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Compuestos utilizados en los estudios de reconocimiento molecular.
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RESUMEN
El desarrollo de receptores artificiales eficientes para la deteccion de sacaridos en medios

acuosos es un desafio en la quimica supramolecular por sus altas energias de hidratacion y
sus multiples conformaciones. En este trabajo se desarrollaron dos nuevos receptores
dicationicos (BQ3Borto y BQ3Bmeta), basados en &cidos diborénicos, en el fragmento
piridin-2,6-dicarboxamida y el grupo 3-aminoquinolinio. Se estudié un tercer compuesto
(BQ3ben) derivado del fragmento piridin-2,6-dicarboxamida y el grupo 3-aminoquinolinio con
fines de comparacion. Los quimiorreceptores fueron caracterizados por diversas técnicas
espectroscopicas (RMN H, 13C, 1B, IR-ATR) EM, AE y difracciéon de rayos—X de monocristal
para las sales de bromuro de BQ3ben, BQ3Bmeta y éster biscatecolato de BQ3Borto.
Se realizaron titulaciones acido-base por espectroscopia de UV-vis y fluorescencia en medio
acuoso con 10% de MeOH obteniéndose tres valores de pKa para los quimiorreceptores
BQ3Borto y BQ3Bmeta, los cuales se asignaron a los dos grupos amidas y acidos
fenilbordénicos presentes en sus estructuras moleculares. Los valores de pKa asignados a los
acidos boronicos de BQ3Borto y BQ3Bmeta fueron pKa= 6.24+0.07 y pKa= 6.77+0.08
respectivamente; estos valores de pKa son relevantes porque favorecen la deteccion de los
monosacaridos a pH fisiolégico (pH = 7.4) debido a la presencia de la especie boronato, que
es la especie con mayor afinidad a los grupo diol. Se realizaron estudios de reconocimiento
molecular de las nuevas sales de bromuro por espectroscopia fluorescente en un medio
acuoso (10% CHsOH v/v) para una serie extensa de analitos que incluyen: monosacaridos
(glucosa, fructosa, galactosa, arabinosa, ribosa, xilosa, manosa) y especies relacionadas
estructuralmente (catecol, sorbitol, manitol, mio-inositol) a pH= 7,4, dentro de estos estudios
la intensidad fluorescente de los nuevos receptores disminuyé tras la adicion independiente
del catecol, D-sorbitol, D-fructosa, D-manitol y D-glucosa. La disminucion de la intensidad
fluorescente solo con estos analitos puede ser explicada por su solubilidad en agua y su
estructura molecular, debido a que poseen uno o mas pares de grupos hidroxilos en
conformacion syn-periplanar.
Las constantes de asociacion de D-fructosa y D-glucosa fueron K= 1.55+0.06x10% M1y K=
1.15+0.09x10° M respectivamente con el quimiosensor BQ3Borto mientras que para el
guimiosensor BQ3Bmeta sus constantes de asociacion para D-fructosa y D-glucosa fueron
K= 1.4+0.1x103 M1y K= 2.2+0.1x10% M, las cuales son muy grandes en comparacién con el
acido fenilborénico ( D-fructosa K= 79 M y D-glucosa K= 4.6 M1). La alta afinidad de los
1



receptores BQ3Borto y BQ3Bmeta hacia glucosa y fructosa puede ser consecuencia del
aumento de acidez de los grupos —B(OH2) como resultado de la insercion de las cargas
positivas en la cuaternizacion de los grupos quinolinio y su orientacién convergente como es
observado en las estructuras cristalinas.

Basados en las constantes de disociacion acida de BQ3Borto y BQ3Bmeta en ausencia y
presencia de glucosa, en los experimentos de espectrometria de masas ESI-(+), en las
mediciones de RMN B*! y en los estudios de asociacion por espectrometria de fluorescencia
de BQ3ben, se propone que el modo de unién quimiosensor-glucosa es a través de la
formacién de enlaces diéster boronicos.

Estos resultados muestran la utilidad de nuevos compuestos basados en grupos quinolinios
cuaternizados con acidos fenilborénicos para la deteccion directa de monosacaridos y polioles

de interés biologico.



INTRODUCCION

El reconocimiento molecular de especies naturales ha sido de gran interés cientifico por
varias décadas por lo que se han desarrollado receptores con altos niveles de eficiencia y
selectividad para la deteccién de dos de los tres principales biopolimeros: polipéptidos y
acidos oligonucleicos, sin embargo, el éxito en la deteccion selectiva de oligosacaridos ha
sido mucho menor. [49] Aunque un gran numero de receptores sintéticos se han descrito para
la deteccion de carbohidratos en disolventes organicos [50], pocos se han creado para la
deteccion exitosa de carbohidratos en condiciones fisiolégicas (en agua a pH= 7.4) porque los
sitios de union de los sacaridos con los receptores son los grupos hidroxilos que al
encontrarse en agua compiten con los grupos OH del solvente, lo cual indica el gran nivel de
dificultad que representa el crear este tipo de quimiorreceptores, sin embargo, la posibilidad
de reconocer carbohidratos en medio acuoso representa un gran avance en el desarrollo de la
bioquimica y la medicina, por ejemplo, el desarrollo de sensores selectivos y no invasivos
para el seguimiento y control de los niveles de glucosa en sangre en pacientes con diabetes
permite mejorar su calidad de vida.[51]

En disolucion acuosa, los &cidos boronicos son capaces de enlazarse reversiblemente a
moléculas con pares de hidréxidos syn-periplanar para formar ésteres borénicos ciclicos de
cinco y seis miembros. [24] Por esta razon se han utilizado, durante varios afos, los acidos
borénicos para la deteccion de sacaridos.

En el desarrollo de quimiosensores funcionalizados con acidos boronicos para el
reconocimiento de carbohidratos se ha utilizado la espectroscopia de fluorescencia por su
gran sensibilidad. En estos compuestos usualmente el receptor de acido boroénico se
encuentra enlazado de forma covalente a un grupo fluoréforo, cuando se da la formacion de
ésteres ciclicos de boronato con carbohidratos se produce una sefial debido a cambios en la
fluorescencia del quimiosensor. [22,24]

Por todo esto, el presente trabajo esta enfocado en el disefio y sintesis de nuevos
compuestos fluorescentes basados en sales de isoquinolinio y acidos fenilborénicos, para la
deteccion de monosacaridos y polioles de gran interés bioldégico en medio acuoso a pH = 7.4.

La tesis se encuentra dividida en cuatro capitulos: marco tedrico y antecedente, desarrollo

experimental, resultados y discusién y conclusiones.



El capitulo de marco teorico y antecedentes presenta dos objetivos importantes para el
desarrollo del presente trabajo; el primero es describir de forma general conceptos
importantes dentro de la quimica supramolecular ( cooperatividad, reconocimiento molecular y
sensor), asi como el tipo de interacciones que pueden presentarse en un sistema
supramolecular, para posteriormente enfocarse en quimiosensores fluorescentes, mientras
que el segundo objetivo es presentan las caracteristicas importantes en el uso de é&cidos
bordnicos para la sintesis de quimiosensores asi como mostrar algunos quimiosensores
basados en estos acidos. El describir solo algunos quimiosensores de acidos boronicos tiene
como finalidad dos propadsitos, el primero es representar como ha ido mejorando a través del
tiempo el desarrollo de quimiosensores para la deteccion de sacaridos, y el segundo es servir
de base para el disefio de los nuevos quimiosensores sintetizados en el presente proyecto.
En el apartado de desarrollo experimental se hace una descripcion detallada de los
procedimientos utilizados para la sintesis y caracterizacion de los nuevos compuestos asi
como los estudios realizados para el proceso de reconocimiento molecular de los nuevos
compuestos con catecol, monosacaridos y polioles.

En el capitulo de resultados y discusion se encuentra la informacion mas relevante obtenida
en el desarrollo del proyecto asi como su analisis.

Finalmente en el capitulo de conclusiones se describen los objetivos cumplidos en el presente

proyecto.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES



1.1 Quimica supramolecular

La quimica supramolecular estudia y analiza los sistemas quimicos que involucran
interacciones intermoleculares asi como los factores que dirigen y mantienen su organizacion
espacial. [1] El andlisis de las interacciones intermoleculares permitié el entendimiento de
sistemas de autoensamblaje y procesos bioldégicos como la replicacion del ADN o la
interaccidn enzima-substrato, originando el concepto de reconocimiento molecular.

En 1987, la quimica supramolecular se estableci6 como una nueva area de la quimica al
otorgarse el premio Nobel de Quimica a los investigadores Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn
y Charles J. Pedersen por su destacado trabajo en el desarrollo y empleo de compuestos
selectivos huésped-anfitrion donde la molécula anfitribn reconoce selectivamente a una
molécula huésped.[2] Jean Marie Lehn describié a la quimica supramolecular como ‘la
quimica de los enlaces intermoleculares, que cubre las estructuras y las funciones de las
entidades formadas por la asociacién de dos o mas especies quimicas”. [1]

Los avances dentro de esta area se describen en la frontera de la quimica inorganica, la
guimica orgéanica, la fisicoquimica y la bioquimica debido a que se utilizan técnicas y
conceptos desarrollados en estas disciplinas, pero enfocados a la investigacion de las fuerzas
intermoleculares y a sus efectos en las propiedades y funciones de las supramoléculas. [3]

La quimica analitica supramolecular fue definida por el investigador Eric Anslyn como el
campo de la quimica que explora el intercambio dinAmico de las estructuras quimicas
sintéticas que crean ensamblajes, los cuales generan cambios en las sefiales medibles al
adicionar analitos. [3,4] Dentro de esta &rea el sensor es visto como un receptor (anfitrion)
gue interactda con un analito (huésped) y produce un cambio detectable en una sefial, es

decir, cuando se detecta una sefial medible es porque el receptor se enlaza al analito.

1.2 Interacciones dindmicas y reconocimiento molecular.

Las interacciones supramoleculares son los enlaces no-covalente intermoleculares como los
enlaces de hidrégeno, apilamiento de n—=n, fuerzas de van der Waals, interacciones
electrostaticas, etc. y se encuentran representadas en la figura 1.2.1. [1]

La quimica covalente dinAmica es una estrategia sintética para la formacion y cambios

reversibles de enlaces covalentes en la construccion de ensamblajes [2], algunas de las

6



interacciones covalentes dinamicas mas utilizadas son la formacion e intercambio de imina,
formacion e intercambio de acilhidrazona, intercambio de disulfuro, formacion e intercambio
de hemiacetal y acetal; en la figura 1.2.1 se muestran algunas interacciones dinamicas.
Aunque la fuerza de enlace es diferente entre interacciones intermoleculares y enlaces
covalentes porque los enlaces covalentes tienden a ser mas estables que los enlaces no
covalentes, existen similitudes entre ellas ya que desde el punto de vista cinético y
termodinamico ambos son procesos reversibles, pueden presentar un intercambio de
componentes y alcanzan el equilibrio rapidamente ( va de segundos a minutos o algunos
dias), sin embargo, generalmente el enlace covalente se revierte lentamente por lo que en
muchas ocasiones es necesario una aceleracion catalitica. [2] Una interaccion dindmica se
puede definir como una interaccion reversible que puede presentar un intercambio de
componentes que va de segundos a minutos o algunos dias y bajo este concepto se incluyen
tanto los enlaces supramoleculares como los enlaces covalentes reversibles. [2]

El reconocimiento molecular es el proceso de unién especifica de una molécula receptor a
una especie quimica (especies inorganicas, moléculas organicas pequefias, macromoléculas
o biomoléculas) a través de un conjunto de interacciones moleculares estructuralmente bien
definidas. [1,5] La alta especificidad del reconocimiento molecular se basa en la
complementariedad estructural y funcional de las moléculas que participan en este proceso,
donde no solo interactla un tipo de enlace sino que se presenta la accién cooperativa de un
conjunto de interacciones diferentes que hacen posible la estabilidad de los sistemas
supramoleculares.

