUMO por sus siglas en inglés).*?
En los fenbmenos de absorcion, la energia de transicion electrénica de un orbital
de no enlace a un orbital de antienlace es en el orden de n->n* <m->n*<n-
0*<o-mn*<o-oc* donde n- n* es la transicion de un electron desde el orbital
HOMO a LUMO y los electrones conservan el spin de estado basal.*® La transicion
de un electron a un orbital molecular de antienlace frente a la excitacion es de
aproximadamente 10™*° segundos en comparacion con las vibraciones moleculares
(del orden de 10 a 10 segundos).*

De acuerdo con el principio de Franck-Condon, la transicidon ocurre cuando las
distancias entre los nucleos son iguales a las longitudes de enlace de la molécula
en estado basal al equilibrio, finalizando donde la linea vertical cruza la curva de
energia potencial del estado excitado mas bajo. Tan pronto como la transicion se
completa, la molécula excitada comienza a vibrar (figura 2)."° Las transiciones
electronicas son rapidas, relativas al movimiento nuclear, por lo que cada atomo

tiene casi la misma posicion y momento antes y después de una transicion.

En general, la diferencia que existe entre los niveles vibracionales es similar
tanto para el estado basal como para el excitado, por lo que el espectro de

fluorescencia a menudo se asemeja a la primera banda de absorcién. La brecha

1 Smith, M. and March, J. March’s advanced organic chemistry. Reactions, mechanisms and structure. 6" ed
Wiley-Interscience a John Wiley & Sons, Inc., Publication. USA. 2007, 329.
!> Wade, L. Organic Chemistry. 8" ed. Pearson Education. USA. 2013, 696.
' valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2th ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 21.
14 . . . . . . o . .
Kariuki, P. Some studies in analytical luminiscence spectrometry. Imperial College of Science and
Technology. London. 1977, 11.
> valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 30.



entre el maximo de la primera banda de absorcion y el maximo de fluorescencia es

llamada “desplazamiento de Stokes”, figura 2.

Stokes shift
' '

Intensity

Figura 2.-Diagramas de energia potencial con transicion vertical; Principio de Franck-Condon.

Una transicion electronica tiene mayor probabilidad de ocurrir sin cambios en
las posiciones de los nucleos en la entidad molecular y su entorno, generando un
“‘estado de Franck-Condon” dando lugar a la denominada “transicion vertical”. En
el diagrama de la figura 2'’ la distancia internuclear (en una molécula diatémica)
estd representada como una curva de energia potencial en funcién de la
configuracion nuclear; la forma de dichas curvas va a repercutir en la intensidad de
las mdltiples transiciones vibronicas, al igual que en la posicidon relativa de las
mismas y como consecuencia, en el ancho de banda del espectro de absorcion de
un cromoéforo ubicado en un microentorno especifico debido a la existencia de un
conjunto continuo de subniveles vibracionales en cada estado electronico,
resultantes de las fluctuaciones de la estructura de la capa de solvatacion que

rodea al croméforo.*®

Cuando al irradiar una molécula con luz sucede un cambio en el estado
cuantico de la molécula sin haber un cambio en su naturaleza quimica se habla de

un proceso fotofisico, en contraste, al ocurrir un proceso fotoquimico la molécula

'® valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 38.
7 Klessinger, M. and Michl J. Excited States and photochemistry of organic molecules. VCH. USA. 1995, 260.
'® valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 32.



sufre un cambio en su naturaleza quimica al ser excitada con luz, pero su estado

cuantico no se modifica.

Las vias de decaimiento de una molécula excitada son varias y dependen
principalmente del tipo de molécula y de la naturaleza de los estados implicados.
Se pueden clasificar en tres procesos principales: procesos radiativos, que
implican la emisiébn de radiacion electromagnética desde el estado
electrénicamente excitado para regresar al estado fundamental; procesos no
radiativos, donde electrones en un estado excitado inicial se transfieren a otro
estado sin emitir, y procesos de apagamiento, que implican la transferencia de
energia de una molécula excitada inicialmente a otras particulas mediante

choques inelasticos.

En la figura 3 se muestran en color rojo las transiciones electronicas de
absorcion (numerales 1 a 4), involucrando estados basales de multiplicidad
singulete (Sop) y triplete (To) y los correspondientes estados excitados de mayor
energia. Las transiciones radiativas se encuentran en azul, implicando estados
excitados de multiplicidad singulete (S1 0 Sp) y su correspondiente estado basal
(So) 0 estado excitado de menor energia (S;) y estados excitados de multiplicidad
triplete (T, 0 Tq) y su correspondiente estado basal (To), 0 bien, su estado excitado
de menor energia (T1). En color verde se observan las transiciones no radiativas,
donde se ven implicados estados basales de multiplicidad singulete (Sp) y triplete
en estado excitado (Tq) y los estados basales (Sp 0 Tp), estados excitados de
menor energia (S; 0 T1) o entre estados con nivel de energia similar pero diferente

multiplicidad.*

En la absorcion de So-S:y So—S, la transicion es permitida y corresponde al
principal espectro de absorcion electronica, la transicion So — T1y Sg — Tq €s
prohibida, pero puede ser observada mediante fuentes de luz intensa u otros
métodos de perturbacion, por otro lado, las transiciones T; — T4 se presentan
comunmente por fotdlisis flash y la transicion de absorcion So — S, es observada

por fotdlisis flash de nanosegundos, donde S; es inicialmente poblada por un flash

** Birks, J. Photophysics of Aromatic Molecules. WILEY-VCH. London. 1970, 31-32.



de luz intenso de muy baja duracion y la absorcion transitoria es observada
durante el tiempo de vida de excitacion de S;.

Transiciones de Absorcion
1. Laabsorcionde S,— S,y §,— S,
2. Laabsorcionde Sy—- T,y S,— T,

Sa
Ss
| 3. Laabsorcionde T,— T,
! T 17 g
S: % : ) i E 4. Laabsorcionde S, - S,

s — (]
: 5. Lafluorescenciade S, - S,

Lallol 6. La fosforescenciade T, - S,

S % L1 ; «Eﬂ.-r_-“ “El 7. Lafluorescenciade S,— S,

N

Transiciones de Luminiscencia

8. La fosforescencia de T,— S,
9. Lafluorescenciade T,— T,
10. Lafluorescenciade S,— S,

i \‘4 ¢
: i E Transiciones no-radiativas:
-] E‘] ] 11. La conversion internaS,—-S,y S,— S, ;
: 5 12. Laconversion internaT,—- T,y T~ T,
; ﬁ] > 13. Laconversion interna al estado basalS,— S,
' v

._
=1

| -

14. El cruce intersistemas S, - T,y §, - T,
15. El cruce intersistemas T,— S,
{E 16. El cruce intersistemas T,— S,
17. El cruce intersistemas S, T,

So y A 4 A

Figura 3.-Diagrama de Jablonsky simplificado; Diagrama de nivel de energia de estado: S es
singulete y T es triplete. El estado Sgy Ty es el estado fundamental y los nUmeros de subindices

identifican estados individuales.

En procesos radiativos, la transicion de S;—S, corresponde a un proceso normal
de emision de fluorescencia y es de corta duracién (~1-10° ns), la fosforescencia
ocurre en la transicién de T; — So y generalmente es de mayor duracion (~1-10*
ms) que la fluorescencia porque es una transicion prohibida. La fluorescencia Sp—
So ha sido observada so6lo en algunos compuestos como el azuleno, la
fosforescencia Tq—Sp ha sido reportada en fluoranteno, pero es un suceso muy
improbable. La fluorescencia Tq—T; corresponde a la absorcion inversa T:—Tq y ha
sido reportada en azuleno y naftaleno y la fluorescencia Sy—S; es un proceso

posible pero no ha sido observado.

Las conversiones internas S—S1y Sp—S;.1 generalmente suceden muy rapido y
por lo tanto el rendimiento de fluorescencia es muy bajo, esta misma situacion se
presenta en la conversion interna de fosforescencia de T-Ti1 y Tgq—Tga. La

conversion interna al estado basal S;—So y el cruce de intersistemas S1—T1y S1—Tq

9



constituyen la extincion de S; que compite con la fluorescencia normal, mientras
que el cruce de intersistemas Ti;—Sp compite con el proceso normal de
fosforescencia. El cruce de intersistemas T:—S; podria ocurrir por activacion
térmica de T; durante el tiempo de vida de excitacibn a un nivel vibracional
isoenergético S; y el cruce intersistema S,—Tq de estados singuletes excitados de

mayor energia han sido observados en algunos compuestos.?°

En la figura 4 se presentan las formas de radiacion electromagnética ordenadas
de acuerdo a su longitud de onda en cm™ y energia en kJ/mol, observandose que
a mayor longitud de onda la radiacion es menos energética y de menor frecuen-
cia. Las radiaciones de mayor frecuencia y energia son ionizantes, ya que cuando
interaccionan con la materia generan particulas con carga, mientras que las radia-
ciones no ionizantes conducen a transiciones electronicas, en el caso de la ra-
diacion ultravioleta, a vibraciones moleculares por radiacion infrarrojo, movimiento
rotacional por microondas o transiciones de espin nuclear por ondas de radio. El
espectro visible de luz para el ojo humano va desde 400 a 700 nm, estas
longitudes las percibimos como colores, donde cada longitud de onda corresponde
a un color, el rojo es el de mayor longitud de onda y el violeta el de menor longitud,

la luz blanca es observada cuando todas las ondas se ven juntas.

Longitud de onda (A) Region Energia  Efect

o - KJ/mol
tud de onda 107 fayos gamma ! § 2
10”7 rayos X / 10
UV [ 10
vy 10°% UV cercano / § transiciones electrénicas
Q s
g 10+ visible i
w . . ” 1)
b 103 infrarrojo (IR) \ §
\
\ 10°! microondas \ H—
> \ s
102 104 trane nes de spin nuclear
™ o ondas de radio g & ™ :

Figura 4.- Espectro electromagnético.

2% Birks, J. Photophysics of Aromatic Molecules. WILEY-VCH. London. 1970, 32.
*! Wade, L. Organic Chemistry. 8" ed. Pearson Education. USA. 2013, 515.
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2.2.-Sondas fluorescentes

Debido a la gran cantidad de variables proporcionadas por el ambiente en la
emision de fluorescencia, las moléculas fluorescentes son empleadas como
sondas en diversas areas de estudio. En términos generales, una sonda es una
herramienta para monitoreo y exploracion de un material, objeto o superficies
desconocidas y/o los cambios en éstos. Las moléculas también conocidas como
“fluoréforos” (figura 5)%* se pueden unir a una molécula diana y actuar como un
marcador para el andlisis con microscopia de fluorescencia,”® o bien, tras
modificaciones estructurales, reconocer cambios en el entorno en el que se
encuentran, presentando asi la capacidad de tener una respuesta ante un

estimulo y responder a condiciones dinamicas en un ambiente controlado.

Cianinas Oxacinas Xantenos

N R R

P N o N

N+ N Z+ N

R R Lﬂ m R
Cy3 N

MR121
Cry 0
4
N+ N Fluoresceina
k Cy5 R‘ Rodamina
Bodipy Carbopironina Rileno
R R
[olN(e]
S
(o] o]
[olNe]
Bodipy R6G R R

Atto 647N

Perileno-dimida

Figura 5.-Estructura quimica de algunas familias de compuestos fluorescentes.

22 Birk, U. Super-resolution microscopy. A practical guide. 1° ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017,45.
> punganuru, S.; Madnala H.; Arutla, V.; Zhang, R. and Srivenugopal. Characterization of highly specific
NQO1-activated near-infrared fluorescent probe and its application for in vivo tumor imaging. Sci. Rep.
Nature. 2019, 9:8577.
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Para que un fluoréforo pueda ser empleado como sonda fluorescente para
imagenes de alta resolucion debe ser fotoestable y brillante. El brillo de un
fluoréforo se define como el producto del coeficiente de extincion y el rendimiento
cuantico de fluorescencia, en micros- copia de imagen un fluoréforo brillante
favorece la deteccion y en general aumenta la relacion sefial a ruido,

disminuyendo el tiempo de adquisicion.