La cooperatividad se define como la relacibn que existe entre dos o mas tipos de
interacciones dentro de una estructura supramolecular que en conjunto muestran un
comportamiento diferente al esperado en funcion a sus propiedades individuales y es un
concepto fundamental para el entendimiento del reconocimiento molecular y para la

construccion de auto-ensamblajes, [5,52]
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Figura 1.2.1 Interacciones supramoleculares y covalentes dindmicas. [2]



1.3 Interacciones no covalentes

Los sistemas supramoleculares se mantienen unidos por una gran variedad de interacciones
no covalentes. En una interaccion de este tipo las especies involucradas en el sistema
supramolecular se unen reversiblemente y su fuerza de enlace (2-300 kJ mol?!) es méas débil
que la fuerza de un enlace covalente (150-540 kJ mol?), sin embargo, la participacién en
conjunto de las distintas interacciones intermoleculares origina un compuesto supramolecular

muy estable. [1]

1.3.1 Interacciones electrostaticas

En la reactividad quimica, el reconocimiento molecular y la actividad bioldgica, las cargas
electrostéaticas son importantes tanto en las energias de solvataciéon como en las propiedades
moleculares y son responsables de las atracciones 0 repulsiones entre especies con carga
eléctrica. Este tipo de interacciones se fundamentan en la ley de Coulomb que establece: “La
fuerza de atraccion o repulsion entre dos cargas es directamente proporcional al producto de
las cargas e inversamente proporcional al cuadrado de la distancia entre ellas”. En estado
sélido, su fuerza de enlace (200-300 kJ mol?) es comparable con la del enlace covalente
(150-540 kJ mol?). [1,2]

1.3.2 Enlace de hidrégeno

Este tipo de enlace es una atraccion débil que forma una interaccion especial dipolo-dipolo
cuando un atomo de hidrogeno, que se encuentra formando un enlace polar con un atomo
electronegativo, interactia con un atomo electronegativo adyacente que posee un par de
electrones libres. El enlace de hidrogeno se simboliza como:

D-H - A

Donde D es el atomo electronegativo enlazado al hidrogeno (H) que dona el hidrégeno y A es
el atomo electronegativo (normalmente posee uno o mas pares de electrones libres) que
acepta el hidrégeno. La geometria del enlace de hidrégeno y el tipo de atomos donadores y
aceptores involucrados determinan su fuerza, longitud y naturaleza de la interaccion.
Dependiendo de su fuerza, los enlaces de hidrégeno pueden dividirse en tres categorias que

son mostradas en la tabla 1.1. [7]



Tabla 1.1 Clasificacién de enlaces de hidrégeno de acuerdo a su energia de enlace y

parametros geométricos por Jeffrey en 1997. [7]

INTERACCION FUERTE MODERADA DEBIL
D-H-A Principalmente  Principalmente Electrostatica
Covalente electrostatica
Longitud de enlace (A).
H-A 1.2-15 15-22 22-32
DA 22-25 25-32 3.2-4.0
Energia de Enlace (kJ mol?). 60-120 16-60 <12

Angulo de enlace (°). 175 - 180 130 - 180 90 — 150

Desplazamiento relativo en Banda de IR 25% 10-25% <10%

1.3.3 Interaccion n-n

Son las interacciones que involucran grupos aromaticos que contienen enlaces n y de
acuerdo a la geometria de su interaccion aromatica estan clasificadas en tres categorias: a)
apilamiento cara-borde, b) apilamiento cara-cara desplazado y c) apilamiento cara-cara
(s&ndwich) mostrados en la figura 1.3.1. [8]

Los apilamientos, cara-borde y cara-cara desplazado, son energéticamente mas estables que
el apilamiento cara-cara por las atracciones electrostaticas repulsivas y atrayentes. La

distancia centro-centro en la categoria cara-cara desplazado es aproximada a 3.5 A y su

angulo es menor de 20°. El rango de intensidad de las fuerzas -1 va de 1 a 50 kJ mol. [8]

a) cara-borde b)desplazado C) cara-cara

W

A\
J

Figura 1.3.1 Interacciones rn-x. [8]
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Este tipo de interaccidon es comun encontrarla en la estructura de doble hélice del ADN, en el
empaquetamiento de las moléculas arométicas en cristales, en la intercalacion de farmacos

en el ADN o en la estructura ternaria de las proteinas.

1.3.4 interaccion zw-cation

Es una interaccion electrostatica que se da entre un sistema = rico en electrones y un cation
adyacente, es de gran importancia en el reconocimiento molecular porque al poseer una
energia de enlace entre 8-20 KJ mol? la hace competitiva frente a los enlaces de hidrégeno y
los pares ionicos. [9] En un sistema © aromatico no hay un momento dipolo permanente
debido a los enlaces polares débiles que existen en las uniones C-H, sin embargo, por encima
y por debajo del anillo aromético se encuentra una carga parcial negativa y en el plano del
anillo se encuentra una carga parcial positiva creando un cuadrupolo eléctrico. La region de
carga negativa del cuadrupolo puede interaccionar fuertemente con especies cargadas
positivamente como los cationes Li+>Na+>K+>Rb+ y un ejemplo se presenta en la figura
1.3.2. [10] En la naturaleza muchos procesos biolégicos utilizan la interaccion rn-cation como
medio de reconocimiento, tal es el caso de la unién de la nicotina con los receptores del
cerebro o en casos mas generales como la biosintesis del terpeno o el reconocimiento en el

cbdigo de histonas. [10]

Figura 1.3.2 Interaccion w-cation de un benceno con un cation. [10]

Interacciéon w-anién

Es un nuevo miembro en las interacciones débiles de la quimica supramolecular, su estudio
es muy reciente pero ha despertado gran interés en la comunidad cientifica por su potencial
uso en el reconocimiento de aniones especificos. En general las interacciones m-aniébn son
causadas por fuerzas electrostaticas y por polarizacién inducida. Para atraer aniones es

necesario que los anillos aromaticos sean n- acido, es decir, el momento cuadrupolar negativo
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debe ser invertido con el momento cuadrupolar positivo y usualmente esto se logra
introduciendo al sistema aromatico sustituyentes electroatractores[11], por ejemplo la
introduccidn de sustituyentes flior en el benceno invierte su momento cuadrupolar (mostrado
en la figura 1.3.3), ocasionando que los aniones puedan interactuar con el benceno por su

deficiencia de electrones en la superficie del anillo. [11]

Figura 1.3.3 Representaciéon de los momentos cuadrupolar del benceno y el

hexafluorobenceno. [11]

1.3.4 Fuerzas de van der Waals.

Son atracciones muy débiles de corto alcance que se dan entre moléculas eléctricamente
neutras (o grupos de la misma entidad molecular) y existen tres tipos de fuerzas de van der
Waals [12]:

*Fuerza dipolo-dipolo. Esta interaccibn se da cuando cada una de las dos moléculas
participantes posee un dipolo permanente.

*Fuerza dipolo-dipolo inducido. Es una interaccion que se da cuando se aproxima una
molécula con un dipolo permanente a una molécula o un atomo neutro. La molécula dipolo
permanente induce una separacion mayor de carga en la especie neutra, lo que incrementa
su atraccion intermolecular.

*Fuerza de dispersion o de London. Es la interaccion instantdnea que se da entre una especie
con dipolo instantaneo y una especie neutra, produciendo un dipolo instantaneo inducido en la
especie neutra.

En la Tabla 1.2 se muestra las funciones de la relacion de energia potencial con la distancia

para las fuerzas de van der Waals y su energia en KJ mol.
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Tabla 1.2 Fuerzas de van der Waals. [53]

Dependencia de la
Tipo de interaccion | energia potencial
con la distancia

Energia tipica

(kd mol-') Comentarios

1 2 Entre moléculas polares
Dipolo-dipolo 1 /r3 2 estacionarias
Dipolo-Dipolo Entro moléculas polares y

inducido 1 /I'G 03 polares rotantes.

Fuerzas de Entre todos los tipos de
dispersion de 1 /rs 2 moléculas.

qudon

1.4 Quimiosensores opticos.

Los quimiosensores son moléculas de origen abidtico que en tiempo real transforman
informacion quimica en sefales analiticamente Gtiles en presencia de materia o energia y son
capaces de enlazarse de forma selectiva y reversible a un analito. [1, 2,13]

Un quimiosensor 6ptico consiste en una molécula que tiene sitios de unidn, croméforos o
fluoréforos y un mecanismo para la comunicacion entre ambos y es representado en la figura
1.4.1, su unién con analitos produce un cambio en las propiedades 6pticas del quimiosensor
(absorcion o fluorescencia).

Para el disefio de quimiosensores es de gran importancia conocer y analizar la afinidad del
analito, ademas de mejorar la sensibilidad del sensor con el analito al incrementar las fuerzas
de enlace; el uso de un determinado croméforo o fluoréforo en la construccion del sensor
depende de las propiedades Opticas del medio donde se encuentra el analito y las
propiedades del mismo analito con la finalidad de que la sefial emitida por el sensor no se vea

afectada por las propiedades del medio y el analito. [13]

Unidad Unién
sefalizadora quimiosensor-analito

T2y

Analito

—
—

Espaciador e < ‘h\ ) 4*
A g
-

Unidad Cambio medible
receptora en la unidad
sefalizadora

Figura 1.4.1 Esquema de un quimiosensor. [13]
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1.4.1 Quimiosensores fluorescentes.

Debido a su gran sensibilidad y alta resolucion temporal y espacial, los quimiosensores
fluorescentes son utilizados en una gran variedad de campos de la ciencia como bioldgica,
farmacoldgica y ciencias ambientales. [14]

En la interaccion del quimiosensor con un analito ocurren dos eventos, el primero se llama
reconocimiento y ocurre cuando el analito se enlaza a los sitios de union del sensor; el
segundo se llama sefializacion y es cuando la interaccién sensor-analito provoca cambios
detectables en las propiedades fotofisicas del quimiosensor [15], un ejemplo de un
qguimiosensor fluorescente (DBA2) es presentado en la figura 1.4.2 y fue publicado por
Danielle Bruen en 2016 [16], el quimiosensor estd compuesto por una unidad receptora que
es un acido borénico cationico y una unidad indicadora fluorescente aniénica 7-
hidroxicumarina (7HC), que al interactuar entre ellos la fluorescencia de la 7HC se extingue
98%, sin embargo, si a este ensamblaje se adiciona glucosa vuelve a incrementar la

fluorescencia. [16]

a) OH

('i)H
IB B\
HO OH
N
0 07 o l/ H
7HC DBA2 ' HO ‘
” OH

Glucosa
OH . . .’
Disminucion de Incremento de
b) fluorescencia fluorescencia
2000 2000 453 nm

~aon f ~ 8000
= 7000 “ : 7000
E 6000 4 g 000
.E: S000 1 'E" S000
g 4000 -, . g rllilj:J
g 2000 1 e § 200
§ 2000 . g 2000
* 1000 4 . . 1000

0 . : , : ’ R o c

0 50 100 150 200 250 w00 00 440 480 520 560 600
DBA2 Equivalence Wavelength (nm)

Figura 1.4.2 a) Mecanismo de la deteccidon indirecta de glucosa, b) Disminucion de

fluorescencia de 7HC con DBA2 en pH 8.6 a Aexc= 370nm. [16]
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Los quimiosensores fluorescentes pueden ser clasificados en tres categorias de acuerdo a su
disefio estructural y se representan en la figura 1.4.3. [2,54]

1) Quimiosensores intrinsecos: En estas moléculas el sitio de union es parte integral del
sistema conjugado del fluoroforo.