El rendimiento cuantico de fluorescencia (¢r) se define como la fraccion de

moléculas excitadas que emiten fluorescencia y que al ser una constante fisica
depende de la temperatura y las condiciones del entorno de las moléculas
excitadas, describe cuantitativamente la capacidad de un fluoréforo para volver a
emitir luz de fluorescencia después de la excitacion, esperando que no tenga
ningun mecanismo de desconexion competitiva como enfriamiento, relajacion de

disolvente o transferencia de energia por resonancia.?*
2.2.1.-Sondas de microambiente local: polaridad

La emision de fluorescencia ocurre a longitudes de onda mayores que las de
absorcion debido a una pérdida de energia, que como ya se habia discutido con
anterioridad, se ve modificada por varios factores, entre ellos la polaridad. Cuando
el soluto esta rodeado de moléculas de disolvente, su estado basal y su estado
excitado estan medianamente estabilizados por las interacciones, generalmente
fuerzas débiles o de Van Der Waals soluto-disolvente, dependiendo de la
naturaleza quimica tanto del soluto como del disolvente. En disolucién, estas
interacciones son resultado de los momentos dipolo permanentes de las
moléculas del disolvente o del soluto y de su capacidad de polarizarse o

polarizabilidad.?

Las energias de interaccion entre la molécula de soluto y las moléculas de
disolvente que la rodean son diferentes en el estado fundamental y en el estado
excitado, esa diferencia de energias conduce al desplazamiento por disolvente

entre los espectros de absorcion y emisién. De acuerdo con el principio de Franck-

>4 Birk, U. Super-resolution microscopy. A practical guide. 1° ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017, 49.
** Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH. Germany. 2002, 202.
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Condon, la configuracion de las moléculas de disolvente alrededor de la molécula
de soluto no cambia durante la absorcién de luz, y la diferencia mencionada
anteriormente de la energia de interaccion, se refiere a este estado excitado de
Franck-Condon y al estado basal de equilibrio. Sin embargo, el estado excitado de
Franck-Condon no es en general, el estado de equilibrio mas estable para la
molécula de soluto excitada. La configuracién excitada de equilibrio sélo se
alcanza, por ejemplo, por reorientacion de las moléculas de disolvente, situacion
que requiere al menos un tiempo del orden de 10™ s, correspondiente al tiempo

de relajacion de la rotacién molecular.?®

Cuando la localizacion del espectro de absorcion y emision de un compuesto
depende de la polaridad del disolvente, la molécula presenta propiedades
solvatocromicas, caracterizadas por el momento dipolar de transicion que resulta

de la migracion de cargas eléctricas durante una transicion electronica.

+++ Efecto hipercromico

liog,] e+ Efecto hipocromico

«ss Desplazamiento
hipsocrémico

vee Desplazamiento

Longitud de onda A& (nm)

Figura 6.-Tipos de desplazamientos en un espectro de absorcion.

Como se observa en la figura 6, los desplazamientos mas comunes en un
diagrama de absorcion o emisién respecto a la longitud de onda pueden ser:
batocrémico, hacia longitudes de onda mayores (hacia rojo lejano), hipsocrémico,
hacia longitudes de onda menores (hacia el azul), hipercrémico, cuando hay un

aumento en la intensidad de sefial o hipocromico, cuando es una disminucién de

*® Mataga, N.; Kaifu, Y. and Koizumi, M. Solvent Effects upon Fluorescence Spectra and the Dipolemoments
of Excited Molecules. BCSJ. 1956, 29:4, 465-470.
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la intensidad de sefial. Un cambio batocromico y un cambio hipsocromico con
aumento de la polaridad del disolvente pertenecen al solvatocromismo positivo y

negativo, respectivamente.

Cuando un fluor6foro es excitado, el exceso de energia vibracional es
rapidamente cedido al disolvente, si se excita al segundo estado singulete S,, y se
descompone rapidamente al estado S; en 10 s debido a la conversién interna,
los efectos del disolvente cambian esta emision a niveles de energia aun mas
bajos a causa de la estabilizacion del estado excitado por las moléculas polares

del disolvente.

Tipicamente el fluoréforo tiene un momento dipolo mas grande en el estado
excitado e que en el estado basal pg, después de la excitacion los dipolos del
disolvente pueden reorientar o relajar alrededor de p lo cual baja la energia del
estado excitado, resultando asi, en el aumento de la polaridad del disolvente y en
la emisién a longitudes de onda mayores con menor energia, cComo se representa

en la figura 7.%

S, 1 Conversioninteray
ﬁ relajacion vibracional
i (10-125)
A
S —1 H
A
He ' = Relajacion por disolvente
isolvente menos polar 10
(10-1%s)
Disolvente mas
polar
-8
) hy’ (102s)
hv, _/(107"%s) A e
He /

Figura 7.-Diagrama de Jablonski para un proceso de relajacion de fluorescencia por efecto del

disolvente.

*” Lakowicz, J. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3%ed,; Singapore; Springe . 2006,205
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Como se observa en la figura 7, la absorcion de luz se produce en
aproximadamente 10" segundos, un tiempo muy corto para el movimiento del
fluoréforo o disolvente, la molécula esta expuesta al mismo ambiente local en los
estados basal y excitado y el fluoréforo en estado excitado esta expuesto al
ambiente relajado, que contiene moléculas de disolvente orientadas alrededor del
momento dipolar, es por eso que los espectros de absorcidon son menos sensibles
a la polaridad del disolvente que los espectros de emision.?® Otro factor a
considerar en los fendmenos de solvatacién son los enlaces de hidrégeno que se
pueden formar ocasionando cambios drasticos en los espectros de absorcion de
fluorescencia. La densidad electronica de un heteroatomo, en el caso de las
transiciones n - ©*, disminuye la excitacion y como consecuencia también la
capacidad de formar puentes de hidrégeno. El efecto en absorcion deberia ser
similar al resultante de una disminucion en el momento dipolar tras la excitacion y
un desplazamiento a longitudes de onda menores en el espectro, esperando que a

mayor fuerza de los enlaces de hidrégeno, mayor sea el desplazamiento.

Comunmente la vida util de fluorescencia es mucho mayor (1 a 10 ns) que el
tiempo requerido para la relajacion por disolvente, el cual es de 10 a 100 ps para
disolventes fluidos a temperatura ambiente, por este motivo los espectros de

emision de los fluoroforos son representativos del disolvente en estado relajado.

La fluorescencia emitida desde un estado singulete siempre sera menos
sensible a la habilidad de un disolvente a formar puentes de hidrégeno en
fendmenos de absorcion. Por otro lado, en las transiciones = —» n* ha sido
observado que el heteroatomo de un heterociclo es mas basico en el estado
excitado que en el estado basal, ocasionando que el hidrégeno se enlace con

mayor fuerza a la molécula excitada que en el estado basal.?’

El tiempo de vida de fluorescencia de un fluoréforo es mayor en disolventes
aproticos, de alrededor de 14 a 15 ns, en comparacion con disolventes préticos,
menores a 1 ns. Un cambio en la habilidad del disolvente para formar puentes de

hidrogeno, puede afectar la naturaleza del estado singulete mas bajo n —» 7* contra

?% Lakowicz, J. Principles of Fluorescence Spectroscopy. 3ed,; Singapore; Springe . 2006,206.
*® Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 218.
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7 - %, la inversion de estos estados se puede observar cuando en los disolventes
la polaridad y la fuerza de los enlaces de hidrogeno aumenta, porque el estado
n - m* cambia a una energia mas alta, mientras que el estado = —» n* cambia a una
energia mas baja, dando como resultado un aumento en el rendimiento cuantico
de fluorescencia y un desplazamiento del espectro hacia longitudes de onda
mayores, pues como ya se ha discutido con anterioridad, la emision radiativa de

los estados n —» * es menos eficiente que la de los estados & - r*.%°

La polaridad del disolvente puede tener un efecto muy drastico en la emisién de
espectros, en la figura 8 imagen A) se observa la emisién de la molécula Prodan
en disolventes de polaridad creciente, el color cambié de azul (Amsx=440-470 nm)
en tolueno, a verde amarillento en acetona (Anax=520-550 nm) y a naranja en
metanol (Amax=600 nm); esta molécula presenta todos las requisitos
espectroscopicos deseados para aplicaciones biologicas; absorcion en el espectro
visible (> 400 nm) alto coeficiente de absorcion, alto rendimiento cuantico de
fluorescencia, fotoestabilidad y ademas un solvatocromismo fuerte, la imagen D)
de la misma figura presenta las estructuras de los derivados estructurales de
Prodan, los cuales exhiben un solvatocromismo y coeficiente de absorcion dos
veces mayor que su analogo, una absorcion de dos fotones dos veces mas
grande, absorcion y emision de desplazamiento al rojo y mayor fotoestabilidad, en
B) se presenta la ecuacion lineal que describe el cambio del momento dipolar en el
estado excitado, donde v, es la energia de emision maxima y v, la energia de
absorcion, la pendiente es Af que involucra a la constante dieléctrica [ y al indice
refractario del medio n, al momento dipolo de la molécula excitada (x,), al
momento dipolo de la molécula en estado basal (u;/g) con la constante de Planck
(h), la velocidad de la luz (¢) y el volumen de una esfera con radio a y una
constante C. En C) de la misma imagen se observa el aumento de los
desplazamientos de Stock en los derivados estructurales de Prodan (FRO y FR8)

respecto a la polarizabilidad, empleando disolventes apréticos.!

* valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002,221.
3 Kucherak, O.; Didier, P.; Mély,Y. and Klymchenko,A. ,Fluorene analogues of prodan fluorescence
brightness and solvatochromism. J. Phys. Chem. Lett. 2010, 1, 616—620.
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Debido al complejo acoplamiento de muchas interacciones y procesos
dindmicos, el fendmeno de solvatocromismo sigue siendo en parte desconocido.
Con el estudio de la molécula Prodan se ha podido correlacionar este fenémeno
con modificaciones estructurales inducidas por disolventes, efectos de
polarizacion, solubilidad, interacciones de enlaces de hidrégeno soluto-disolvente
y agregacion de solutos. La interaccion compleja entre disolvente-solvente y los
fuertes efectos de la formacion de puentes de hidrégeno no sélo pueden conducir
a grandes cambios solvatocromicos, también pueden afectar la naturaleza de las

especies fluorescentes reduciendo su rendimiento cuéntico de fluorescencia.*

Los sitios de solubilizacion de las sondas extrinsecas son determinados por su
identidad quimica y las interacciones especificas resultantes que pueden ser

estabilizadas dentro la region o sistema a explorar.®

B)
; (.-}
o, -0, = (ar) el
hc a
A
-1 n —1
Af = f(e)- f(n*) =
2e+1 2n* +1
C D)
7000+ ) ( (
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& 5000
% 4000 _
® o H CgHy
@ 3000+ Y Y
g 2000 = : l:;:gan Prodan FRO FRS
1000 FR8 Au=7D Au=14D Au=14D
0 . . . . , .
0.00 0.05 0.10 015 020 025 0.30 +0.5D
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Figura 8.-A) Solvatocromismo de Prodan en tres disolventes, B) Ecuacion de Lippert para el
calculo de momento dipolar de una molécula en estado excitado, C) Gréfica de desplazamiento de
stokes contra la funcion de orientacion de polarizabilidad de Prodan, FRO y FR8 en disolventes
aproticos y D) Estructuras de Prodan y los dos derivados sintetizados por Kucherak y

colaboradores **

32 Marini, A.; Mufioz, L.; Biancardi, A. and Menucci, B. What is solvatochromism?. J. Phys. Chem. B.
2010,114, 51.
** valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH. Germany. 2002, 14

17



2.5.-Microscopia de florescencia

La microscopia de fluorescencia es un método eficaz y util cuando se requiere
lograr la localizacion especifica de una estructura y un contraste al medio en el
gue se encuentra, ademas de ser una herramienta que facilita significativamente
las aplicaciones de bioimagen de compartimentos celulares. El empleo de sondas
fluorescentes es crucial en esta técnica por su alta sensibilidad, especificidad,
rapida respuesta y facil uso, ademas de su amplia versatilidad, pues pueden
proporcionar visualizacion directa e informacion dindmica relativa a la localizacion
y cantidad de biomoléculas de interés®, haciendo uso de nanocristales semicon-

ductores, proteinas fluorescentes o moléculas organicas.