2) Quimiosensores conjugados: Son moléculas que tienen su sitio de union unido
covalentemente al fluoréforo por medio de un espaciador.

3) Quimiosensores por desplazamiento del indicador. Es un complejo supramolecular
donde la unidad indicadora se encuentra unida al sitio de reconocimiento por
interacciones intermoleculares, la unidad indicadora es facilmente desplazada por un
analito que presente mayor afinidad, ocasionando que se genere un gran cambio en
las propiedades opticas.

Unidén
Quimiosensor-analito

Analito

Unidad Unidad
sehalizadora receptora

Analito

Unidad Unidad
sehalizadora receptora

Unidad

sefalizadora -

Analito
= ————
pee—

Unidad
receptora

Figura 1.4.3 Esquema de los tipos de quimiosensores [2, 54]
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1.4.2 Teoria de la fluorescencia
La luminiscencia es la emisién de luz de una especie quimica excitada electronicamente
mediante la absorcion de radiacién y se clasifica en fluorescencia y fosforescencia, en el

diagrama de Jablonski se representan estos dos procesos (figura 1.4.4). [17]

Estado singulete
excitado (Sy).

3 Estado triplete
S RV ¢Is excitado (Ty)
1 S

CE é RV

2

A

CE

Absorcion
Fluorescencia
Fosforescencia

§ ¥ 5 RV %:
S S K

¥ S oW g ¥
Estado sigulete RV: Relajacion vibracional

fundamental (S  CIS: Cruce intersistema
CE: Conversion externa

LRV

Figura 1.4.4 Diagrama de Jablonski. Esquema de las transiciones que probablemente

ocurren en una molécula luminiscente. [17]
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Durante la fluorescencia se emite un foton mediante la relajacion de un estado singulete
excitado de baja energia (S1) al estado fundamental (So), este proceso ocurre entre 100y 10-
’s. [15] En este tiempo el fluoréforo muestra cambios conformacionales y esta sujeto a
multiples interacciones con el medio ambiente molecular. Analiticamente la fluorescencia util
se observa frecuentemente en compuestos altamente conjugados o con funcionalidad
aromatica, los cuales exhiben transiciones n a n* de baja energia. [17,18]

En la fosforescencia se emite un foton mediante la relajacion del estado triplete (T1) hacia el
estado fundamental (So), después del cruce intersistema de Si1 a Ti1. Este proceso depende
del acoplamiento entre S1y T1 y se ve favorecido cuando la diferencia de energia entre estos
estados es pequefia y el tiempo de vida del estado S: es relativamente largo (>107s). [15,
17,18]

La energia de emision de estos dos procesos es menor que la de absorcién debido a la
energia que se disipa durante el tiempo de vida del estado excitado, es decir la longitud de

onda de emision es mayor que la de excitacion. [15, 17, 18,19]

1.4.3 Mecanismos de sefalizacion fotofisica de quimiosensores fluorescentes.

Cuando un analito se une al sensor, las caracteristicas fotofisicas del fluor6foro como la
intensidad de la fluorescencia, la longitud de onda de emision y el tiempo de vida de la
fluorescencia cambiaran a través de diferentes mecanismos y ese cambio indicara la unién
analito-quimiosensor. Algunos de los mecanismos de sefalizacion convencionales son:
transferencia electronica fotoinducida (PET), transferencia de carga fotoinducida (ICT),
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) Yy transferencia de energia
electronica (EET). [55]

1.4.3.1 PET (Photoinduced Electron Transfer).

Es un mecanismo que se basa en la transferencia electrénica entre una molécula en estado
electronico excitado que actia como aceptor de electrones y una especie que actla como
donador. En ausencia de un analito, el orbital HOMO de la especie donadora, que tiene mayor
energia que el orbital HOMO del aceptor, puede transferir un electrén al orbital HOMO del

aceptor después de la excitacibn y antes de la emisidon, tal transferencia disminuye
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considerablemente la fluorescencia del quimiosensor; en la figura 1.4.5 se representa el
mecanismo PET en términos de orbitales moleculares.

Cuando un analito se enlaza al quimiosensor, el nivel de energia del orbital HOMO de la
especie donadora disminuye dificultando la transferencia de un electron al orbital HOMO del
aceptor, provocando que la fluorescencia aumente ya que se suprime el mecanismo PET. [2,
20] Un ejemplo de un sistema que utiliza el mecanismo PET para detectar un analito fue
publicado por Jaime Portilla y su equipo de trabajo en 2016 [46], (figura 1.4.6), se trata de un
quimioreceptor (PyHC) basado en una piridil-hidrazono-cumarina que detecta Mg?* con un
limite de deteccion de 105 nmol L en disolucién etanol-agua (99:1 v/v). El receptor PyHC
mostré6 escasa intensidad fluorescente en disolucion etanol-agua (99:1 v/v) debido al
mecanismo PET producido por el par de electrones libres del grupo imina de la cumarina, sin
embargo al adicionar Mg?* a la disolucién, la fluorescencia incremento debido a la

coordinacion del Mg?* con PyHC, resultado de la inhibiciéon del mecanismo PET. [46]

(a) PET

= 8

PET
Fluoroforo  Espaciador R&epﬁor‘ —1 l _ nowmo
HOMO \

Fluoroforo Receptor
(b) ¢
LUMO
FIuoroforo  Espaciador Recepmro
thlu
————————
E
oMo | A |
; + f HOMO'
| v
Fluoroforo Enlace receptor-analito

Figura 1.4.5 Mecanismo PET. [20]
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Figura 1.4.6 Ejemplo de un quimiosensor por mecanismo PET. [46]

1.4.3.2 ICT (Intramolecular Charge Transfer).

También es una transferencia electronica y ocurre entre moléculas que tienen grupos donador
—aceptor © unidos mediante un enlace covalente. Cuando estas moléculas son excitadas por
radiacion electromagnética el grupo n-donador cede un electron al grupo mn-aceptor
produciéndose estados de carga polarizada.

En contraste con el mecanismo PET donde existe disminucion de fluorescencia sin cambios
espectrales, en el mecanismo ICT (figura 1.4.7) el quimiosensor sigue presentando
fluorescencia pero con cambios en las intensidades fluorescentes y sus espectros de
excitacion y emision presentan cambios en sus longitudes de onda que dependen del medio
donde se encuentre. Tras la excitacién en la zona del ultravioleta cercano y con un disolvente
de polaridad adecuada para el sistema sensor-analito, el espectro de emisién del
quimiosensor presenta dos bandas de fluorescencia, la primera banda es conocida como
banda de fluorescencia normal y se da por el desplazamiento de Stokes y la segunda banda
aparece a una longitud de onda mayor que la anterior y se atribuye al estado excitado
altamente polar ICT. Este fendmeno depende de la energia del dipolo formado y de la energia
de activacion del proceso, y se ve afectado por la polaridad del disolvente donde a mayor
polaridad del disolvente mayor es la intensidad de la banda de fluorescencia procedente del
estado ICT.
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Cuando un analito interacciona con el grupo donador de electrones del sistema
(quimiosensor) se reduce la conjugacion electrénica ocasionando que el espectro de
absorcion se desplace hacia el azul y la absorbancia molar disminuye, pero cuando un analito
se une al grupo aceptor de electrones del sistema, el espectro de absorcion se desplaza hacia

el rojo y la absorbancia molar incrementa. [21]

* Interaccion con el * Interaccion con el
grupo donador. grupo aceptor.

mﬁg

Figura 1.4.7 Cambios espectrales de los quimiosensores fluorescentes ICT. [21]

En 2016 se public6 un quimiosensor fluorescente (DCM-OH) sensible al cambio de pH [47],
basado en el cromoéforo dicianometilen-4H-pirano que en condiciones neutras, el
guimiosensor DCM-OH mostré6 una banda de absorcién en 431 nm y una banda débil de
emisién en 574 nm sin embargo al ir incrementando el pH de 7.15 a 11.00, el quimiosensor
DCM-OH mostré una banda de absorcién batocromica a 550 nm y un desplazamiento de la
banda de emision a la region NIR en 692 nm debido al mecanismo ICT del oxigeno anionico.
La reaccion acido-base del sensor DCM-OH asi como sus titulaciones espectroscopicas de

absorbancia y fluorescencia son mostradas en la figura 1.4.8.
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Figura 1.4.8. a) Reaccion acido-base del quimiosensor DCM-OH donde a pH neutro la
intensidad de la banda de emision es débil y a pH basico la intensidad de la banda de
emision es fuerte, b) Titulacion espectroscoépica de absorbancia del quimiosensor
DCM-OH, donde a pH neutro la banda de absorcion esta en 450 nm y la disolucion es
amarilla mientras que a pH béasico la banda de absorcion se desplaza a 550 nm vy la
disolucién es morada y c) Titulacion espectroscépica de fluorescencia del
guimiosensor DCM-OH, donde a pH neutro la banda de emision de la disolucién esta en
574 nm presentando una intensidad de fluorescencia menor a 30000, mientras que a
pH basico la banda de emisién se desplaza a 692 nm y presenta una intensidad de

fluorescencia tres veces mas grande que a pH neutro. [47]

1.4.3.3 FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).

Es un mecanismo que ocurre entre grupos donadores y aceptores fluorescentes
(representado en la figura 1.4.9). Se ha estimado que los grupos donador y aceptor deben
encontrarse a una distancia de entre 1y 10 A para que el donador fluorescente pueda excitar

al aceptor. Cuando un fluoréforo donante excitado se aproxima a un segundo fluoroforo
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aceptor con una banda de absorcién que se superpone con la banda de emisién del donante,
el fluoréforo aceptor presenta excitacion y la fluorescencia resultante es de mayor longitud de
onda. [55]

Fluorescencia Absorbancia
Donador Aceptor

Lonaitud de Onda
Figura 1.4.9 Banda de emision del grupo donante superpuesta a la banda de absorcion

del grupo aceptor. [55]

Un ejemplo de un quimiosensor FRET fue publicado por Soumitra Satapathi y su equipo de
trabajo en 2017 para la deteccion de compuestos nitroaromaticos [48], el quimiosensor esta
compuesto de un copolimero (poli(metilmetacrilato (MMA))-co-7-(4-trifluorometil) coumarin-N-
metacrilamida (TCMA)) con un derivado de cumarina en la cadena lateral como molécula
donante (identificado como CP) y una curcumina como molécula aceptor. EI maximo de
absorcién del polimero donador se encuentra a 343 nm y emite un maximo de intensidad
fluorescente en 420 nm cuando se excita a 343 nm (figura 1.4.10 a), por otra parte, la
molécula aceptora tiene un maximo de absorcidon alrededor de los 430 nm y un maximo de
emision fluorescente en 530 nm cuando se excita en 430 nm (figura 1.4.10 b). La
superposicion del espectro de emision fluorescente del polimero CP y el espectro de
absorcion de la curcumina mostrada en la figura 1.4.10 c indica la posibilidad de
transferencia de energia entre la molécula donante CP y la curcumina aceptora. Cuando las
moléculas de CP y curcumina se mezclan en cloroformo la intensidad fluorescente de la
curcumina aumenta mientras que la intensidad fluorescente del polimero donante disminuye
(figura 1.4.10 d). La fluorescencia del copolimero se apaga por la transferencia de energia a
la curcumina que ocurre cuando las dos moléculas (donante y aceptor) estan dentro de la

escala de distancia FRET.
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La sefial FRET mostrada en la figura 1.4.11 disminuye gradualmente en presencia de los

compuestos nitroaroméaticos 2,4-dinitrotolueno (DNT) y 2,4,6-trinitrotolueno (TNT).
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Figura 1.4.10 Se presentan los espectros de UV-vis y fluorescencia del copolimero

CP(a) y la curcumina (b), la superposicion del espectro de emision fluorescente del

polimero CP y el espectro de absorcion de la curcumina (c) y los espectros de emision

fluorescente del CP, la curcumina y la nueva sefial FRET de la mezcla del CP y

curcumina en cloroformo. [48]
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Figura 1.4.11 Los espectros de emision fluorescente del quimiosensor CP-curcumina
en presencia de 2,4-dinitrotolueno (DNT) y 2,4,6-trinitrotolueno (TNT). [48]

1.5 Acidez de los acidos bordnicos.

Los acidos borénicos son acidos de Lewis capaces de aceptar un par de electrones debido a
la hibridaciéon sp? del &tomo de boro. [22] La configuraciéon elemental del boro (1s? 2s? 2p?)
permite la formacion de tres enlaces covalentes en la geometria trigonal plana sp?, en esta
geometria, el boro tiene 6 electrones de valencia y puede aceptar un par de electrones. En
disolucién acuosa, el OH" se comporta como una base de Lewis al donar su par de electrones
al boro para formar un enlace covalente, convirtiendo su hibridacion sp? a una hibridacion sp3
con geometria tetraédrica. [22] Los &cidos borénicos de forma —B(OH)2 atraen electrones
mientras que los —B(OH)s™ donan electrones y en la figura 1.5.1 se representa el equilibrio

acido-base en agua.

R_.OH + H,0 ~ R, OH + H
b - SoH
OH OH

Figura 1.5.1 Esquema de equilibrio acido-base de los acidos borénicos. [22]
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Al comparar los valores de pKa del &cido bérico (pKa = 9.24) y acido fenilboronico (pKa = 8.7)
en la figura 1.5.2 se observa un menor pKa para el acido fenilborénico debido a que la acidez
de los acidos borénicos depende de la densidad de carga en el atomo de boro: los grupos que
atraen electrones incrementan la acidez mientras que los grupos que donan electrones

disminuyen la acidez. [23]
HO_ __OH HO___OH
T ;w,/;

pk, 9.24 8.70

Figura 1.5.2 Estructuras y valores de pKa del acido borico y del acido fenilborénico a
25°C. [23]

1.5.1 Esteres boronicos.

En disolucién acuosa, los acidos bordénicos son capaces de enlazarse covalentemente a 1,2 o
1,3 dioles formando ésteres ciclicos de cinco o seis miembros, estas interacciones son
dependientes del pH, por el cambio de hibridacion que presenta el boro en los &cidos
borénico. [24] Por esta razon el presente trabajo a utilizado a los acidos borénicos como sitios
unién para la creacion de quimiosensores fluorescentes para la deteccién de monosacaridos.
El angulo del enlace O-B-O de un acido borénico sp? cambia de 120° a 113° después de
formar un éster ciclico, el cual presenta gran tensién angular, sin embargo, el angulo de
enlace de un grupo boronato con hibridaciéon sp2® es de 109.5°, lo cual permite superar una
menor tensién angular y favorecer el proceso de ciclacion al presentar mayor estabilidad. La
velocidad de formacion de los ésteres boroénicos ciclicos es de 10 a 10* veces mayor con el
boronato sp3 que con el acido borénico sp?. [24]

Los equilibrios entre el acido boronico, el boronato y los correspondientes ésteres estan
representados en el ciclo termodinamico dependiente del pH de la figura 1.5.3. Un equilibrio

acido-base ocurre al pasar de la especie B° (a4cido borénico) a B- (boronato). [23]
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Debido a que los acidos bordnicos y sus ésteres pueden existir en dos estados de ionizacion,
se consideran tres constantes de enlace en el ciclo termodinamico. La primera constante se
representa como KBO en la figura 1.5.3 y se obtiene en el equilibrio de la especie B° (acido
borénico trigonal) y el éster BL al interaccionar con un diol. La segunda constante se
representa como KBl y se refiere al equilibrio entre la especie B-(boronato tetraédrico) y el
éster B'L. La constante de formacién del éster boronato tetraédrico es usualmente de 2 a 4
veces mayor que la del éster boronico trigonal. La tercera constante es Keq Y describe el
proceso de forma general sin tomar en cuenta la hibridacion del boro en las especies
participantes. [25] Los &cidos bordnicos son mas 4cidos al unirse a un diol; el éster formado

presenta un pKa de 2 a 4 unidades menor que el pKa de su acido boronico. [26]

OH KaBO OH
( ) l'\; + H 2 O — A N \JB?-\\\O H _|_ H +
R™"OH R”" “OH
BO B-
Ri R Ri Ry
‘ HO OH HO OH ‘
KBOL KB-L
[ -2H,0 2H,0lf
R1
9_§, OH_ Ri
B Re HO = = - o:[ T H
KaBOL R2
BOL B-L

Figura 1.5.3 Equilibrios en disolucién acuosa de los acidos bordnicos y dioles. [26]
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1.5.2 Quimiosensores fluorescentes basados en acidos bordénicos para la deteccién de
carbohidratos.

La quimica covalente dinamica de los acidos boronicos ha facilitado el desarrollo de
quimiosensores para la deteccion de analitos de interés biomédico y ambiental. [27] Debido a
gue los acidos boroénicos forman enlaces covalentes reversibles al interactuar con 1,2 0 1,3
dioles, se han utilizado para el desarrollo de quimiosensores fluorescentes que reconozcan
carbohidratos como la glucosa o la ribosa u otras especies como las catecolaminas, especies
reactivas de oxigeno y compuestos ionicos en la figura 1.5.4 se presentan las estructuras

moleculares de algunas especies que tienen grupos diol.

HO
HO OH
O\OH
HO
OH OH
Catecol D-fructosa
HO HO .
HO?” | OH H
S0t 0
OH
H
o OH OH
D-glucosa D-ribosa

Figura 1.5.4 Estructuras moleculares de algunas especies quimicas que tienen grupos
diol.
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Para que un compuesto de acidos bordnicos sea utilizado como quimiosensor fluorescente
para la deteccion de carbohidratos [31], es necesario que cumpla algunas caracteristicas
como:
1) Después de la unién con el analito, el cambio en sus propiedades fluorescentes debe
ser suficiente para ser detectado y medido.
2) Debe tener buena solubilidad en agua y alta selectividad al analito.
3) Debe tener gran estabilidad quimica y fotoquimica.
4) Su longitud de onda de emision debe ser mayor a la regién de UV y debe tener baja
interferencia por el medio o el mismo analito.
5) Debe presentar altos rendimientos cuanticos tanto en los acidos borénicos como en los
ésteres formados.
6) Su sintesis debe ser facil de realizar.
Los primeros estudios de moléculas basadas en é&cidos boronicos para la deteccion de
sacéridos en disolucion fueron publicados por los investigadores Lorand y Edwards en 1959,
[24] ellos realizaron comparaciones de las diferentes constantes de enlace entre los acidos
fenilborénicos y dioles que involucraban sacaridos en disolucion acuosa al ir disminuyendo el
pH, se concluyé que la afinidad de los acidos borénicos con los carbohidratos esta
determinada por la orientacion y posicién de los grupos hidroxilo de los sacaridos por lo que el
disefio de los quimiosensores basados en acidos borénicos debe diferenciar la estructura de
los monosacaridos. [26]
Se sabe que los quimiosensores con un acido borénico presentan mayor selectividad por la
fructosa debido a la gran abundancia que hay en disolucion de la forma furanosa (25%) de
fructosa (figura 1.5.5) la cual contiene un par de grupos hidroxilo syn-periplanar [24], los
cuales se encuentran disponibles para unirse con el acido borénico.
La observacion general de afinidad de enlace de los acidos monoborénicos con
monosacaridos siguen el siguiente orden fructosa> galactosa> manosa> glucosa. En general

la afinidad y selectividad de los acidos monoboronicos por monosacaridos es pobre. [26]
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Figura 1.5.5 Estructura y abundancia en agua de algunos monosacaridos de interés
biologico. [26]



En 1992, los investigadores Yoon y Czarnik publicaron el primer quimiosensor con un acido
borénico y un antraceno 1 mostrado en la figura 1.5.6 para la deteccién de monosacaridos
con el mecanismo de sefalizacion de transferencia de carga intramolecular (ICT). Este
guimiosensor, con una longitud de emision de 416 nm, presentd un mayor cambio de
intensidad fluorescente al interaccionar con fructosa (K = 1000 M%) que al interaccionar con
glucosa (K= 316 M) a pH fisiolégico. EI cambio de fluorescencia posiblemente se origind por
el cambio de hibridacion del boro en el éster formado el cual presento menor pKa. El acido
fenilboronico al tener un valor de pKa = 8.8 presenta una geometria trigonal plana en pH

QH
SO
1

Figura 1.5.6 Quimiosensor monobordnico 1.

fisiologico. [28]

Estos mismos investigadores también sinterizaron el quimiosensor 2 (figura 1.5.7) pero se
dieron cuenta que el cambio de intensidad de fluorescencia era menor al interactuar con
fructosa, y este evento se atribuy6 al impedimento estérico entre los hidrégenos adyacentes y
los grupos hidroxilo de -B(OH)2 . [28]

HO, OH. .

B Y

Figura 1.5.7 Quimiosensor monobordnico 2.
Shinkai y su equipo de trabajo publicaron el quimiosensor 3 (figura 1.5.8), este sistema tiene

un grupo amino en la posicion 5 con relacion al acido borénico. Este quimiosensor demostré

alta afinidad a glucosa y fructosa comparado con el acido fenilborénico. [22]
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Figura 1.5.8 Quimiosensor monoboronico 3. [22]

Wulff demostré que la formacion de un enlace dativo B-N ayuda a disminuir el pKa de los
acidos boronicos e incrementa la fuerza de enlace. El quimiosensor 3 exhibié un aumento de
fluorescencia al interactuar con glucosa y fructosa. La propuesta de lo que sucede en esta
interaccidn es mostrada en la figura 1.5.9, donde el mecanismo PET es cancelado por la

interaccidn con los grupos dioles de los carbohidratos, lo que incrementa la fluorescencia. [30]

Ry R>
HO OH
t
3
hv hv' hv hv'

Figura 1.5.9 Interaccion del quimiosensor 3 con carbohidratos. [30]

1.5.3 Acidos diboronicos.

La razon de utilizar dos acidos boroénicos en el disefio de quimiosensores para la deteccion de
glucosa es porque estos sitios de unidon se ajustan tanto a la distancia como a la orientacion
de los grupos hidroxilo de la glucosa. Tipicamente, la interaccion selectiva del acido boronico-
glucosa se da con la forma furanosa de la glucosa representada en la figura 1.5.10,
uniéndose el par de hidroxilos de la posicién 1y 2 de la glucofuranosa con un acido borénico

y dos o tres grupos hidroxilos de la posicion 3, 5y 6 con el otro acido borénico. [26]
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HO

HO O_I-.I-O

HO

Figura 1.5.10 Glucofuranosa [26]

En 1991 Tsukagoshi y Shinkai disefiaron el primer quimiosensor 4 (figura 1.5.11) con dos
acidos boronicos para la deteccion de sacaridos. [26] El quimiosensor 4 mostré una sefal de
dicroismo circular (CD) en presencia de D-glucosa, D-maltosa y D-celobiosa pero no presenta
sefial CD en presencia de D-fructosa. La presencia de sefiales CD se atribuye a la formacion
de ésteres boronato ciclicos. Aunque la constante de estabilidad del quimiosensor 4 con
glucosa fue de 19 000 M no es un buen sensor éptico por la falta de un croméforo que

absorba en la region visible. [26]

HO. - OH HO. -, OH
B B)