Los fluoréforos organicos pueden formar enlaces covalentes o no covalentes
con la muestra a ser analizada, produciendo los respectivos conjugados o com-
plejos que pueden mostrar fluorescencia de longitudes de onda cortas hasta

longitudes muy largas, dependiendo del marcador usado.*

Se han propuesto diferentes técnicas para la discriminacion de sondas
fluorescentes en microscopia de fluorescencia, como son la fotoactivacién por
isomerizacion cis-trans de fluoréforos o saturacion de transiciones electronicas
como por agotamiento de la emision estimulada (STED). En estas técnicas el
fluoréforo presenta un estado en el que ya no puede ser excitado o puede serlo,
pero no emite fluorescencia en el canal de deteccién. *® Por medio de este anélisis
se pretende obtener sondas fluorescentes con rendimiento cuéntico de fluores-

cencia de 1.0.

Un problema comin con la microscopia de fluorescencia convencional y
confocal es el fotoblanqueo de los fluoréforos. Un fluoréforo blanqueado puede
provocar fototoxicidad y reacciones quimicas adicionales, ademas de limitar el
tiempo de grabacion ocasionando dafio irreversible a las células vivas y afectando

las observaciones microscopicas.

** Zhu ,H.; Fan, J.; Du, J. and Peng X. Fluorescent Probes for sensing and imaging within specific cellular
organelles. Acc. Chem. Res. 2016, 49, 2115-2126.

** Samerio, M. Fluorescent labeling of biomolecules with organic probes. Chemical Reviews, 2009, 109:1.

*® Birk, U. Super-resolution microscopy. A practical guide.1* ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017, 12.
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Un gran namero de parametros influyen en la actividad de la fluorescencia y en
principio cualquier proceso que tenga un efecto en la emision de fluorescencia
puede aplicarse como mecanismo de contraste. La seccién transversal de absor-
cion donde los fluoréforos generalmente se optimizan para producir maxima inten-
sidad de fluorescencia, depende de la configuracion de los electrones en la molé-
cula, pero también de su orientacién con respecto al estado de polarizacion con
respecto a la luz incidente.

La excitacion del fluoréforo estd dada por su rendimiento cuéntico de fluor-
escencia, un cambio en éste es observado en dos esquemas de contraste de
decaimiento de emision: el apagamiento y la energia de transferencia de energia.
El apagamiento sucede cuando un fluoroforo puede colocarse en una
configuracion quimica o estructural, de tal manera que la configuracion electronica
sea desfavorable para la emision de fluorescencia, mientras que la transferencia
de energia ocurre cuando la configuracion estructural se da cuando un fluoréforo
forma un sistema electronico conjunto con un fluoréforo vecino, este fenbmeno es
altamente improbable cuando la distancia entre las dos moléculas es del orden de
nanometros, lo cual resulta en el apagamiento de la fluorescencia y la banda de

emision que se observa corresponde a otro tipo de molécula.

La emision de fluorescencia es un proceso mecanico cuantico, de naturaleza
estocastica y que puede ser cuantizada donde el namero de fotones de
fluorescencia detectados sigue una distribucion de Poisson. La vida util de una
particula capaz de convertir la luz absorbida en fluorescencia es finita, como la
molécula sufre una serie de transiciones entre el estado excitado y el estado
basal, existe la probabilidad de que aquella se disocie, sufra cambios electronicos
(ionizacion) o reacciones quimicas alternas, es decir, la molécula tiende a perder
la intensidad de fluorescencia por un proceso conocido como blanqueamiento
(figura 9), que a menudo es inducido por la iluminacibn de una muestra con
excitacion de luz o bien, por la adicién de fluor6foros en un ambiente quimico
adecuado, cuando las moléculas sufren una descomposicion quimica por la

excitacion con luz, entonces sucede la fotélisis.
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El tiempo de vida util de fluorescencia, el tiempo de vida del estado triplete y el
tiempo de estado radical, son factores que caracterizan la emisién de
fluorescencia y que son empleados como mecanismos de contraste en
microscopia de fluorescencia.*’

i blanqueado blanqueado
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Figura 9.- Mecanismos de fotointerrupcion mas comunes.

Los mecanismos de fotointerrupcién pueden o no inducir a un blanqueamiento
de la molécula fluorescente,® en la figura 9 se observan distintos mecanismos de
intercambio de fotones empleados en microscopia de fluorescencia de super
resolucién; (a) representa la fotoactivacion por medio de radiacion ultravioleta de
una molécula no fluorescente en estado oscuro (D) a un estado fluorescente (F),
gue al ser irradiado con luz visible conduce a su blanqueamiento, (b) es el cambio
de un estado fluorescente F1 a un estado fluorescente F2, que al ser estimulado
con luz visible se blanquea, este proceso es conocido como fotoconversion. En la
imagen (c) y (d) ocurren la fotoactivacion y fotoconversion reversibles, respectiva-
mente, lo que significa que al irradiar el estado fluorescente F1 o F2 no ocurrira

blanqueamiento de la molécula.

* Birk, U. Super-resolution microscopy. A practical guide. 1 ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017, 38-
42.

** Birk, U. Super-resolution microscopy.A practical guide. 1% ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017, 67.
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En (e) de la misma figura se presenta otro tipo de fotoconversién, haciendo uso
de fotointerruptores en un sistema FRET, por ejemplo, los fluoréforos en estrecha
proximidad a un extintor fotocromico (PQ) pueden ser apagados o “prendidos”
mediante la formacion de un fotoproducto (PPQ) con desplazamiento al rojo,
generado por la iluminacién con luz UV.

Los fluoro6foros empleados en técnicas microscépicas que dependen de
fluorescencia, deben estar protegidos de las reacciones quimicas que pueden
destruir o descomponer al compuesto. Los fluoréforos en estado excitado
presentan mayor inclinacién en su estructura con el fin de reaccionar con otras
moléculas bioldgicas, por lo tanto, el proceso de blanqueamiento es mas probable

gue afecte a los fluoréforos en su estado excitado que en su estado basal.
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Figura 10.-Esquema simplificado de la transicion de un fluoréforo de su estado encendido a su
estado apagado por intervencion del microambiente.

Los principales causantes del fotoblanqueo son el oxigeno molecular y radicales
libres, no obstante, el cambio de una molécula fluorescente de su estado
encendido a inactivo o apagado puede ser el resultado de un cambio

conformacional o el efecto de una asociacion o disociacién de un grupo funcional
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quimico, como una desprotonacion, oxigenacion o hidroxilacion del fluoroforo,
dando como resultado una molécula no fluorescente o con cambios en su
absorcion o espectro de emision, siendo asi que la transicibn puede ir
acompafada de un cambio en los niveles de energia electrénica o de un cambio

relativo en las constantes de velocidad de las tasas de transicién (figura 10).*

% Birk, U. Super-resolution microscopy. A practical guide. 1% ed. Weinheim, Germany:WILEY-VCH. 2017, 45.
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3.- Hipotesis

Es posible desarrollar sondas fluorescentes para cuantificar el estatus de salud
mitocondrial 'y su comunicacion interorganelar mediante observables

fisicoquimicos como la polaridad.

4.- Objetivos

4.1.- Objetivo general

Realizar la sintesis y caracterizacion quimica de sistemas moleculares

fluorescentes de disero fotofisico.

4.2.- Objetivos particulares

- Llevar a cabo la sintesis y caracterizacion de un fluoréforo de alto rendimiento

cuantico de fluorescencia.

- Sintetizar un derivado fluorescente con propiedades fotofisicas modulables, es
decir, altamente dependiente de las propiedades del medio local, como polaridad o

microviscosidad.

- Llevar a cabo la conjugacién de ambos fluoroforos y estudiar las propiedades

fotofisicas de dicho conjugado, tales como absorcién UV-Vis y fluorescencia.
-Caracterizar el conjugado fluorescente.

- Realizar un estudio in vitro mediante microscopia confocal en lineas celulares

bajo diferentes estimulos de alteracién de membranas subcelulares.
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5.- Discusion de Resultados

5.1.- Sintesis y caracterizacion

La sintesis de un primer fluoréforo se realiz6 a partir de dos compuestos

previos, conocidos en este escrito como Prl (precursor 1) y Pr2 (precursor 2).

Se sintetiz6 inicialmente el &cido 2-(4-(dimetilamino)-2-hidroxibenzoil)-
benzoico (Prl) mediante una modificacion a la reaccion de acilacion de Friedel-
Crafts entre 3-(dimetilamino) fenol y 2-benzofuran-1,3-diona (anhidrido ftalico).

/@\ 1. Tolueno, 120 °C, 24 h COOH
~ +
N OH

| 2. NaOH, 90 °C, 24 h O o
>N OH

Pr1

Esquema 1.-Sintesis de acido 2-(4-dimetilamino-2-hidroxibenzoil) benzoico (Pr1)

La sintesis de dicho producto se realizé en dos fases. En la primera fase de
reaccion se obtuvo un intermediario cargado y la posible formacion de un derivado
de rodamina color morado (esquema 1.1). En la segunda fase de reaccion, una
vez evaporado el tolueno, se realiz6 la hidrélisis del intermediario, asi como de la
rodamina formada, empleando hidroxido de sodio al 35 % m/m. El avance de
reaccion se monitoreé por cromatografia de capa fina (TLC) y una vez terminada,
se neutralizé por adicién de &cido clorhidrico hasta llegar al punto de precipitacion
maxima. El producto crudo se purific6 mediante recristalizacion por par de

disolventes MeOH: H,0, obteniendo un sélido cristalino color violeta.

La zona aromatica del espectro de RMN 'H (espectro 1.1) de Pr1 mostré dos
pares de dobletes a 6.90 y 6.08 ppm y a 8.10 y 7.36 ppm atribuibles a los
hidrogenos 5 y 6 del anillo trisustituido y a los hidrégenos 3 y 6 del &cido benzoico
respectivamente, un par de tripletes en 7.63 y en 7. 53 ppm, correspondientes a
los hidrégenos en la posicién 5 y 4 del acido benzoico y un singulete a 12.44 ppm,
sefal del hidrégeno del grupo acido, la zona alifatica del mismo espectro mostro

un singulete a 3.03 ppm que corresponde a los metilos del grupo amino.
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I COOH
\,}l O o O ITI/

Esquema 1.1.-Posible rodamina formada en la primera fase de la reaccion de sintesis de Pr1.

El espectro de RMN *3C, (espectro 1.2) puso en evidencia los 16 carbonos que
presenta la molécula Prl1, observandose que los carbonos alifaticos de los metilos
del grupo amino proporcionaron sefiales a frecuencias de 39.98 ppm, los carbonos
del grupo carbonilo a 198.25 y 170.24 ppm y los metinos de los anillos arométicos
presentaron desplazamientos desde 97.78 hasta 165.61 ppm. En el espectro de IR
(espectro 1.3) se observé una banda ensanchada a 3195.67 cm™ caracteristica
del grupo OH, cercana a ésta se identifico la sefial correspondiente al enlace N-
CHj3 atribuible al grupo amino trisustituido del grupo benzoilo de la molécula. La
masa exacta calculada para C;6H15sNO,4 fue de 285.1001, mientras que el espectro
de masas (ESI m/z) evidencié la masa de 286.1298 (espectro 1.4), por lo anterior
se asumio que el producto obtenido era igual que el esperado. Como analisis
complementario se realizé RMN de dos dimensiones para comprobar la asociacion

de los protones entre si y los protones con los carbonos correspondientes.

Se observo que Prl presenta propiedades colorimétricas y de solubilidad en
funcién del pH, pues al disminuir el pH se encuentra en su forma acida, y el
compuesto resultante es color café y al aumentar el pH se encuentra en su forma
ionizada (color violeta), ademas de los cambios de color observados se presentan

fendmenos de equilibrios simultaneos entre pH y solubilidad.

Mediante una reaccion de condensacion aldolica de Prl con ciclohexanona se
sintetiz6 perclorato de 9-(2-carboxifenil)-6-(dimetilamino)-1,2,3,4-tetrahidroxantilo
(Pr2), como se muestra en el esquema 2, la reaccion se monté a 0 °C para evitar
gue sucedieran reacciones de condensacion cetona-cetona entre la
ciclohexanona, ademas de afiadir en el orden especifico los reactivos, primero Prl
y por ultimo la ciclohexanona, fue monitoreada cada hora mediante TLC y se
determind un tiempo de reaccién de 2.5 horas, pues los reactivos se habian

consumido por completo. El producto se obtuvo mediante precipitacién con acido
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perclérico y se purific6 mediante cristalizacion con acetona, obteniendo asi un
solido iridiscente rojo-verde (espectro 2.1). Se observo la esterificacion de Pr2 si el
precipitado se recristalizaba en metanol (espectro 2.2).