(L

OCH; OCH, 4
Figura 1.5.11 Quimiosensor diboroénico 4. [26]

En 1994 Shinkai y su equipo de trabajo disefiaron el quimiosensor 5 (figura 1.5.12) basados
en la estructura y mecanismo de sefializacion PET del quimiosensor 3. [26] Este sensor
presento mayor constante de estabilidad (3981 M) con glucosa comparada con fructosa (316
M-1) y galactosa (158 M1). [22] El quimiosensor 5 fue disefiado para interactuar con la forma
glucopiranosa de la glucosa pero el investigador Norrild demostré que el compuesto forma un
complejo diboronato con la glucofuranosa en soluciones acuosas, ademas de demostrar que

esté &cido diboronico formaba un complejo 1:1 con glucosa. Cuando el compuesto 5
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interactuaba con los sacéaridos la fluorescencia incrementaba, la gran afinidad con glucosa

permitid la deteccion de glucosa a niveles mM. [22]

Figura 1.5.12 Quimiosensor diborodnico 5. [22]
Norrild y su equipo de trabajo reportaron un derivado de piridinio del sensor 5, 6 (figura
1.5.13). [25] Las cargas positivas que presentan los grupos piridinio del quimiosensor 6
mejoran la solubilidad del compuesto en agua e incrementan la acidez de los &tomos de boro
permitiendo que la deteccion de glucosa se pueda dar en disolucién acuosa a pH fisiolégico.
La constante de estabilidad fue de 2512 M. [25]

Figura 1.5.13 Quimiosensor dibordnico 6. [25]

Drueckhammer disefio el compuesto 7 (figura 1.5.14) el cual exhibe una constante de
estabilidad de 4x10% M con glucosa, siendo 400 veces mas a fin a glucosa que a otros
monosacaridos. El compuesto 7 es un buen ejemplo de alta rigidez en compuestos de acidos

diborénicos que complementan con la estructura de la glucosa. [26]
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Figura 1.5.14 Quimiosensor diborénico 7. [26]
El acido diboroénico 8 (figura 1.5.15) reportado por Binghe Wang y su equipo, mostré gran
selectividad por glucosa con una constante de estabilidad de 1472 M. [25] Al enlazarse a la

glucosa, la fluorescencia del quimiosensor 8 incremento siete veces mientras que al enlazarse

a fructosa o galactosa solo incremento6 dos veces. [25]

HO OH
(B~OH HO—\B‘%
N— —N

Figura 1.5.15 Quimiosensor diboroénico 8.

Dentro del desarrollo de acidos diborénicos selectivos a glucosa James y su equipo

desarrollaron una serie de compuestos con diferente longitud del espaciador de -(CH2)n- n=1
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a n=8. El compuesto 9 con (CH2)s fue identificado como el mejor sensor para la deteccion de

glucosa de toda la serie con una constante de estabilidad de 960 M. [31]

Figura 1.5.16 Quimiosensor dibordnico 9.

Singaram y su equipo reportaron un ensamblaje del compuesto catidénico 10 y una molécula
anionica fluorescente 11 (figura 1.5.17), este ensamble mostr6 mejoramiento de
fluorescencia en presencia de los sacaridos, ya que el enlace con sacéridos induce la

ionizacion en las unidades de &cidos borénicos generando asi una disociacion del

ensamblaje. [32]

— —

OH HO HO Ho
B’
Ho_~ 80, OH -
OH
Glucosa
-
‘_7
0,S (?H
BN OH

Figura 1.5.17 Ensamblaje y complejo con glucosa propuesto [32]
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HIPOTESIS

Se considera que nuevas moléculas basadas en acidos diborénicos funcionalizadas con sales
de quinolinio y piridin-dicarboxamidas son utiles para la quimiodeteccion fluorescente de
monosacaridos en agua a pH fisiologico.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Disefar, sintetizar y caracterizar dos nuevos quimiosensores fluorescentes (BQ3Bmeta y
BQ3Borto) basados en sales de quinolinio y acidos fenilborénicos, ademas de evaluar su
afinidad y selectividad a monosacaridos en pH fisioldgico.

7 =~

0 ~ 0 (o) ~ 0
NH HN
Z | | N Z NH HN N
-~ + + 2 N+ I l + 7
N N N N

2 Br 2 Br
_.._OH HO .\I ]
: ;_g)’ B
e |
B
| HO” OH

(B
107 “}‘OH

OH
OH BQ3Borto

YOY
H@

BQ3Bmeta

N
Z

BQ3ben
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar dos nuevos compuestos fluorescentes que incluyan en su estructura quimica
las unidades fluorescentes 3-aminoquinolina, el fragmento piridin-dicarboxamida y dos
acidos fenilboronicos.

2. Caracterizar los compuestos por técnicas espectroscopicas (RMN, Masas, IE, Rayos-
X, AE) y buscar la cristalizacion de los compuestos obtenidos.

3. Estudiar por espectroscopia de UV-vis y fluorescencia los compuestos sintetizados,
BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta, y determinar las condiciones adecuadas para el
analisis de sus propiedades fluorescentes en medio acuoso a pH fisioldgico (pH= 7.4).

4. Determinar las constantes de disociacion acida de los compuestos BQ3ben,
BQ3Borto y BQ3Bmeta mediante titulaciones fluorimétricas.

5. Determinar las constantes de asociacion de los analitos (catecol, D-sorbitol, D-fructosa,
D-manitol, D-arabinosa, D-ribosa, D-galactosa, D-xilosa, D-manosa, D-glucosa y mio-
inositol) con los compuestos BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta a través de los datos
obtenidos en las titulaciones fluorimetricas

6. Estudiar la asociacion de los quimiosensores BQ3Borto y BQ3Bmeta con el analito
con mayor constante de asociacién en espectrometria de masasy RMN 1B,

JUSTIFICACION.

El presente trabajo de investigacion esta enmarcado por la quimica supramolecular analitica,
se centra en el disefio y desarrollo de nuevos receptores fluorescentes con acidos diborénicos
para la deteccibn de monoséacaridos, mimetizando la alta selectividad y afinidad de los
fendmenos de asociacion en sistemas biologicos.

El objetivo central de nuestro proyecto es mostrar las propiedades de enlace y sefalizacion
de los compuestos fluorescentes de acidos diboronicos con piridin-2,6-dicarboxamida y 3-
aminoquinolina. Ademas estas especies al ser de naturaleza catidnica las hace ser mas
solubles en agua y sus valores de pKa de los acidos boronicos disminuyen favoreciendo la

selectividad y afinidad a los monosacaridos a pH mas bajo.
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CAPITULO 2
DESARROLLO EXPERIMENTAL
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2.1 Reactivos y disolventes

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de Aldrich y se utilizaron sin previo tratamiento:
dicloro de 2,6-piridindicarbonilo (97%), 3-aminoquinolina (98%), acido 3-(bromometil)
fenilborénico (90%), acido 2-(bromometil) fenilborénico, bromuro de bencilo (98%), pirocatecol
(= 99%), D-(-)-arabinosa (298%), D-(-)-fructosa(=299%), D-(+)-galactosa (299%), D-(+)-glucosa
(299.5%), D-manitol (298%), D-(+)-manosa (99%), D-(-)-ribosa (299%), D-sorbitol (99%), D-
(+)-xilosa (299%), metil-a-D-galactopiranosa (298%), metil-B-D-galactopiranosa, metil-o-D-
glucopiranosa (299%), metil-B-D-glucopiranosa (299%) y mio-inositol (99%), MOPS (299.5%),
CAPS (298%) y MES hidratado (299.5%).

Los disolventes empleados fueron anhidros o grado HPLC, sin embargo, algunos fueron
secados por técnicas convencionales: tolueno anhidro (Aldrich, 98%), dimetilformamida
anhidra (Aldrich, 9.8%), acetona (Tecsiquim, 299.5%) acetonitrilo (Aldrich, 99.9%), metanol
(Tecsiquim, 99.8).

2.2 Instrumentacion

La sintesis de los quimiosensores BQ3Bmeta y BQ3Borto fue realizada por radiacion con
microondas en un equipo de la marca Biotage modelo 356006.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y B se realizaron en los equipos
Bruker Ascend 300 MHz y Bruker Ascend 500 MHz. Los desplazamientos quimicos () se
presenta en ppm y son referidos a TMS y BF3-O(CzHs)2. Los disolventes deuterados utilizados
fueron DMSO-ds, CD3OD y D20.

Los espectros de masas de alta resoluciéon fueron adquiridos utilizando un espectrémetro
Bruker modelo micrOTOF Il y un espectrometro de masas marca Bruker Microflex con MALDI-
Tiempo de vuelo (Maldi-TOF).

Las estructuras de rayos-X fueron obtenidas con un difractdmetro marca Bruker APEX 1l CCD
a 100 K y radiacion de Mo-Ka (,=0.71073 A) de micro Incoatec Imus y monocromador con
optica Helios. Las estructuras se resolvieron mediante métodos directos (SHELXS-97) y los
datos se refinaron por minimos cuadrados en F? usando ShelXle GUI. Los atomos de
hidrogeno de enlaces C-H se colocaron en posiciones idealizadas mientras que los atomos de

hidrogeno de enlaces O-H se encontraron del mapa de densidad electrénica y sus posiciones
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fueron refinadas anisitropicamente Uiso con dependencia al atomo directamente unido
utilizando adicionalmente restricciones de distancia. Se refinaron los grupos desordenados
usando restricciones de geometria y distancia, junto con restricciones de los valores Uj;
implementados en SHELXL, las ocupaciones fueron restringidas a valores unitarios.

En los experimentos por espectroscopia de UV-Vis se emple6 un espectrofotometro de
arreglo de diodos, Cary 100 Agilent, con resolucion de 2 nm con una precision de longitud de
onda <+ 0.5nm y una precision fotométrica < +0.005A a 1.2. Se utilizaron celdas de cuarzo
(Paso optico [1 cm], volumen [3mL]). Para los experimentos por espectroscopia de
fluorescencia se utilizé un espectrofluorimetro Varian modelo Cary Eclipse con una exactitud
de longitud de onda de + 0.5 nm y una relacion de ruido 550/1. Las celdas utilizadas son de

cuarzo (Paso optico [1cm], volumen [3mL]).
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2.3 Sintesis
Sintesis general de los compuestos BQ3Ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.

"y
e) \ 0
~
| 2 m ; BQ3Bmeta
o} > (o] B )j\
N + Xy HO” " oH Ho™
Cl
M.O.
isémero 1220w
1. Tolueno anhidro 2. NaHCO,, 10% R T: 80°C
Reflujo 24 h. V:12mL
t:8min. X2

N
NH HN X
m m ’:B}OH
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N N HO
+

o
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isomero T: 82°C
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L ooF T
R0 G

BQ3ben
Figura 2.1 Sintesis general de los compuestos BQ3Ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.
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2.3.1 Sintesis del intermediario BQ3
N,N’-di(3-quinolin)piridin-2,6-dicarboxamida.

"]
o) > 0
N
4
Cl Ci |
dicloruro de 1. Tolueno anhidro 0O \N 0
piridin-2,6-dicarbonilo Reflujo 24h
‘ 2. NaHCO;, 10% Z NH HN N
A~ NH; " | | 2
2 | BQ3
\N 95%

3-aminoquinolina

Figura 2.2 Sintesis del intermediario BQ3.