® o
COOH H,S0,, 60 °C, 2.5 h
o + HCIO,
h

OH
Pr1

Esquema 2.-Sintesis de perclorato de 9-(2-carboxifenil)-6-(dimetilamino)-1,2,3,4-tetrahidroxantilo
(Pr2)

El espectro de RMN 'H (espectro 2.1) de Pr2 presenté dos pares de multipletes
de 1.79 a 1.75 ppm y de 2.00 a 1.95 ppm atribuibles a los hidrégenos 3y 2 de los
metilenos del ciclohexeno, dos tripletes a 3.13 y 2.29 ppm, correspondientes a los
hidrogenos de los metilenos 1 y 4 del mismo anillo, ademas se aprecian sefiales
muy parecidas a las observadas en RMN *H de Prl con ligeros desplazamientos,

debido a la presencia del grupo oxonio y el hexano en la estructura de Pr2.

Por medio del espectro de RMN **C (espectro 2.3) se observaron 22 sefiales,
unas de ellas muy cercanas debido a la similitud del entorno quimico del carbono
desde 134.12 a 117.24 ppm, se observo la sefal caracteristica del carbono del
acido alrededor de los 170 ppm y a diferencia del espectro de RMN **C de Pr1, ya
no se observa la sefial de un grupo cetona. El espectro de IR pone en evidencia
los grupos COOH y amina terciaria a longitudes desde 2800 hasta 3570 cm™,
ademas de presentar una banda a 1278.91cm™ atribuible al enlace de C-O-C del
grupo oxonio en la molécula, los resultados por medio de espectrometria de
masas de (ESI m/z) calculada para CaH2,NO3" 348.1599, se encontré6 en
348.1862.

Como se discutié con anterioridad, el fenédmeno del color se produce cuando

una especie quimica posee en su estructura grupos funcionales o a&tomos con
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capacidad de absorber luz a longitudes de onda especificas.** Cuando la
superficie de un objeto presenta irregularidades en magnitudes microscoépicas
cercanas a las longitudes de onda de la luz, se producen redes de difraccion, al
pasar la luz por estas redes es dispersada en todas direcciones, que al interferir
entre si, dependiendo del angulo de incidencia de los rayos, estas se suman
produciendo una nueva longitud de onda,** lo que conduce al fenémeno de
iridiscencia observado en Pr2, el cual posee una estructura macroscopica

compleja y limitante para la formacion de cristales.

En el esquema 3 se presenta la sintesis planteada para perclorato de 9-(2-
carboxifenil)-6(dimetilamino)-4-(3-(4-(dimetilamino)fenil)aliliden)-1,2,3,4-tetrahidro-
xixantilo (RCin). Pr2 se hizo reaccionar con (E)-3-(4-dimetilaminofenil)acril-
aldehido mediante una reaccion tipo Wittig, en dicha reaccion ocurre la formacion
de un carbanion en la posicion alfa al enlace carbonilo en el anillo xanteno y
posteriormente un ataque nucleofilico. Esta reaccion se montd en bafio de hielo y
en atmosfera de argén para aumentar la selectividad, y se observo mediante TLC
gue al cabo de 3 h la materia prima ya se habia consumido en su totalidad. Para
purificar el producto se realizd6 cromatografia en columna empleando mezcla de
DCM:MeOH como eluyente, de la cual se obtuvo un solido de coloracién azul-

dorada.

Anhidrido acético

60°C,3h

Esquema 3.-Sintesis de Perclorato de 9-(2-carboxifenil)-6(dimetilamino)-4-(3-(4-(dimetilamino)
fenil) aliliden)-1,2,3,4-tetrahidroxixantilo (RCin)

0 Contreras, R. El Origen del color en la naturaleza. Una introduccién a la quimica del color. 1° ed.
Venezuela. Publicaciones Vicerrectorado Académico CODEPRE 2007, 27

*! Fenémeno iridiscente, una chispa al futuro Sin fecha Recuperado de
https://www.feriadelasciencias.unam.mx/anteriores/feria22/feria011_02_fenomeno_iridiscente_una_chios
pa_al futuro.pdf]
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La caracterizacién por RMN *H de RCin (espectro 3.1) presenta dos tripletes en
7.80 y 7.68 ppm, correspondientes a los protones del carbono 5 y 6 del acido
benzoico respectivamente, ademas del singulete a 7.05 ppm, atribuible al protén
gue se encuentra en medio de los grupos oxonio y amino, se presentan también
dos dobletes que integran para dos hidrogenos cada uno, con un desplazamiento
de 7.43 ppm para los protones 2 y 6 y un desplazamiento de 6.71 ppm para los
protones en la posicién 3 y 5, correspondientes al anillo bencenico derivado tipo
cinnamaldehido, los cuales presentan similitud en su ambiente electrénico y son

reconocidos como simétricos por el espectrofotémetro.

Se observan dos singuletes que integran para seis protones cada uno, con un
desplazamiento de 2.94 y 2.93 que corresponden a los metilos de los grupos
amino en la molécula y tres multipletes que integran para dos protones cada unoy

corresponden al hexano vecino al ion oxonio.

En el espectro de RMN *C (espectro 3.3) se observé la sefial del carbono del
grupo acido carboxilico a 165.7 ppm, mientras que las sefiales proporcionadas por
los carbonos de los grupos metilo de las aminas sustituidas se observan desde 20
hasta 40 ppm, de 135 a 112 ppm los metilenos de los anillos aromaticos y el
enlace C-O-C aromatico cercano a 150 ppm. Por su parte, el espectro de IR
(espectro 3.4) presenta una banda en 1084.64 cm™ particular de los enlaces C-O-
C, una sefial en 3535.57 cm™ correspondiente al grupo &cido y la banda en
2808.48 cm™ correspondiente al enlace N-CHs. Por espectrometria de masas (ESI
m/z) calculada para CasH33N>Os" 505.2569 y encontrada de 505.2482. Se observé
la formacion de la especie esterificada de RCin durante la reaccion (ver espectro

3.2), resultando en sélido azul.

El segundo fluoréforo 6-amino-2-(2-aminoetil)-4H-benzoisoquinolina-1,3(2H)-
diona (Naph) se sintetiz6 siguiendo las especificaciones del esquema 4. La
purificacion de este producto se realiz6 mediante cromatografia en columna
obteniendo un soélido naranja-rojizo que al solubilizarse se observaba un color

amarillo muy luminoso.
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NH,

0._0__0O o._N_O
120 °C, 6 h
HzN/\/NHz + OO OO
NH, NH,
Naph

Esquema 4.-Sintesis de fluor6foro 6-amino-2-(2-aminoetil)-4H-benzoisoquinolina-1,3(2H)-
diona (Naph)

El espectro de RMN 'H (espectro 4.1) presenta dos tripletes a 2.76 y 4.02 ppm,
correspondientes a los protones del carbono 1 y 2 de la cadena alifatica de la
molécula, ademas de un tercer triplete con desplazamiento de 7.66 ppm que se
atribuye al proton del carbono en la posicion 6 del anillo naftalico, las sefiales
atribuibles a los protones vecinos a éste se observan a 8.61 ppm y 8.42 ppm, se
presentan también dos dobletes a 6.84 y 8.19 ppm, correspondientes a los
protones de los carbonos 1 y 2 del anillo naftalico y una sefial en 7.41 ppm
correspondiente a los protones de la amina primaria. En el espectro de RMN **C
(Espectro 4.2) se observaron 13 sefiales, las sefales en 164.46 y 163.59 ppm
corresponden a los carbonos C=0, la sefal en 153.09 ppm es atribuible al enlace
C-N vecino a los enlaces C=0, las sefiales correspondientes a los carbonos
aromaticos se observaron desde 134.35 hasta 108.14 ppm y a 42.74 ppm el

desplazamiento de la sefal del carbono unido a una amida.

El espectro de IR (Espectro 4.3) pone en evidencia los grupos imida a 1675.40
cm™ y amina primaria a 3495.23 cm'’. El espectro de masas (ESI| m/z) mostré una

masa calculada para C14H13N302, 255.28 y encontrada de 256.108.

La sintesis de perclorato de 9-(2-(2-(6-amino-1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoqui-
nolin-2(3H)-il)etil)carbamoil)fenil)-6-(dimetilamino)-4-(-3-(4-(dimetilamino)fenil)alili-
den)-1,2,3,4-tetrahidroxantilo (RCN) se realizé a partir del acoplamiento de RCin y
Naph explorando diversas metodologias propuestas en la bibliografia (Ver tabla 1)
para finalmente seguir el Esquema 5 de sintesis, el cual proporcioné mayor
rendimiento (40 %). La reaccién se monitoreo por TLC y se determiné un tiempo

de reaccion de 24 horas, donde los reactivos se consumieron en su totalidad. La
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purificacion del producto crudo se realizO mediante columna cromatografica

DCM:MeOH, obteniendo un sélido café amarillento.

clo,
\ NH,
N
/ COOH

o._N_O

‘O C82C03 /HBTU
+ >

DMF, 24 h, 90 °C

RCin Naph RCN

Esquema 5.-Sintesis de perclorato de 9-(2-(2-(6-amino-1,3-dioxo-1H-benzo[de]isoquinolin-
2(3H)-il)etil)carbamaoil)fenil)-6-(dimetilamino)-4-(-3-(4-(dimetilamino)fenil)aliliden)-1,2,3,4-
tetrahidroxantilo (RCN)

El espectro de RMN 'H de RCN presenta dos tripletes en 7.60 y 7.56 ppm,
correspondientes a los protones del carbono 5 y 6 del acido benzoico, la sefial en
7.56 ppm integra para dos protones atribuidos al carbono en la posicion 6 del
anillo naftalico, también se observa la sefial singulete del proton que se encuentra
en medio de los grupos oxonio y amino, con un desplazamiento en 6.97 ppm, una
sefial en 7.41 ppm correspondiente a los protones de la amina primaria unida al
anillo aromatico de Naph, dos dobletes en 7.56 ppm para los protones 2y 6 y en
6.72 ppm para los protones 3 y 5 correspondientes a los carbonos simétricos del
anillo bencénico proveniente del cinnamaldehido, dos tripletes en 3.43 y 2.98 ppm,
correspondientes a los protones derivados de la cadena alifatica de Naph, dos
singuletes a 2.94 y 2.61 ppm gue integran para 6 protones cada uno y que
corresponden a los metilos de los grupos amino provenientes de RCin El espectro
de RMN *3C presenté a 169.30 ppm la sefial del carbono del &cido benzoico, las
sefales en 164.90 y 163.91 ppm se atribuyen a los carbonos C=0 del grupo imida,
mientras que el enlace C-N de este grupo presenta la sefal en 152.70 ppm, las

sefales correspondientes a los metilenos de los anillos aromaticos se observaron
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desde 134.93 ppm hasta 105.99 ppm, las sefales proporcionadas por los

carbonos de los grupos metilo se observan alrededor de 40 a 20 ppm.

El espectro de IR pone en evidencia los grupos COOH (1719.10 cm™), amina
terciaria (3249.27 cm™), enlace amida (3443.88 cm™), imida O=C-N-C=0 (1687.06
cm™), C=N (1638.73 cm™), amina unida a anillo aromético (1377.25 cm™) y C-O-C

(1126.03 cm™). El espectro de masas (ESl+, m/z) evidencié una masa calculada
para C47H4sNsO4 de 742.34 y encontrada de 742.3413.