Dentro de un matraz de bola se colocé 216 mg (1.5 mmol) de 3-aminoquinolina y 150 mg
(0.73 mmol) de dicloruro de piridin-2,6-dicarbonilo en 50 mL de tolueno anhidro, la mezcla se
puso a reflujo con agitacion constante por 24 horas. Posteriormente, se obtuvo un precipitado
amarillo al filtrarse a gravedad. Se realizaron 3 lavados de acetona sobre el papel filtro donde
se encontraba el precipitado y después se realizaron 3 lavados con una disolucion acuosa de
bicarbonato de sodio al 10% para neutralizar el compuesto, se dej6é secar el compuesto a
temperatura ambiente y se obtuvo un polvo beige correspondiente al intermediario BQ3 con
un rendimiento del 95% (292.3 mg).

'H NMR (300MHz, DMSO-ds) 8 11.93 (s, 2H), 10.27 (s, 2H), 9.66 (s, 2H), 8.57 (q, J= 8.5Hz,
7H), 8.17 (m, 2H), 8.04 (t, J= 7.9Hz, 2H), 7.48 (m, 4H), 7.39 (m, 6H), 6.46 (s, 4H).

13C NMR (75MHz, DMSO-ds) & 162.70, 147.57, 144.73, 141.31, 135.82, 135.22, 134.66,
133.67, 132.82, 130.63, 130.53, 130.06, 129.36, 129.20, 127.74, 126.69, 119.38, 63.16.

420 m/z
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2.3.2 Sintesis del compuesto BQ3Ben.
Bromuro de N,N’-di(3N”’-bencilquinolinio)piridin-2,6-dicarboxamida.

-z | a |
0) \N 0 (o) \N 0
AN N A~ NH  HN
~ l l - DMF/Acetona ~+ I I 4+
N BQ3 N (1:8 VIV) N " N
> 2 Br
+ Reflujo 48 h @) K@
BQ3ben

Br
2 ©/\ 92%

Bromuro de bencilo

Figura 2.3 Sintesis del compuesto BQ3ben.

En un matraz de bola 80 mg (0.19 mmol) de BQ3, previamente disueltos en 2mL de DMF
anhidra, se hicieron reaccionar con 2.2 equivalentes de bromuro de bencilo (50 pL, 72 mg,
0.42 mmol) en 16 mL de acetona anhidra por 48 horas a reflujo en agitacion constante.

El disolvente de la reaccion fue eliminado a presién reducida obteniéndose un precipitado
amarillo-beige el cual fue lavado tres veces con metanol y secado a temperatura ambiente por
24 horas. Se obtuvieron 134 mg (92% de rendimiento) de un polvo beige correspondiente al
BQ3ben.

RMN H (300 MHz, 25°C, DMSO-ds); 811.93 (s, 2H), 10.27 (s, 2H), 9.66 (s, 2H), 8.57 (m, 7H),
8.17 (dd, J= 8.8, 7.0 Hz, 2H), 8.04 (t, J= 7.7 Hz, 2H), 7.51 (m, 4H), 7.39 (s, 6H), 6.46 (s, 4H).
RMN 13C (300 MHz, 25°C, DMSO-ds); & 162.98, 147.86, 145.02, 141.62, 136.11, 135.51,
134.95, 133.96, 133.10, 130.92, 130.82, 130.35, 129.71, 129.49, 128.02, 126.96, 119.73,
63.45.

IR v (cm™): 3310 (N-H), 2200, 1911, 1697 (-C=C-), 1533(C=0), 777, 685(=C-H).

Analisis elemental calculado para CssHsz1BraNsO2 (761.52): C, 61.51; H, 4.10; N, 9.20,
encontrado: C, 61.58; H, 4.18; N, 9.16.
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2.3.3 Sintesis del quimiosensor BQ3Bmeta.
Bromuro de N,N’-di(3N”’-(3-boronobencil)quinolinio)piridin-2,6-dicarboxamida

=z | - |
(0] \N 0
1zow
~ N " N T: 80°C
] | . V:12mL
N BQ3 N t: 8 min. X 2
—_— | |
+
l' r \
HO OH HO OH
By BQ3Bmeta
HO" "OH 93%

acido 3-(Bromometil) fenilborénico

Figura 2.4 Sintesis del quimiosensor BQ3Bmeta

En un tubo de microondas de 20 mL se colocaron 80 mg (0.19 mmol) de BQ3 y 114 mg (0.53
mmol) de 3-(bromometil) acido bordnico en 12 mL de acetonitrilo y se sello el tubo, la mezcla
Se puso en agitacion constante durante una hora a temperatura ambiente.

Después, en el equipo de microondas se programé un pulso inicial de 120 W a una
temperatura de 80°C para llevar a cabo la reaccion durante 8 minutos por duplicado, entre los
tiempos de reaccion se bajo la temperatura a 25°C, durante la reaccién no se alcanz6 una
presiéon mayor de 1 bar. Al finalizar la reaccién se eliminé el disolvente bajo presién reducida
y se obtuvo un polvo amarillo claro que se lavd cuatro veces con acetato de etilo. El
rendimiento de la reaccion fue de 93% (150.4 mg).

RMN H (300 MHz, 25°C, DMSO-ds); 8 12.13 (s, 2H), 10.52 (s, 2H), 9.85 (s, 2H), 8.54 (m, 7H),
8.13 (m, 6H), 8.02 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.85 (s, 2H), 7.78 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.0
Hz, 2H), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 6.49 (s, 4H).

RMN 13C (300 MHz, 25°C, DMSO-ds); & 162.59, 147.64, 145.18, 140.92, 136.24, 134.91,
134.53, 134.36, 133.99, 132.90, 132.72, 132.49, 130.40, 130.29, 129.74, 129.20, 128.20,
126.69, 119.23, 60.82.

RMN 1B (500 MHz, 25°C, DMSO-ds); 5 28.74.
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MS (ESI*, m/z): calculado para CssH33B2BrNsOs [BQ3Bmeta+Br]* 770.1780, encontrado
770.1695.

IR v (cm™): 3302 (N-H), 2326,1957,1690 (-C=C-), 1535 (C=0), 1508(B-0O), 1377 (B-C), 770,
658 (=C-H).

Andlisis elemental calculado para CsoH33B2BraNsOs (847.10): C, 55.16; H, 3.92; N, 8.25,
encontrado: C, 55.18; H, 3.98; N, 8.20.

2.3.4 Sintesis del quimiosensor BQ3Borto.
Bromuro de N,N’-di(3N”’-(2-boronobencil)quinolinio)piridin-2,6-dicarboxamida

~ 2 )
o) N 0 ®)
Z NH HN X .

_ e - )
N N N N
M.O.

2 2 120 W \[?.},OH HO\JIB
T: 82°C
2 V: 1?mL OH
Br t:8min. X2 BQ3Borto
B 92%
HO” “OH

acido 2-(Bromometil) fenilborénico

Figura 2.5 Sintesis del quimiosensor BQ3Borto.

En un tubo de microondas de 20 mL se coloc6 80 mg (0.19 mmol) de BQ3 y 114 mg (0.53
mmol) de 2-(bromometil) acido fenilborénico en 12 mL de acetonitrilo y se sell6 el tubo, la
mezcla se puso en agitacion constante durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, en el equipo de microondas se programdé un pulso inicial de 120 W a una
temperatura de 82°C para llevar a cabo la reaccion durante 8 minutos por duplicado, entre los
tiempos de reaccion se bajo la temperatura a 25°C; durante la reaccion la presion no fue

mayor de 1 bar.
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Al finalizar la reaccién se eliminé el acetonitrilo bajo presion reducida y se obtuvo un polvo
beige que se lavd con cuatro enjuagues de acetato de etilo. El rendimiento de la reaccion fue
de 92% (149 mg).

RMN IH (300 MHz, 25°C, DMSO-ds); d 12.00 (s, 2H), 10.13 (s, 2H), 9.72 (s, 2H), 8.55 (m,
10H), 8.44 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 8.17 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 8.05 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.91 (dd, J =
7.4, 1.4 Hz, 2H), 7.42 (m, 4H), 7.06 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 6.60 (s, 4H).

RMN 13C (300 MHz, 25° C, DMSO-de); & 162.64, 147.60, 143.41, 140.84, 137.97, 137.09,
135.64, 135.57, 134.44, 132.58, 132.39, 130.45, 130.37, 129.28, 129.67, 129.48, 128.85,
129.60, 119.00, 60.28.

RMN B (500 MHz, 25°C, DMSO-de); d 28.10.

MS (ESI*, m/z): célculo para el éster dimetil acido diborénico C41Hs7B2BrNsOs [BQ3Borto+Br]*
798.2093, encontrado 798.2395.

IR v (cm1):3302 (N-H), 2365, 2161,1687 (-C=C-), 1535 (C=0), 1508, (B-O), 1370 (B-C), 751
(=C-H).

Andlisis elemental calculado para CsgHs3B2BraNsOs (847.10): C, 55.16; H, 3.92; N, 8.25,
encontrado: C, 55.11; H, 3.97; N, 8.21.

2.4 Obtencién de Cristales

2.4.1 Cristalizacion de BQ3ben

Se prepar6 una disolucion saturada del compuesto BQ3ben con 8 mg de BQ3ben en 2.5 mL
de MeOH dentro de un vial. Se agité durante 1 min y se colocé en una capsula de teflén
dentro de una estufa por 5 minutos a 80°C. Este proceso se realizd tres veces mas hasta
obtener una disolucion translucida.

Posteriormente, el vial se puso en reposo cuatro dias a temperatura ambiente y por

evaporacion lenta se obtuvieron cristales incoloros.

2.4.2 Cristalizacién de BQ3Bmeta
Se preparé una disolucion saturada del compuesto BQ3Bmeta que contenia 5 mg de

BQ3Bmeta en 2 mL de MeOH dentro de un vial. Se agité durante 1 min y se colocé en una
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capsula de tefléon dentro de una estufa por 5 minutos a 80°C. Este proceso se realiz6 dos
veces mas hasta obtener una disolucion translucida.
Posteriormente, el vial se puso en reposo cuatro dias a temperatura ambiente y por

evaporacion lenta se obtuvieron cristales incoloros.

2.4.3 Cristalizacién de BQ3Borto-biscatecol.

Se preparé una disolucién saturada del compuesto BQ3Borto que contenia 5 mg de
BQ3Borto y 6 equivalentes de glucosa en 2.5 mL de MeOH dentro de un vial. Se agito
durante 1 min y se coloc6 en una capsula de teflon dentro de una estufa por 5 minutos a
80°C. Este proceso se realiz6 cuatro veces mas hasta que se obtuvo una disolucion
translucida.

Posteriormente, el vial se puso en reposo cuatro dias a temperatura ambiente y por

evaporacion lenta se obtuvieron cristales rectangulares color café.

2.5 Valores de pKa BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.

Las constantes de disociacion acida (pKa) de los compuestos BQ3ben, BQ3Borto y
BQ3Bmeta se determinaron por perfiles de pH vs absorbancia de UV-vis y pH vs emisiéon de
de fluorescencia (Aex: 350 nm y 700 V), donde la concentracion de las soluciones fue de
2x10° M de cada compuesto en medio acuoso (20 mM de MOPS, 10 mM de MES y 10 mM
de CAPS) con 10% de metanol del volumen total para mejorar la solubilidad de los
compuestos.

También se determinaron las constantes de disociacién acida (pKa) de los sensores
BQ3Bmeta y BQ3Borto con glucosa, donde la concentracion de las soluciones en la celda
fue de 2x10° M de cada compuesto en medio acuoso (20 mM de MOPS, 10 mM de MES y
10 mM de CAPS) con 10% de metanol del volumen total y 10 mM de D-glucosa. Cada
disolucion fue titulada con NaOH concentrado hasta observar un cambio de pH
(aproximadamente 0.3 unidades entre los valores de pH), se registr6 cada espectro de
absorcion y emision de cada medicibn comenzando en un pH de 5 y terminando en un pH

aproximado de 12.5.
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2.6 Estudios de reconocimiento molecular.