Base Agente de Medio de Condiciones
acoplamiento reaccion

DIPEA HBTU DMF 2 h, T ambiente

DIPEA HBTU DMF 1 h, T ambiente

DIPEA HBTU DMF 20 h, T ambiente

DIPEA HBTU CH.Cl, 24 h, T ambiente
CayCOs3 HBTU DMF 1h, Tamb, 6 h,90°C, 13 h, 6°C
CaCOs --- DMF 90°C, 24 h

DIPEA EDCI DMF 90°C, 24 h

Tabla 1.-Condiciones de reacciones exploradas para la sintesis de 9-(2-(2-(6-amino-1,3-dioxo-
1H-benzo[delisoquinolin-2(3H)-il)etil)carbamoil)fenil)-6-(dimetilamino)-4-(-3-(4-
(dimetilamino)fenil)aliliden)-1,2,3,4-tetrahidroxantilo (RCN).

En general, la formacién de amidas a partir de aminas y acidos carboxilicos

implica la activacion del grupo carboxilo, ya sea por la conversion previa a un

agente acilante mas reactivo, tales como el cloruro de acilo, anhidridos o ésteres

activos, o activacion in situ por el uso de agentes de acoplamiento, tales como el
DCC, HBTU o HOBt.*

42 Wade, L. and College, W. Organic Chemistry. 8" ed. Pearson Education. USA. 2013, 960.
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5.2.-Caracterizacion optica por espectroscopia estatica

Los compuestos sintetizados presentaron emision de fluorescencia en disolucion
al ser irradiados con luz UV, en este sentido, Naph fue el compuesto que
evidencié mayor fluorescencia. Con el fin de determinar el espectro de absorciony
emision de los compuestos sintetizados, asi como el comportamiento del
conjugado fluorescente (RCN) ante diversos cambios en el medio, se procedié a

realizar pruebas de fluorescencia.

g
o

(a.u.)

Absorcion en cloroformo

Prl CHCI,
——Pr2 CHCl,
— Rcin CHCI,
— RcinE CHCI,

Absorcién en acetona

=
o

Prl acetona
— Pr2 acetona
— Rcin acetona
—— Rcin E acetona

— RCN acetona

—— RCN CHCl, — NAPH acetona

—— NAPH CHCI,

o
3
!

Intensidad deoabsorcién (a.u,.)
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L

Intensidad de absorcién

o
o

T = T
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Absorcién en dimetilsulféxido (DMSO)

—— Pr1 DMSO
—— Pr2 DMSO
— Rcin DMSO
—— Rcin E DMSO
—— RCN DMSO
— NAPH DMSO

~.

Intensidad de absorcion (a.u.)

600 800
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c)

Figura 11.-Espectros de absorcion UV-Vis de los precursores 1y 2, RCin, Rcin esterificado,
Naph y RCN en a) Cloroformo b) acetona y c) DMSO

En la figura 11 se presentan los espectros de absorcion en disolucion de los
compuestos sintetizados en un disolvente no polar (cloroformo) y en dos
disolventes polares aproticos (DMSO y acetona). En los espectros de los
precursores 1y 2, Naph, RCin y RCN se observa un ligero ensanchamiento y
desplazamiento minimo de la banda espectral hacia longitudes de onda mayores a

medida que aumenta la polaridad del medio.
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Una molécula en su estado electrénico fundamental Sy exhibe cierta geometria
y solvatacion, pero una vez excitada, estas caracteristicas cambian rapidamente a
formas o valores favorables para el estado S;, esta reestructuracion debe
disminuir la energia de la molécula ya excitada, resultando en el desplazamiento

de las bandas de absorcion a una longitud de onda mayor.

En disolucién RCin, al tener como grupo funcional un acido carboxilico, presenta
propiedades acido base, en donde la desprotonacion conduce a la ciclacién de la
molécula formando una espirolactona, este mismo arreglo puede suceder en
disolventes polares, donde la interaccion disolvente-soluto promueve la formacion
de puentes de hidrégeno, generando asi especies resonantes. Por |o tanto, esta
especie “cerrada” presenta absorcién a dos longitudes de onda en disolventes
polares proticos como el agua y metanol (figura 12); la banda de mas alta energia
(entre 500-530 nm) que se asocia a la absorcion del estado localmente excitado,
mientras que la banda de menor energia (700-750 nm) corresponde a transiciones
de transferencia de carga, mientras que disolventes de menor polaridad como

cloroformo, acetona y DMSO se observa absorcion solo a una longitud de onda.

Absorcion en metanol Absorcién en agua
.

Iy

o
g
=)

—— Prl MeOH —Pr1H,0

—— Pr2 MeOH

—— Rein MeOH Pr2 H,0

—— Rcin E MeOH —RcinH,0
——RCNH,0

—— NAPHH,0

(a.u.)

—— RCN MeOH
—— NAPH MeOH

o
3
!

o
Intensidad de absorcién (a.u.)

Intensidad de absorcién

N

o
o

400 600 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

a) b)

Figura 12.- Absorcion de los precursores 1y 2, RCin, Rcin esterificado, Naph y RCN en a)
metanol y b) agua

Por otro lado, el anélogo esterificado de RCin presento fluorescencia solo de la
especie abierta, pues la presencia de un grupo funcional en lugar del grupo &cido
carboxilico de su analogo, no permite tener equilibrios acido-base, y por lo tanto, la

capacidad de formar la especie “cerrada”.
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Los espectros de absorcion y de emision se relacionan, aproximadamente,

como un objeto a su imagen en un espejo si el espaciado de los niveles

vibracionales no es muy distinto y las probabilidades de las transiciones son

parecidas. En la figura 13 se presentan los espectros de emisién en cloroformo,

acetona y DMSO de las moléculas sintetizadas.
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Figura 13.- Espectros de emisién de los precursores 1y 2, RCin, Rcin esterificado, Naph y RCN

en a) Cloroformo b) acetona 'y ¢) DMSO

Cuando una molécula presenta un momento dipolar en estado excitado mayor

al momento dipolar en estado basal, la emision de fluorescencia se vera alterada

por el momento dipolar del disolvente, de manera que entre mayor formacién de

interacciones débiles entre la molécula y el disolvente, la fluorescencia se vera

desplazada a longitudes de onda de menor energia. En la figura 13 se observa

gue la emision de fluorescencia disminuye en disolventes de mayor polaridad y un

ligero desplazamiento batocromico (corrimiento hacia el rojo), lo anterior deja en

evidencia la influencia de la polaridad de medio en las transiciones electrénicas.
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En el caso particular de RCin y RCin esterificado, se observa un abatimiento
casi en su totalidad de la fluorescencia de la especie esterificada. Las moléculas
de estructura planar, rigida, con dobles enlaces conjugados y de gran energia de
resonancia suelen ser fluorescentes, si la configuracion electrénica o la rigidez en
la molécula es modificada, se favorece un aumento de la velocidad de conversiéon
interna y en consecuencia pérdidas de energia que producen disminucion o
pérdida total de la fluorescencia.*® Tal es el caso de RCin, que al esterificarse
pierde rigidez en su estructura molecular ocasionando que la fraccion no rigida
sufra vibraciones de baja frecuencia en comparacién con el resto de la molécula,
perdiendo asi la capacidad de emitir fluorescencia, mientras que RCin en su forma
acida presenta propiedades solvatocromicas (figura 13.1.), es decir, la localizacion
de su espectro de emision y absorcion dependen de la polaridad del disolvente y

se evidencia por cambios de color de la molécula en disolucion.

Figura 13.1.- Solvatocromismo de RCin en tres disolventes distintos.

Muchos aldehidos y cetonas tienen niveles excitados n — ©* bajos, exhibiendo
bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia. El espectro de emisién en medios
polares proticos (figura 14) de RCin presenta dos bandas diferentes: la primera
(450-480 nm) corresponde posiblemente a la emision del estado localmente
excitado. La segunda banda (550-600 nm) es probable que se deba a la emisién
del estado de transferencia de carga. Como se puede apreciar en las figura 13 y
14, la emisién de fluorescencia de RCin se ve eclipsada en su totalidad por la
fluorescencia que proporciona Naph en el conjugado fluorescente final (RCN),

dando como resultado que RCN emita fluorescencia a una longitud de onda muy

** Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 52-63
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similar a Naph pero de menor intensidad y con un ligero desplazamiento

hipsocrémico.

Emisién en metanol Emisién en agua
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Figura 14.- Espectros de emisién de los precursores 1y 2, RCin, Rcin esterificado, Naph y

RCN en a) metanol y b) agua

Se presenta un efecto hipocromico de la fluorescencia de los precursores, de
RCin y de su forma esterificada al cambiar de metanol a agua como disolvente,
sin embargo, en la situacion de los espectros de RCN y Naph, en metanol, la
fluorescencia de ambos compuestas presenta diferencias minimas, siendo la
fluorescencia de RCN préacticamente igual que la de Naph, mientras que en agua,
la fluorescencia disminuye mas del doble, en el caso de Naph y, mas de cinco
veces en el caso de RCN. Se infiere que las moléculas de agua se encuentran
solvatando a la molécula fotoexcitada, dando como resultado una redistribucion de

carga mejor a la inicial.**

Los compuestos derivados de naftaleno tienen altos rendimientos cuanticos de
fluorescencia (alrededor de 0.55), tal como se observa en los espectros de
fluorescencia de Naph, en donde la presencia de un atomo de nitrdgeno actua
como grupo donador de electrones, induciendo un incremento en el coeficiente
molar de absorcién y un desplazamiento de los espectros de fluorescencia y

absorcion. La presencia de pares solitarios de electrones en los atomos de

“ Peckus,D.; Matulatais, T.; Franckeviclus, T.; Mimaité, V.; Tamulevicius, T.; Simokaitienée, J; Volyniuk, D.;
Gulbinas,V.; Tamulevicius, S. and Grazulevicius, J.Twisted Intramolecular Charge Transfer States in Trinary
Star —Shaped Thiphenylamine-Based Compouds. J.Phys. Chem. 2018, 122, 12. 3218-3226.
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oxigeno y nitrégeno no cambia la naturaleza de las transiciones m — m*en la

molécula orgéanica.*

Con el fin de evaluar la polaridad del conjugado fluorescente (RCN) se realizo
una titulacién dioxano-agua (figura 15). Se observa un efecto batocrémico (de 512
hasta 542 nm) y una disminucion en la intensidad conforme la polaridad del medio
aumenta y la sefial de emision se desplaza a longitud de onda mayores, es decir,
el numero de moléculas solvatadas es mayor en medio no polar que en medio
polar, por lo tanto la configuracién de RCN mas estable se encuentra en dioxano.
Se empleé un par de disolventes con polaridad muy distinta pero con otros
parametros fisicoquimicos similares, con el fin de evitar que los cambios
observados en la emision de fluorescencia estuvieran influenciados principalmente

por cambios en la constante dieléctrica y no en la viscosidad del medio.*®

Titulacién dioxano:agua
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Figura 15.-Espectro de emision de RCN; titulacién dioxano: agua.

En general, los rendimientos cuanticos y tiempos de vida dependen en gran
medida de la naturaleza del compuesto y del medio. En el ensayo de oxidacion de
RCN con peréxido de hidrogeno no se observé un cambio significativo en las
bandas de emision de fluorescencia al aumentar la concentracién de peroxido de

hidrogeno (figura 16).

** Valeur, B. Molecular Fluorescence. Principles and applications. 2" ed. WILLEY-VCH.Germany. 2002, 57.

a6 Raut,S.; Kimball, J.; Fudala, R.; Doan, H.; Maliwal, B.; Sabnis, N.; Lacko, A.; Gryczynski, |.; Dztuba, S. and
Gryczynski,Z. A homodimeric BODIPY rotor as a fluorescent viscosity sensor for membrane- mimicking and
celular environments. Phys. Chem. Chem.Phys. 2014 16,27037-27042.
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Figura 16.-Titulacién de RCN con peréxido de hidrégeno

La sonda fluorescente al ser empleada en sistemas biolégicos se enfrenta a
multiples procesos que lleva a cabo la célula, uno de estos procesos es la
apoptosis. Con el fin de observar el comportamiento de la sonda sintetizada (RCN)
en situaciones de muerte celular, se realizd una titulacion con digitonina,
compuesto con el cual se induciria la apoptosis a la célula en estudios de
microscopia. Se observa que al aumentar la concentracion de digitonina dentro de

la celda, la intensidad de fluorescencia de RCN aumenta (figura 17).

La presencia de un enlace amida en la estructura de RCN, promueve su
funcionalizacion como quimiosensor, pues tiene la capacidad de ciclarse y formar
un anillo de espirolactama, teniendo como consecuencia la pérdida de
fluorescencia, o bien, mantenerse en forma de enlace amida y presentar la
emisién de fluorescencia observada en los ensayos anteriormente presentados. La
sonda responde a cambios en el medio ante la adicion de digitonina, aumentando
asi su intensidad de fluorescencia, con esto se deducen dos posibles sitios de
interaccion entre la sonda y la digitonina®*’; uno es la interaccion entre el hidrogeno
del grupo amida de la sonda con la cadena polisacarida y el otro es la
coordinacion del anillo naftilico con el fragmento analogo al colesterol o bien,

mediante la formacion de micelas de digitonina que encapsulen a la mitocondria.

ad Das, S.; Shekar, H.; Uddin, R.; Rissanen, K.; Mandal, S. and Sahoo P. Differential detection and

guantification of cyclic AMP and other adenosine phosphates in live cells. Chem. Comm. 2017, 53, 7600-
7603
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Titulacion con digitonina
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Figura 17.-Espectro de emision. Titulacion de RCN con digitonina.

En la figura 18 se presenta la curva de titulacion de RCN dependiente del pH.
Se observa un efecto hipocromico al aumentar la basicidad del medio. La
estructura de las amidas presenta un par de electrones no enlazantes en el atomo
de hidrogeno; sin embargo, las amidas son bases muy débiles y por lo tanto se
requiere un acido fuerte para protonarlas. La protonacion se produce en el atomo
de oxigeno del grupo carbonilo, en lugar de hacerlo en el nitrogeno. La débil
basicidad se puede explicar representando como un hibrido de resonancia de la
estructura convencional y una estructura con un doble enlace entre el carbono y el

nitrégeno (Esquema 6).

Esquema 6.-Equilbrio acido base de grupo funcional amida de RCN.

*® McMurry J. Quimica organica. 7™ ed. México. Edit. Cengage Learning. 2008 , 58, 791, 813-815

39



La deslocalizacion del par electronico no compartido del &tomo de nitrégeno
disminuye el caracter parcialmente positivo del carbono carbonilico, y hace que las
amidas sean menos reactivas que otros derivados de &cido carboxilico ante el
ataque de nucledfilos. Las moléculas de amidas con un (o sin) sustituyente en el
atomo de nitrégeno, son capaces de formar enlaces de hidrogeno fuertes. Cuando
al medio acuoso se le afiade base, RCN se desprotona favoreciendo la formacion
de la espirolactama, la cual al ser una cerrada,la estabilidad de la molécula

disminuye y en consecuencia también la fluorescencia.
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Figura 19.-Titulacién espectrofotométrica de RCN dependiente del pH, usando NaOH 0.2 M.

Los espectros reportados en esta seccion confirman que RCN es altamente
sensible a la polaridad del medio y que sus emisiones presentan elevada

dependencia a cambios en el medio gracias al disefio molecular empleado.
5.3.-Bioimagen por microscopia confocal

Tras confirmar que tanto los fluor6foros como la sonda fluorescente son
sensibles al cambio en su medio, se realizaron estudios de microscopia confocal
en células de adenocarcinoma de pulmén humano (SK-LU-1) para demostrar su
uso como sonda fluorescente. En este sentido, se predice que la sonda
fluorescente sintetizada podria reportar cambios entre organelos y subestructuras
celulares, o en células bajo diversas condiciones de enfermedad o bajo el

tratamiento con algun farmaco.
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A partir de la disolucion stock preparada para los experimentos de fluorescencia
se realizaron los ensayos en células, afiadiendo 2 pL de dicha disolucién en la
caja con las células (concentracion final ca. 5 pM). En la imagen 1 se pueden
observar las imagenes obtenidas de las células tefiidas con Naph, RCin y RCN en
diferentes condiciones, se aprecia que la fluorescencia de Naph se distribuye en el
ndcleo y nucleolo de la célula, mostrando mayor intensidad de emision en este
ultimo organelo. Por su parte RCin se localiza en mitocondria con una menor
intensidad de fluorescencia que Naph. Se observa también que RCN posee gran
capacidad fluorescente, tanto en el canal rojo como en el canal verde y se localiza
en mitocondria con alta especificidad a la concentracion empleada. Con estos
resultados se aprecia que la sonda conjugada obtenida conserva la localizacion de
RCin y una intensidad y emision de fluorescencia muy parecida a la de Naph.

C)

Imagen 1.-Imagenes obtenidas por microscopia confocal de la localizacion de A) Naph
(Aex: 582 nm) B) RCin (4., = 520 nm) y C) RCN (1., = 488 nm) en células SK-LU-1. Escala a 20

um
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Para demostrar que RCN se localiza especificamente dentro de las
mitocondrias, se realizO un ensayo con carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona
(CCCP), compuesto que inhibe la fosforilacién oxidativa actuando como ionéforo y
causando un desacoplamiento del gradiente de protones.”En la imagen 2 se
observa un cambio en la intensidad de fluorescencia y una ligera tincion del
citoplasma al afiadir 2 yL de CCCP a la caja previamente incubada con RCN.
Considerando que la matriz mitocondrial es alcalina y tiene un potencial de
membrana negativo,” se favorecera la entrada de una molécula cargada (como lo
es RCN) a través de la ATP-sintasa, al afiadir el CCCP se inhibe este canal y la

molécula es expulsada al medio, es por esto que la fluorescencia disminuye.

Imagen 2.-Imagenes obtenidas por microscopia confocal de A) células SK-LU-1 incubadas 30 min
con RCN (4., = 488 nm) antes de la adicion de CCCP y B) después de la adicion de CCCP.

Si la molécula fluorescente afadida al cultivo celular esta cargada
positivamente, asumiendo condiciones especificas, se acumulara dentro de las

mitocondrias en proporcion inversa al potencial de membrana mitocondrial de

49 Son, M.; Aromataris, E.; Castro, J.; Roberts, M.; Barritt, G. and Rychkov,G. Mitocondrial uncoupler FCCP
activates proton conductance but does not block store-operated CA”* current in liver cells. Archives of
Biochemistry and Biophysics 2010 ,2:495,152.

0 Perry, S.; Norman, J.; Barberi, J.; Brown, E. and Gelbart, H. Mitocondrial membrane potential probes and
the proton gradient:a practical usage guide. Biotechiniques. NIH 2011, 50(2), 99
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acuerdo con la ecuacion de Nernst. Mitocondrias hiperpolarizadas (interior mas
negativo) acumulardn mas molécula fluorescente, e inversamente, si las
mitocondrias estan despolarizadas, serd menor la cantidad de moléculas
fluorescentes dentro de dicho organelo.>

Para garantizar la localizacién mitocondrial de RCN se realizaron experimentos de
colocalizacion con “TMRM” (Tetrametilrodamina metil éster), ésta es una sonda
fluorescente catiénica y lipofilica Gtil para monitorear el potencial de membrana
mitocondrial, > que presenta emison de fluorescencia con desplazamiento al rojo y

penetra en la célula siendo secuestrada por las mitocondrias en actividad.

Imagen 3.-Colocalizacion de RCN con TMRM. En el canal rojo se presenta la fluorescencia de
TMRM, en el canal verde la fluorescencia de RCN y la tercera columna muestra la imagen
compuesta de ambos canales. A) Células incubadas con RCN y adicion de TMRM. B) Células
incubadas con TMRM vy adicién de RCN.

> Perry, S.; Norman, J.; Barberi, J.; Brown, E. and Gelbart, H. Mitocondrial membrane potential probes and
the proton gradient:a practical usage guide. Biotechiniques. NIH. 2011, 50(2), 101.

> Fiskum, G.; Kowaltowski, A; Andreyev, A.; Kushnareva, Y. and Starkov, A. Apoptosis-Related Activities
Measured with Isolated Mithocondria and Digitonin-Permeabilized Cells. Methods in enzymology 2000, .322,
227.
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Con la imagen 3 se demuestra que RCN (canal verde) tifie selectivamente a las
mitocondrias independientemente del orden de adicion de las moléculas (RCN y
TMRM).

Al aumentar la concentracién de la molécula (ca. 7.5 uM) en la célula, se
observé que ademds de penetrar las mitocondrias, se tefiian también, estructuras
circulares similares a los lisosomas, por esta razdén se realiz6 un segundo
experimento de colocalizaciéon con un marcador de lisosomas estandarizado,
LysoTracker. La sonda LysoTracker consiste de un fluoréforo vinculado a una
base débil que esta parcialmente protonada con pH neutro.”®Esto permite que la
sonda penetre sin problema por las membranas celulares y ser altamente selectiva
a organulos acidicos, como los lisosomas. En la imagen 4 A) se presenta en canal
rojo los lisosomas tefiidos con LysoTracker y en canal verde las células tefidas
con RCN en exceso, donde se observa tincion de estructuras circulares ademas
de la mitocondria. En la tercera fotografia de la misma imagen, compuesta por
ambos canales, se observa que hay colocalizacion de los sitios tefiidos con rojo y
verde, con esto se demuestra que RCN tifie también lisosomas ante exceso de

concentracion de la misma en el medio.

Como experimento adicional se afiadié CCCP a las células con LysoTracker y
la sonda fluorescente, con esto se esperaba que la sonda que se encontraba en
lisosoma se liberara y penetrara a las mitocondrias que quedarian “vaciadas” por
efecto del CCCP. Dicho comportamiento no sucedid, pues como se observa en la
imagen 4 B). RCN se liber6 de la mitocondria, pero no de los lisosomas vy, la
sonda liberada se distribuy6 heterogéneamente en la célula, marcando citoplasma,
nacleo, posiblemente mas lisosomas, membrana nuclear y nucleolo, estos dos
ultimos organelos presentaron mayor intensidad de fluorescencia, es posible que
la célula haya entrado a un estado de muerte celular y la sonda se haya internado
en la membrana nuclear y nucleolo por cambios en el potencial de membrana
inducido por CCCP, o bien, que RCN se haya hidrolizado y liberado a Naph, y

ésta tifiera el nucleolo.

> ThermoFisher Scientific. LysoTracker Probes. Disponible en
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L7528
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Imagen 4.-Imagenes obtenidas por microscopiia confocal de A) Colocalizacién de RCN con
LysoTracker y B) adicion de CCCP a células SK-LU-1 tratadas con RCN y LysoTracker.

Las alteraciones mitocondriales son un factor constante en la muerte celular,
siendo identificadas como actoras clave en el proceso apoptético. En respuesta a
varios estimulos apoptoticos diferentes (aumento de calcio intracelular, lesion de
DNA por agentes oxidantes, luz UV, radiaciones ionizantes, farmacos quimiotera-
péuticos, etc.), las mitocondrias liberan al citocromo C, procaspasa 9 y el factor

inductor de apoptosis.®

La mitocondria amplifica la respuesta apoptética, liberando inductores
apoptéticos con capacidad de iniciar la cascada de las caspasas y la permeabiliza-

cion de las membranas.®

Para complementar los datos obtenidos, se realizaron experimentos con cuatro
agentes externos para inducir cambios en las células y comprobar que RCN

funciona como sonda fluorescente capaz de reportar estos cambios en su medio

>4 Fiskum, G.; Kowaltowski, A; Andreyev, A.; Kushnareva, Y. and Starkov, A. Apoptosis-Related Activities
Measured with Isolated Mithocondria and Digitonin-Permeabilized Cells. Methods in enzymology 2000,

322,222
>3 Cascales, M. Bases moleculares de la apoptosis. Anal. Real Acad. Nal. Farm., 2003, 69,58
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local. El peréxido de hidrogeno se empled para causar estrés oxidativo en las
células, la digitonina, el etopdsido y la nistatina se emplearon para inducir la

apoptosis mediante mecanismos diferentes.

El estrés oxidativo severo puede causar muerte celular mediante procesos
apoptéticos. En la imagen 5 se observa el cambio de morfologia de las
mitocondrias después de 40 y 50 minutos de haber sido tratadas con perdxido de
hidrogeno (H.0,), ademas de la disminucion minima de la intensidad de
fluorescencia de la sonda. Un desequilibrio en el estatus prooxidante/antioxidante
en la célula da como resultado estrés oxidativo provocando citotoxidad. El
peroxido de hidrogeno interviene en un proceso conocido como peroxidacion de
lipidos de membrana, generando una especie altamente reactivas con proteinas,

ADN y moléculas suscpetibles. *®

Imagen 5.-Induccién de apoptosis por adicién de peréxido de hidrégeno a células incubadas con

RCN. A) Imagen de las células a los 40 min de afiadido el tratamiento y B) después de 50 min.