Los estudios de reconocimiento molecular se realizaron por espectroscopia de UV-vis y

espectroscopia de fluorescencia. En la tabla se presenta las concentraciones de las

soluciones stock de BQ3ben, BQ3Bmeta y BQ3Borto y de cada uno de los analitos

utilizados en las titulaciones espectrofluorimétricas y espectrofotométricas por UV-vis.

Tabla 2.1 Concentracion de las soluciones Stock de los compuestos y analitos

utilizados para realizar las titulaciones espectrofluorimétricas y espectrofotométricas

por UV-vis.

© 0 N O o b~ W N P w

N
B O

SENSORES
BQ3ben
BQ3Bmeta
BQ3Borto
ANALITOS
Catecol
D- arabinosa
D- fructosa
D- galactosa
D- glucosa
D- manitol
D- manosa
D- ribosa
D- sorbitol
D- xilosa

Mio-inositol

CONCENTRACION DEL STOCK (mM).

0.5

0.5

0.5
CONCENTRACION DEL STOCK (mM).

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

2.6.1Titulaciones espectrofotométricas por UV-vis

Se prepararon soluciones stock de BQ3ben, BQ3Bmeta y BQ3Borto en metanol grado

reactivo y soluciones stock de los analitos en agua desionizada.

Se colocaron 142 uL de la disolucién stock del compuesto y 250 uL de metanol en una celda

de cuarzo y se adicionaron 2108 uL de una disolucion amortiguadora en medio acuoso de
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MOPS (10 mMy pH = 7.4) para obtener una concentracion total en la celda de 40 uM de cada
compuesto (por separado) y se midié en el espectrofotometro de UV-vis, posteriormente se
adicionaron alicuotas de la disolucion stock del analito para tener en volumen 5 pL, 10 pL,
15 L, 20 pL, 25 L, 35 yL, 45 yL, 75 pL, 115 pL, 140 pL y 200 L. Entre cada adicion se dejé
agitar 1 min la disolucion para alcanzar estabilidad entre sensor-analito y se realizo la

medicion del espectro de absorcion.

2.6.2 Titulaciones espectrofluorimétricas.

De la misma manera que en las titulaciones espectrofotométricas por UV-vis se utilizaron las
soluciones Stock en metanol de BQ3Bmeta y BQ3Borto para obtener una concentracion 40
UM en una celda de cuarzo a pH 7.4 con 10% de metanol del volumen total (2500 uL). Los
experimentos fueron realizados a una longitud de onda de 350 nm con 650 V.

Se tomo el espectro del compuesto sin analito y posteriormente se adicionaron alicuotas de
las soluciones stock de los analitos para tener en volumen 5 pL, 10 pL, 15 pL, 20 pL, 25 pL,
35 uL, 45 pL, 75 pL, 115 pL, 140 pL y 200 pL. Entre cada adicion se dejé agitar 1 min la
disolucién para alcanzar la estabilidad entre sensor-analito y se realizé la medicion del
espectro de emision.

Para el caso de BQ3ben, que es el compuesto de referencia, solo se realizaron las
mediciones de los espectros de absorcion y emision con D-fructosa y D- glucosa por ser los
dos analitos que presentaban mayores cambios con BQ3Bmeta y BQ3Borto.

Los datos experimentales obtenidos de absorbancia de UV-vis y emision de fluorescencia se
utilizaron para la determinacion de las constantes de asociacion de los compuestos con cada

analito.

2.6.3 RMN 1B del BQ3Bmeta con glucosa.
En 50 uL de DMSO-ds se disolvieron 5 mg de la sal de bromuro de BQ3Bmeta y en 450 uL
de D20 se disolvieron 30 eq. de glucosa; las dos disoluciones se juntaron en un tubo de RMN

de cuarzo y se agito hasta obtener una disolucion translucida.
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CAPITULO3
RESULTADOS Y DISCUSION
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En el capitulo se describe los resultados mas importantes de este proyecto enfocados en la
obtencién de quimiosensores. El capitulo se divide en cuatro partes: En la primera se describe
la caracterizacion espectroscopica de RMN H, 3C, 1B, IR y EM de las sales de bromuro
sintetizadas. En la segunda parte se presenta una descripcion detallada de las estructuras
cristalinas de los compuestos BQ3Bmeta, éster biscatecolato de BQ3Borto
y BQ3ben por difraccion de rayos-X de monocristal. En la tercera parte se encuentran los
valores de pKa de BQ3Bmeta, BQ3Borto y BQ3ben obtenidos del andlisis de resultados de
las titulaciones espectroscépicas de UV-vis y fluorescencia. En la Ultima parte se involucran
los estudios de reconocimiento molecular por espectroscopia de UV-vis y fluorescencia de las
sales de bromuro de BQ3Bmeta, BQ3Borto y BQ3ben en presencia catecol, monosacaridos
y polioles donde se reporta sus constantes de asociacion. Ademas se presentan los espectros

de masas y espectros de RMN 1B de BQ3Bmeta con glucosa.

3.1 Caracterizacion espectroscopica

Se realizaron estudios de RMN 1H, 13C, B, EM, IR-ATR y andlisis elemental para la
caracterizacion de las sales de bromuro de BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.

A continuacién se presentan los estudios de RMN H, 3C, !B, IR y EM de las sales de
bromuro de BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.

3.1.1 BQ3ben

En las figuras 3.1.1 y 3.1.2 se encuentran los espectros de RMN 'H y 13C de BQ3ben que
demuestran que el compuesto tiene 31 hidrogenos y 39 carbonos.

Al analizar el espectro de RMN H, se observa que la sefial simple del metileno etiquetada
con el numero 14 es evidencia de la formacion de BQ3ben, porque la sefial se encuentra
desplazada (6.46 ppm) a alta frecuencia debido a la desproteccion provocada por el atomo de
nitrdgeno cuaternizado. Otras sefales relevantes que sirven de evidencia de la formacién del
compuesto BQ3ben son los hidrégenos de los grupos amidas etiquetados con el numero 19
(sefal simple a 11.93 ppm) y el conjunto de sefiales de los hidrégenos de los grupos fenilos
en 7.51 ppmy 7.39 ppm. En el espectro de RMN *3C la sefial del carbono 14 (63.45 ppm) se
encuentra fuertemente desplazada a alta frecuencia por la influencia del atomo de nitrégeno

cuaternizado, situacién similar a lo sucedido con el espectro de RMN 1H.
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Figura 3.1.2 Espectro de RMN 3C en DMSO.ds de BQ3ben obtenido de un equipo de 300
MHz.

En el espectro de IR (figura 3.1.3) se identificaron las sefiales mas importantes para la
caracterizacion del compuesto BQ3ben; la banda de N-H de los dos grupos amidas de la

molécula se encuentra en 3310 cm? y la banda de los C=0 de los grupos amidas se
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encuentra en 1533 cm®. Debido a que en la molécula existen dos grupos benceno
monosustituidos [56] se esperaba encontrar los sobretonos, la banda del modo de vibracién
de tension vy las dos bandas del modo de vibracion de flexion caracteristicas del benceno
monosustituido en el espectro de IR, asi que al analizarlo se hallaron las tres tipos de bandas;
en el intervalo de 2200 a 1911 cm™ estan las bandas de combinacién, en 1697 cm™ la banda
de tensién de —C=C-y en 777 y 685 cm las dos bandas de flexién del estiramiento =C-H.

Ty N\ 2 P — w‘—\*r"w"ﬁ\-ww |

:.,r‘\
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o NH | H I
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N
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ag ™ s T YC—O T =C-HT
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1/n cm’

Figura 3.1.3 Espectro de IR de BQ3ben.

3.1.2 BQ3Borto

En la figura 3.1.4 se muestra el espectro de RMN *H del compuesto BQ3Borto el cual integra
para 33 hidrogenos, 2 hidrégenos mas que en el compuesto BQ3ben debido a la adiccion de
dos acidos boroénicos.

En el espectro de RMN 'H se observa que la sefial simple etiqguetada con el nimero 14

presenta un desplazamiento quimico a 6.60 ppm y pertenece al grupo —CH2- que es la unién
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del acido fenilborénico y el intermediario BQ3. En el espectro de RMN ¥C de BQ3Borto
(figura 3.1.5) la sefal del carbono 14 se encuentra desplazada a baja frecuencia (60.28 ppm)
en comparacion con el desplazamiento quimico de BQ3ben (63.45 ppm) debido a la
influencia de los grupos R-B(OH)2 sobre el grupo —CHa- .

Para el espectro de IR de BQ3Borto (figura 3.1.6) se identificaron 7 sefales importantes, de
las cuales las 5 primeras coinciden con las asignadas en el compuesto BQ3ben, donde dos
corresponden a los estiramientos de N-H (3302 cm™) y C=0 (1535 cm) de los grupos amidas
y las otras tres corresponden a los sobretonos de los C-H caracteristicos de un benceno orto-
disustituido [56] en el intervalo de 2365 a 2161 cm, la banda del modo de vibraciéon de
tension en 1687 cm y la banda del modo de vibracion de flexion en 751 cm™. Las dltimas
dos sefiales corresponden a los estiramientos de B-O (1508 cm™) y B-C (1370 cm) de los

acidos boroénicos.
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o) 130,
N N

13.0 12.0 11.0 10.0 2.0 8.0 0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.
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Figura 3.1.4 Espectro de RMN H en DMSO.ds de BQ3Borto obtenido de un equipo de
300 MHz.
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Figura 3.1.5 Espectro de RMN 3C en DMSO.ds de BQ3Borto obtenido de un equipo de

300 MHz.
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Figura 3.1.6 Espectro de IR de BQ3Borto.
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En la figura 3.1.7 se encuentra el espectro de masas del compuesto BQ3Borto, donde se

observa una sefial en m/z= 824.5 correspondiente al catibn [BQ3Borto-(CH3)4-Br]*, esta

especie se encuentra metilada debido a que se utilizé una mezcla metanol-agua (1:2 v/v). En

la figura 3.1.7 se muestra una propuesta estructural del cation [BQ3Borto-(CHzs)s-Br]*,

ademas, se realiza una comparacion de los patrones de contribucion isotdpica teoricos frente

a los observados en el espectro de masas, donde las sefiales m/z tedricas concuerdan con

las sefiales m/z experimentales.

En la figura 3.1.8 se encuentra el espectro de RMN B de BQ3Borto en DMSO.ds en donde

se muestran dos sefiales, una sefial muy grande en 28.10 ppm correspondiente al acido

fenilbordénico con hibridacion sp? [45] y una sefial muy pequefia a 18.4 ppm que se atribuye a

la presencia de acido borico [44].
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Figura 3.1.7 Espectro de masas de BQ3Borto.
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Figura 3.1.8 Espectro de RMN !B en DMSO-ds de BQ3Borto obtenido de un equipo de
500 MHz.

3.1.2 BQ3Bmeta

En la figura 3.1.9 se encuentra el espectro de RMN *H del compuesto BQ3Bmeta que integra
para 33 hidrégenos al igual que en el espectro de RMN *H compuesto BQ3Borto.

En el espectro de RMN 'H se observa la sefial simple numero 14, que al igual que en el
espectro de RMN 'H de BQ3Borto, representa la unién del acido fenilborénico y el
intermediario BQ3 con un desplazamiento quimico a alta frecuencia en 6.49 ppm.

En el espectro de RMN 3C de BQ3Bmeta (figura 3.1.10) la sefial del carbono 14 se
encuentra desplazada a baja frecuencia (60.82 ppm) en comparacion con el desplazamiento
quimico de BQ3ben (63.45 ppm) por influencia de los grupos R-B(OH)a.