6 Gutierrez, J.; Mondragén, P.; Garcia, L.; Hernandez, S.; Ramirez, S. y Nuiez, N. Breve descripcidn de los
mecanismos moleculares de dafo celular provocado por los radicales libres derivados de oxigeno y
nitrégeno. Rev. Esp. Med. Quir. 2014, 19: 446
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La afinidad especifica de la digitonina por los colesteroles les permite
interrumpir selectivamente las membranas plasmaticas de células eucariotas, que
tienen una proporcion alta de colesterol, sin alterar las membranas intracelulares
y, en particular, la membrana interna mitocondrial. Sin embargo, aunque la
membrana interna mitocondrial tiene bajos niveles de colesterol, la membrana
externa contiene altos niveles de colesterol y, por lo tanto, esté sujeta a problemas
estructurales y alteraciones funcionales causadas por digitonina, dependiendo de

la cantidad utilizada.®’

Imagen 6.-Induccién de apoptosis por adicién de digitonina a RCN. A) antes de afiadir digitonina.

B) después de afiadir digitonina.

La degradacién del DNA cromosomico en fragmentos de oligonucledsidos es
una de las caracteristicas de la apoptosis. Estimulos apoptéticos como el
etopodsido,®® radiaciones UV o gamma, inducen la fragmentacion del DNA. La
degradacion oligonucleosémica del DNA en el nucleo de células apoptéticas se

consigue mediante la accién de caspasas activas.

>7 Fiskum, G.; Kowaltowski, A; Andreyev, A.; Kushnareva, Y. and Starkov, A. Apoptosis-Related Activities
Measured with Isolated Mithocondria and Digitonin-Permeabilized Cells. Methods in enzymology 2000, .322,
222.

8 Cascales, M. Bases moleculares de la apoptosis. Anal. Real Acad. Nal. Farm., 2003, 69, 52-53.
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Imagen 7.-Induccién de apoptosis por adicion de etopdsido a células SK-LU-1 incubadas con RCN.

A) antes de afiadir etopésido. B) después de afiadir etopésido.

En la muerte por necrosis se detectan una serie de cambios caracteristicos: las
células y sus organulos se hinchan (se altera la capacidad de la membrana
plasmatica para controlar el paso de los iones y el agua); las células se rompen y
su contenido se vierte al espacio intercelular; se origina inflamacion de los tejidos
adyacentes. Las células que son inducidas a sufrir apoptosis reducen su tamario,
sus mitocondrias se abren y libera el citocromo C, en la superficie celular surgen

cuerpos apoptéticos y se degrada la cromatina de sus nucleos.*®

Las células también se sometieron a estrés por medio de la adicion de
Nistatina, un polieno con actividad antimicGtica cuyo mecanismo de accion es la
formacion de canales idnicos que se extienden a través de la membrana mediante
interacciones con los esteroles en las capas lipidicas, ocasionando la disipacién
de un gradiente de potasio.®® La adicion de nistatina a células intactas en reposo
inicia una serie de cambios degradativos que resultan en la destruccion de una

variedad de enzimas y posiblemente de estructuras celulares.®

>9 Cascales, M. Bases moleculares de la apoptosis. Anal. Real Acad. Nal. Farm., 2003, 69, 37

&0 Silva, L.; Coutinho, A.; Fedorov, A. and Prieto, M. Competitive Binding of Cholesterol and Ergosterol to the
Polyene Antibiotic Nystatin. A Fluorescence Study. J.Biophysical. 2006, 90,3625

®1 Lampen, J.; Arnow, P. and Safferman. Mechanism of protection by sterols against polyene antibiotics. J.
Bacter. 1959 ,80, 200
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La imagen 8 A) presenta una célula tefiida con RCN observada en el canal rojo,
verde, combinado y campo claro de izquierda a derecha, durante la adiciéon de
nistatina en B) se observa una disminucién mas pronunciada de la intensidad de
fluorescencia en el canal verde que en el rojo, ademéas de una contraccién celular

(plasmadlisis) en la imagen en campo claro.

Imagen 8.- Induccioén de apoptosis por adicion de Nistatina. A) Células SK-LU-1 antes de la

adicioén de nistatina, incubadas con RCN, B)durante la adicion de nistatina C) después de la

adicién de nistatina y D) Células incubadas con nistatina y posterior adicion de RCN.
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La adicion de nistatina conduce a la permeabilizacion de la membrana,
originando la salida de solutos al medio extracelular. La pérdida de intensidad de
fluorescencia puede deberse a la interaccion que tiene la nistatina con la sonda

(ver grafica 1, anexo Il) o bien a la salida de la sonda del medio intracelular.

Después de la adicién de nistatina se observa (imagen 8 C) que la célula se
hincha (turgencia), se forman compuestos apoptéticos alrededor de la membrana,
y se disminuye casi en su totalidad la fluorescencia de RCN en ambos canales.
Dicha hinchazon celular conduce a la entrada de medio extracelular con el fin de
recuperar su equilibrio osmoético, sin embargo, al estar la nistatina unida
covalentemente a la membrana, no se consigue aquél equilibrio y su ruptura de la
estructura membranal, mediante la formacidén de cuerpos apoptoéticos. La nistatina

puede formar agregados con colesterol mediante interacciones hidréfobas.®

La nistatina, al ser incubada con las células antes del tratamiento con RCN,
inicia el proceso apoptético de éstas, ademas de, como se ha reportado con
anterioridad,®® actuar como una sonda fluorescente con respuesta a los cambios
en la fluidez de los lipidos de membrana. Dicho esto, es posible que el estrés
inducido a las mitocondrias y la apertura de canales en la membrana causados por
la nistatina, favorezcan la internalizacion de RCN a otros organelos, como se
observa en la figura 8 inciso D), siendo que las interacciones entre RCN y nistatina
como moléculas fluorescentes, generen el cambio de posicién, o bien, que RCN

se haya hidrolizado en los dos componentes fluorescentes que lo componen.

Las mitocondrias requieren modelos experimentales mas simples que permitan
un mejor control sobre el medio bioquimico, estos modelos incluyen mediciones
realizadas en mitocondrias aisladas y con células permeabilizadas para que los
componentes solubles del citosol estén en equilibrio con los del medio, para evitar
gue el resultado de las mediciones de actividad mitocondrial sea diferente de los

gue existen verdaderamente dentro del ambiente intracelular.

62 Silva, L.; Coutinho, A.; Fedorov, A. and Prieto, M. Competitive Binding of Cholesterol and Ergosterol to the
Polyene Antibiotic Nystatin. A Fluorescence Study. J.Biophysical. 2006, 90; 3625

63 Wilson,H.; Bahm, Q.; Erickson, J.; Shinkle, A.; Vu, M.; Woodbury, D. and Bell, J. Differential Detection of
Phospholipid Fluidity, Order, and Spacing by Fluorescence Spectroscopy of Bis-pyrene, Prodan, Nystatin and
Merocyanine. J. Biophysical. 2006, 91: 540, 4091-4092
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6.-Conclusiones

Los experimentos realizados en espectroscopia de absorcion y emision,
testifican que las diferencias observadas en las células antes y después de los
tratamientos se deban a cambios en el ambiente local de las moléculas y al estado
de salud de las células mismas y no a la distribucion heterogénea de la sonda en
los organelos.

Al conjugar un fluoréforo de rendimiento cuéntico de fluorescencia despreciable
y propiedades modulables (RCin), en comparacion con un fluoréforo de muy alto
rendimiento cuantico (Naph), la fluorescencia del producto final sera determinada
por el fluor6foro de mayor rendimiento cuantico de fluorescencia y la conservacion
de las propiedades modulables, dependera de las interacciones con el medio, la

rigidez de la molécula y la generacion de estructuras en equilibrio principalmente.

La sonda fluorescente obtenida presenta una gran estabilidad, respuesta a
cambios en la polaridad del disolvente, es especifica y adquirié fluorescencia a
una longitud de onda muy similar al fluoréforo de mayor rendimiento cuantico de

fluorescencia.

Con la esterificacion de RCin se demuestra que la formacién de la especie
ciclada (espirolactona, el pK, calculado para RCN es de 12.16), es la responsable
de la fluorescencia dual de dicho compuesto y la influencia de esta ciclacion para
el solvatocromismo de la molécula, pues al estar como RCin esterificado (RCin E),

no se presentan fendmenos de cambios de color dependientes del disolvente.

Los experimentos de miscroscopia realizados confirman que RCN es capaz de
emplearse como sonda fluorescente mitocondrial en células vivas, ademas de
reportar cambios en la polaridad local entre distintas estructuras celulares y

muerte celular.
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7.- Seccion Experimental

7.1.- Reactivos e instrumentacion

Para la sintesis, manejo, tratamiento y analisis de los compuestos propuestos,
los reactivos y disolventes empleados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y usados
sin previa purificacion. El diclorometano empleado para la sintesis fue secado,
mediante destilacion vertical y cloruro de calcio de origen comercial. Los reactivos

sélidos fueron pesados en balanza analitica OHAUS ®.

Las reacciones fueron llevadas a cabo en bafios de aceite mineral, con
agitacion magnética constante y temperatura o bafio de hielo, si asi lo requeria, se
llevaron a cabo hasta que el reactivo limitante se consumiera y no se observaran
cambios significativos en la mezcla de reaccion respecto al tiempo, el avance de la
misma se monitore0 mediante TLC disolventes, en placas de silicagel-60 HF 254
Merck y posterior revelacion con camara de luz UV ( longitud de onda de 254 nm).

La evaporacion de los disolventes se realizO mediante un rotaevaporador a
presion reducida Briker, linea de vacié acoplada a bomba de vacio. El secado de
los productos de reaccion se realizé mediante evaporacion a presion reducida,

estufa a vacio a temperatura controlada y aire.

Las columnas cromatograficas empleadas para la purificacion de los productos
se prepararon compactando una suspension de adsorbente (silicagel 60, de 230-
400 mesh, silicagel 100 de mesh vy fluorisil) en DCM. El producto se impregné en
el adsorbente correspondiente al de la columna montada y se eluyé con mezcla
disolventes (DCM/MeOH), aumentando la polaridad gradualmente. La

recristalizacion se realizé por par de disolventes (MeOH/H,0).

La caracterizacion se realizd mediante RMN *H y **C empleando los
espectrofotometros Bruker Fourier 300MHz, Joel Eclipse 400 MHz y Bruker
AVANCE Ill HD 700 MHz, las muestras para este analisis se prepararon con 10 a
50 mg del compuesto purificado en 0.5 mL de disolvente deuterado adecuado. Los

desplazamientos quimicos (&) estan expresados en partes por millon (ppm) con
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respecto al tetrametilsilano (TMS), mientras que las constantes de acoplamiento
(J) estan expresadas en Hz.

Los espectros de masa se determinaron en un espectrofotometro de masas
modelo 1200 Infinity Series, empleando la técnica de ionizacion por electrospray
(ESI+). La espectroscopia FT-IR se realizd en el equipo Bruker Tensor 27 en el
rango de 500- 4000 cm™.

Los puntos de fusibn se determinaron en el equipo MELT-TEMP®
LABORATORY DEVICES INC. USA. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal Zeiss (Alemania).

7.2.- Procedimiento

La sintesis de los compuestos estudiados se realiz6 de acuerdo con mecanismos

similares anteriormente descritos en la literatura y a procedimientos desarrollados

! COOH
e
N OH

por el grupo de investigacion.

Sintesis de acido 2-(4-(dimetilamino)-2-hidroxibenzoil) benzoico (Prl): Se
mezclaron 3-(dimetilamino) fenol (1.000 g, 3.5 mmol) y anhidrido ftalico (1.079 g, 7
mmol) en 21 ml de Tolueno, se agité a 120 °C a reflujo durante 24 h, el tolueno se
evaporoé a presion reducida, se adiciono al producto seco 100 mL de NaOH (35 %
m/v) se agitd a 90 °C durante 24 h. La mezcla fue neutralizada con HCI, se obtuvo
un precipitado violeta, éste se cristalizd6 por par de disolventes MeOH: H,O. El
producto final tuvo punto de fusién 182-183 °C y la masa equivalente al 74% de
rendimiento. *H NMR (CDCI3, 400 MHz): 5 12.44 (s,1H), 8.10 (d,1H, J = 8), 7.63
(t,AH, J =8), 7.53 (t, 1H, J = 8), 7.36 (d, 1H, J = 8), 6.90 (d,1H, J = 12), 6.16 (s,
1H), 6.08 (d,1H, J = 12), 3.03 (s, 6H)."*C NMR (CDCI3, 400MHz): 198.76, 170.08,
165.14, 155.98,141.18,134.33, 132.78, 131.08, 129.22, 127.99, 127.74, 110.36,
104.03, 97.78, 39.98. FT-IR (cm™) O-H fendlico (3195.67), C=0O (1720.89) O-H
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acido carboxilico (1254.97). HRMS (ESI+, m/z) calculada para: Ci1sH1sNO4 fue de
285.1001, encontrada de 286.1298.

Sintesis de 9-(2-carboxifenil)-6-(dimetilamino)-1, 2, 3, 4-tetrahidroxantilo (Pr2):
A una disolucion del compuesto Prl (0.5 g, 1.75 mmol) en 3 mL de H,SO,4 se
afiadié gota a gota ciclohexanona (0.36 mL, 3.5 mmol) a 0 °C, se agit6 y calento
gradualmente a 90 °C, se mantuvo a esa temperatura 2.5 h. La mezcla se enfrio
en bafo hielo y se le adiciono gota a gota HCIO4 (0.3 mL, 7 mmol) para obtener un
precipitado rojo, la mezcla se filtré al vacio y el solido se recristaliz6 en MeOH. El
producto tiene 220 °C de p.f. y un rendimiento de 61 %. ‘H NMR (DMSO, 400
MHz): & 8.26 (d,1H, J = 8), 7.92 (t,1H, J = 4), 7.81 (t, 1H, J = 4), 7.40 (d, 1H, J =
8), 7.35 (d, 1H, J = 8), 7.20 (s, 1H) ), 7.06 (d, 1H , J = 8) 3.29 (s, 6H), 2.27-2.15
(m, 2H), 2.15-2.05 (m, 2H), 1.91 (t, 2H, J = 8), 1.71 (t, 2H, J = 8). **C NMR (DMSO,
400 MHz) 170.39, 165.65, 164.37, 158.99, 157.58, 134.12, 131.25, 129.83,
129.35, 128.52, 121.31, 119.39, 117.24, 95.98, 55.38, 53.08, 29.41, 25.23, 21.38,
21.06. FT-IR (cm™®) COOH (3429.81). HRMS (ESI+, m/z) calculada para:
C0H17NO3" 348.1599, encontrada 348.1862.

Sintesis de N-(4-(3-(9-(2-carboxifenil)-dimetilamino)-2,3-dihidro-1H-xanten-4-
ilalilideno)ciclohexa-2,5-dien-1-ilideno)-N-metilmetanamonio (RCin): Una

disolucién de Pr2 (0.10 g, 0.3 mmol) y cinamaldehido (0.05 g, 0.3 mmol) en 10 mL
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de anhidrido acético se agité a 0 °C durante media hora en atmdsfera inerte.
Subsecuentemente se calenté a 60°C y se mantuvo en agitacion 3 h. El disolvente
se evaporo bajo presion reducida y el sélido se purific6 mediante cromatografia en
columna (DCM:MeOH = 9:1). Se obtuvo un sdlido azul con dorado
correspondiente al 55 % y p.f de 189 °C, 'H NMR (DMSO, 400 MHz d): 5 9.66
(s,1H), 7.94 (d,1H, J=8), 7.80 (t, 1H, J =8), 7.68 (t, 1H, J =8), 7.43 (d, 2H, J = 8),
7.28 (d, 1H , J = 12), 7.05(s, 1H) ), 7.01 (d, 1H , J = 12), 6.80 (t, 1H, J = 8), 6.71
(d, 2H, J = 12), 6.54 (d 1H, J = 8), 6.48 (d 1H, J = 8),6.41 (d 1H, J = 8), 2.94 (s,
6H), 2.93 (s, 6H), 2.83 (m, 2H), 2.75 (m, 2H), 1.63 (m, 2H). *C NMR (DMSO, 400
MHz) 165.76, 162.98, 159.71, 157.30, 156.39, 152.47, 147.72, 141.97, 135.00,
134.03, 131.23, 130.69, 129.73, 129.01, 128.85, 124.41, 124.00, 122.31, 120.62,
117.14, 116.14, 112.60, 96.37, 53.02, 40.88, 26.35, 24.97, 20.87. FT-IR (Cm'l)
COOH (3535.57), metilenos (2923.57, 2858.12), C-O-C (1084.64) HRMS (ESI+,
m/z) calculada para: C33H34N203, 505.64 encontrado 505. 2482

NH,
o._N__O
NH,

Sintesis de 6-amino-2-(2-aminoetil)-4H-benzoisoquinolina-1,3(2H)-diona
(Naph): A 0.1 g (0.391 mmol) de 6-amino-1H, 3Hbenzo [de] isocromeno-1,3-diona
se afiadio etilendiamina (3 mL), se cerré a presion y se agité a 120 °C durante 6
h. La mezcla de reaccion se enfrid y se vertié en acetona, el sedimento se recogio
por filtracién y se seco a presion reducida para proporcionar un soélido amarillento,
se purifico por cromatografia en columna (DCM:MeOH = 8:2).p.f. 190 °Cy 77 %
de rendimiento.*H NMR (DMSO, 400 MHz): & 8.61 (d,1H, J = 8), 8.42 (d,1H, J = 8),
8.19 (d, 1H, J =8), 7.66 (t, 1H, J = 8), 7.42 (s, 2H), 6.85 (d, 1H J=8), 4.04 (t, 2H, J
= 8), 2.76 (t, 2H, J = 8). *C NMR (DMSO, 400 MHz):164.46, 163.59, 153.09,
134.35, 131.40, 130.19, 129.66, 124.40, 122.37, 119.83, 108.59, 108.14, 42.74.
FT-IR (cm™) N-C=0 (3495.23, 3414.80), amina unida a anillo aromatico (1676.40,
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1638.14, 1578.81) C-NH, (1090.13) HRMS (ESI+, m/z) calculada para:
C14H13N305, 255.28 encontrado 256.108 .

Sintesis (RCN): Sintesis de (E)-N-(4-(3-(9-(2-((2-(6-amino-1,3-dioxo-1H-
benzo[de]isoquinolin-2(3H)-il)etil)carbamoil)fenil)-6-(dimetilamino)-2,3-dihidro-1H-
xanten-4-il)alilideno)ciclohexa-2,5-dien-1-ilidene)-N-metilmetanamino (RCN): Se
mezclé a temperatura ambiente y en atmoésfera de argdén, N-(4-(3-(9-(2-
carboxifenil)-dimetilamino)-2,3-dihidro-1H-xanten-4-il)alilideno)ciclohexa-2,5-dien-
1-ilideno)-N-metilmetanamo-ni-o (RCin) (0.100 g, 0.2 mmol), 6-amino-2-(2-
aminoetil)-4H-benzoisoquinolina-1,3(2H)-diona (Naph) (0.107 g, 0.4 mmol),
Cs,CO3; (0.128 g, 0.4 mmol) y HBTU (0.379 g, 0.4 mmol) en 8 mL de
dimetilformamida (DMF), se agitdo 1 h a temperatura ambiente, subsecuentemente
se calentdé a 90 °C durante 24h. Se realizé una extraccion DCM:H,O (2X), el
disolvente se evapord bajo presién reducida para obtener un solido café
amarillento que se purificé por cromatografia en columna (DCM:MeOH=95:05) p.f.
152 °C y 40 % de rendimiento *H NMR (DMSO, 700 MHz): & 8.57 (d,1H, J = 8),
8.30 (d,1H, J = 8), 8.07 (d, 1H, J=8), 7.76 (d,1H, J = 8) 7.60 (t, 1H, J = 8), 7.56 (t,
2H, J =12), 7.51 (d,1H, J =8) 7.04 (d,1H, J = 8), 7.00 (t,1H, J = 8), 6.97 (s,1H),
6.80 (d,2H, J =8) 6,72 (d,2H, J = 8), 6.21 (d,1H, J = 8), 6.11 (d,1H, J = 8) 5.66
(d,1H, J =8), 3.43 (t, 2H, J = 8), 2.98 (t, 2H, J = 8), 2.94 (s, 6H), 2.73 (t,2H, J = 8),
2.61 (s,6H), 1.67 (t,2H, J=12), 1.57 (t,1H, J = 12). **C NMR (DMSO, 400 MHz):
207.30, 169.30, 164.90, 163.91, 152.70, 152.87, 150.99, 150.45, 147.84, 134.93,
133.78, 132.40, 131.24, 130.23, 128.96, 128.42, 127.90, 126.56, 124.91, 123.75,
123.31, 121.08, 120.30, 112.74, 109.53, 108.88, 107.57, 105.99, 98.61, 77.34,
67.37, 51.22, 40.78, 40.23, 39.33, 32.25, 31.26, 29.99, 29.60, 26.52, 23.42, 23.02,
22.58, 14.45. FT-IR (cm™) enlace amida (3443.88), amina (3249.27), enlace C-N
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(2855.14) C=0 (1719.10) O=C-N-C=0 (1687.06) C=N (1638.73) amina unida a
anillo aromético (1377.25) C-O-C (1126.03) HRMS (ESI+, m/z) calculada para
C47H4sNsO4, 742.34 encontrado 742.3413

8.-Metodologia analitica
8.1.-Espectroscopia Optica

Los espectros de absorcibn de cada molécula se realizaron en el
espectrofotometro Cary Series UV-Vis en celdas de cuarzo de 1.0 cmy 3.5 mL de
capacidad. Los espectros de emision fueron obtenidos empleando el Fluorimetro
FS5 en una celda de cuarzo de 1.0 cm a 20 + 1 °C. Para llevar a cabo dichas
mediciones con cada una de las moléculas, se preparé una disolucién stock de
<10 mg de compuesto en 700 pL de DMSO, de la cual se afiadié 1 pL a 200 pL de
disolvente (grado HPLC o equivalente) en turno dentro de la celda de cuarzo.

8.2.-Microscopia confocal

La sonda, asi como los fluordforos sintetizados fueron analizados en células de
adenocarcinoma de pulmén humano (SK-LU-1) mediante microscopia confocal,

con el fin de determinar la localizacion a nivel celular y evaluar el funcionamiento.

Las células fueron sembradas en cajas Petri de 5 cm de diametro con fondo de
vidrio, se cultivaron en medio RPMI-1640, suplementado con 10 % de suero fetal
bovino, L-glutamina (2 uM), penicilina G (100 U/mL), sulfato de estreptomicina

(100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C en atmdsfera anaerobia (5 % CO; V/v).

El manejo de las células se realizé en condiciones totales de asepsia, la tincion
asi como la aplicacion de tratamientos a las células, se llevé a cabo justo antes de
la observacion en el microscopio y toma de imagenes, de acuerdo con la

metodologia que a continuacion se describe:

1.-Observacién en microscopio Optico para verificar la integridad, adherencia y

confluencia de los cultivos celulares.

2.-Realizar la succion del medio de cultivo en camara previamente esterilizada

por luz ultravioleta.
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3.-Lavar las células con buffer de fosfatos (PBS, pH 7.4) dos veces, cuidando

no despegar las células de la caja.

4 .-Afadir 1 mL de medio RPMI-1640, adicionar tratamiento o molécula disuelta

en DMSO e incubar 30 min a 37 °C.
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Anexo 1

Caracterizacion de Prl
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Caracterizacion de Pr2
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2,5-dien-1-ilideno)-N-metilmetanamonio (RCin) en DMSO-§¢, 400 MHz.

Espectro 3.1- Espectro *H NMR de N-(4-(3-(9-(2-carboxifenil)-dimetilamino)-2,3-dihidro-1H-xanten-4-il)alilideno)ciclohexa-
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Anexo 2
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Gréfica 2.- Titulacion de RCN con etopésido
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