Para el espectro de IR de BQ3Bmeta de la figura 3.1.11 se identificaron 7 sefales
importantes donde dos corresponden a los estiramientos de N-H (3302 cm™) y C=0 (1690 cm"
1) de los grupos amidas; tres corresponden a los sobretonos de los grupos C-H aromaticos (
2326-1957 cm) caracteristicos de un benceno meta-disustituido [56], a la banda del modo de
vibracién de tension en 1690 cm y las dos bandas del modo de vibracion de flexion en 770
cm?ly 658 cm. Las Ultimas dos sefiales corresponden a los estiramientos de B-O (1508 cm-

1)y B-C (1377 cm™) de los &cidos borénicos.
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En la figura 3.1.12 se muestra el espectro de masas del compuesto BQ3Bmeta, donde se
observa un pico en m/z= 770.1 el cual corresponde al cation [BQ3meta-Br]* y se propone una
posible estructura molecular para esta especie. En la misma figura se encuentra una
comparacion de los patrones de contribucion isotépica tedricos frente a los obtenidos
experimentalmente, donde se observa que las sefiales m/z tedricas concuerdan con las
sefales m/z experimentales.

En la figura 3.1.13 se presenta el espectro de RMN 1B de BQ3Bmeta en DMSO.ds en donde
se muestra una sefial muy ancha en 28.74 ppm correspondiente al acido fenilborénico [45].
Los estudios presentados de RMN (*H, 13C y 1'B) EM e Infrarrojo de las sales de bromuro de
BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta presentados anteriormente son evidencias de gran
importancia que indican que los compuestos sintetizados se lograron obtener

satisfactoriamente.
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3.2 Cristales

Se obtuvieron monocristales adecuados para la difraccion de rayos-X de monocristal de las
sales de bromuro de BQ3Bmeta y BQ3ben y del éster biscatecolato de BQ3Borto
utilizando soluciones metandlicas saturadas por evaporacion lenta. En la figura 3.2.1 se
muestra una perspectiva de las estructuras moleculares de los monocristales obtenidos. El
analisis cristalografico muestra que para los tres compuestos los grupos amidas son
convergentes y coplanares con el anillo central de la piridina. Esta conformacion es
tipicamente observada en el fragmento piridin-2,6-dicarboxamida de los receptores
macrociclicos y aciclicos como resultado de las interacciones intramoleculares de los enlaces
de hidrégeno entre el nitrégeno de la piridina (N1) y los NH de los grupos amidas. [57]

En la tabla 3.2.1 se presentan los datos cristalograficos de las tres estructuras cristalinas.

Ester biscatecolato de BQ3Borto
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BQ3Bmeta

BQ3ben
Figura 3.2.1 Estructuras cristalinas de BQ3Bmeta, BQ3ben y del éster biscatecolato de
BQ3Borto.
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Tabla 3.2.1 Datos cristalograficos

Ester biscatecolato de BQ3Bmeta BQ3ben
BQ3Borto
Formula Cs7H58B2N5012 C39H33B2Br2NsOs C40H35Br2NsO3
M 1018.10 849.14 793.55
T (K) 100(2) 100(2) 100(2)
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P-1 P2ilc P-1
a (A) 11.7145(2) 13.6235(3) 11.7285(5)
b (A) 14.0244(2) 12.5977(3) 12.1188(5)
c (A) 16.7039(3) 21.1139(5) 13.5908(6)
a (°) 94.7889(7) 90 85.2297(8)
B (°) 107.6952(6) 97.3881(10) 67.7909(7)
v (©) 101.7397(7) 90 78.3149(7)
V (A3) 2528.48(7) 3593.58(14) 1751.31 (13)
Z 2 4 2
p (mg m=3) 1.337 1.570 1.505
p (mm-) 0.093 2.312 2.361
F (000) 1073 1720 808
Tamarfio de cristal 0.293x0.112x0.074 0.104x0.097x0.078 0.218x0.107x0.079
(mm3)
Intervalo 0 (°) 1.501 a 25.251 1.507 a 27.446 1.618 a 27.444
Tmin., Tmax. 0.711, 0.746 0.703, 0.746 0.649, 0.746
Reflecciones 38851 48483 36586
colectadas
Refleccion 9112, 0.0254 8207, 0.0351 7993, 0.0305
independiente, Rint
Datos/ restricciones/ 9112/12/708 8207/425/584 7993/105/502
paradmetros
Bondad del ajuste 1.054 1.073 1.021
en F2

R1, 2wR2°(1220(1))
R1, 2WR2P(para todos
los datos)
Apmin.max [e AS]

3.2.1 BQ3Borto.

0.0542, 0.1564
0.0639, 0.1648

-0.444 y 0.652

0.0448, 0.1152
0.0541, 0.1200

-0.895y 1.737

0.0245, 0.0590
0.0319,0.0620

-0.369 y 0.491

Se realizaron multiples intentos para obtener monocristales adecuados de la sal de bromuro
de BQ3Borto en alcoholes y acetonitrilo sin éxito, sin embargo, en presencia de 2.1 eq. de
catecol en una mezcla metanol-agua (v/v, 1/1) se obtuvieron cristales rectangulares de color

café adecuados para difraccion de Rayos-X. El analisis cristalografico muestra que los
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cristales corresponden al compuesto del éster biscatecolato de BQ3Borto.
El éster cristaliza en el sistema triclinico y el grupo espacial P-1 con dos unidades

asimétricas en la celda unitaria (Z= 2). Se forma una cavidad entre los NH - HN de los

grupos amidas y los CH *** CH de los grupos quinolinio, como se observa en la figura 3.2.2,

con distancias de 3.135 A y 4.430 A respectivamente. En el interior de la cavidad se
encuentra una molécula de metanol que forma tres enlaces de hidrogeno, dos con los NH de
los grupos amidas y uno con el &tomo de oxigeno de un grupo acido bordnico, mientras que el
atomo de oxigeno O8 del otro grupo de acido borénico forma un enlace de hidrégeno con una

molécula de metanol en la periferia del cation organico como se muestra en la figura 3.2.2.

-

Figura 3.2.2 Estructura cristalina del éster biscatecolato de BQ3Borto.

En la tabla 3.2.2 se muestra los parametros geométricos de los enlaces de hidrogeno de la
estructura cristalina del éster biscatecolato de BQ3Borto y que de acuerdo a los parametros
geomeétricos de Jeffrey los enlaces de hidrégeno presentes en el cristal del éster
biscatecolato de BQ3Borto son de interaccion moderada. [7]
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Tabla 3.2.2

Parametros geomeétricos de

biscatecolato de BQ3Borto.

los enlaces de hidrogeno del éster

D-H...A d(D-H) d(D...A) d(H...A) 4(DHA)
0(9)-H(90)...0(4) 0.876(12) 2.606(2) 1.733(13) 174(3)
O(10)-H(100)...0(8) 0.880(12) 2.662(3) 1.795(14) 168(3)
0(11)-H(110)...0(10) 0.874(12) 2.700(3) 1.864(17) 159(3)
N(2)-H(2N)...O0(9) 0.826(13) 2.909(2) 2.114(15) 162(3)
N(4)-H(4N)...O(9) 0.826(13) 2.916(3) 2.128(16) 160(3)
N(4)-H(4N)...N(1) 0.826(13) 2.711(3) 2.33(3) 109(2)

Como se aprecia en la figura 3.2.2 los dos anillos sustituyentes de los &cidos fenilborénicos
estan dirigidos a lados opuestos dando una conformacidén anti, los angulos entre estos
sustituyentes y los anillos de quinolinio son de 81.56° y 92.7°, se aprecia que los acidos
borénicos tienen hibridacion sp® por presentar una geometria tetraédrica ligeramente

distorsionada [22], sus distancias de enlace y angulos se presentan en la tabla 3.2.3.

Tabla 3.2.3 Distancias de enlace y angulos de los boronatos del éster biscatecolato de

BQ3Borto.

ENLACE DISTANCIA ENLACE ANGULO
0(2)-B(1) 1.508(3) 0(4)-B(1)-0(2) 110.4(2)
0(3)-B(1) 1.513(3) 0(4)-B(1)-0(3) 110.8(2)
0(4)-B(1) 1.469(3) 0(2)-B(1)-0(3) 103.25(18)
C(18)-B(1) 1.613(4) O(4)-B(1)-C(18) 108.09(19)
0(6)-B(2) 1.497(3) 0(2)-B(1)-C(18) 112.7(2)
0(7)-B(2) 1.511(3) 0(3)-B(1)-C(18) 111.6(2)
0(8)-B(2) 1.469(3) 0(8)-B(2)-0(6) 104.1(2)
C(42)-B(2) 1.627(4) 0(8)-B(2)-0(7) 111.3(2)
0(6)-B(2)-0(7) 104.32(19)
0(8)-B(2)-C(42) 113.3(2)
0(6)-B(2)-C(42) 113.3(2)
0(7)-B(2)-C(42) 110.0(2)
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3.2.2 BQ3Bmeta.
La sal de bromuro de BQ3Bmeta cristaliza en el sistema monoclinico con el grupo espacial

P21/c, conteniendo en la celda unitaria cuatro unidades asimétricas (Z= 4).
Las distancias de la cavidad conformada por los NH *** HN de los grupos amidas y los CH -

HC de los grupos quinolinio son 2.886 A y 3.838 A respectivamente, donde se encuentra un
anién bromuro, este bromuro etiquetado como Brl forma enlaces de hidrégeno con los grupos
amidas y con un grupo OH de un grupo R-B(OH)2 mientras que el bromuro Br2 forma un
enlace de hidrogeno con un grupo OH del otro grupo R-B(OH)2 en la periferia del catiéon

organico como se representa en la figura 3.2.3.

Q Br2

Figura 3.2.3 Estructura cristalina de la sal de bromuro de BQ3Bmeta.

En la tabla 3.2.4 se muestran los parametros geométricos de los enlaces de hidrogeno de la

estructura cristalina de BQ3Bmeta.
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Tabla 3.2.4 Pardmetros geométricos de los enlaces de hidrogeno de BQ3Bmeta.

D-H...A d(D-H) d(D...A) d(H...A) 4(DHA)
O(5)-H(A)...Br(2)  0.841(10) 3.348(3) 2.59(3) 151(4)
O(6)-H(6A)...Br(2)  0.841(10) 3.541(3) 2.76(2) 156(5)
N(2)-H(2B)...Br(1) 0.848(10) 3.392(3) 2.77(3) 131(3)
N(2)-H(2B)...N(1) 0.848(10) 2.668(4) 2.19(3) 115(3)
N(4)-H(4A)...Br(1) 0.855(10) 3.356(3) 2.63(2) 143(3)
0(2)-H(2A)...0(3) 0.842(10) 3.029(17) 2.26(4) 152(6)
O(3)-H(3A)...Br(1)  0.839(10) 3.545(12) 3.07(8) 118(7)
O(3)-H(3A)...0(1) 0.839(10) 2.791(7) 2.04(5) 149(9)

O(2A)-H(2C)...0(3A)  0.841(10) 2.57(2) 1.80(5) 153(10)
O(3A)-H(3B)...Br(1)  0.840(10) 3.012(12) 2.206(19) 161(6)

Los angulos entre los grupos quinolinio y acidos fenilboronicos de BQ3Bmeta son de 82.22°
y 104.75°, los sustituyentes fenilborénicos se encuentran dirigidos hacia el mismo lado dando
una conformacién syn y al analizar la estructura cristalina molecular del compuesto se aprecia
que los dos sustituyentes de acidos bordnicos se encuentran en hibridacién sp? por presentar
una geometria trigonal con una conformacion syn-anti [33,34-37], sus distancias y angulos de

cada enlace con boro del BQ3Bmeta se encuentran en la tabla 3.2.5.

Tabla 3.2.5 Distancias de enlace y angulos de cada &cido borénico en el compuesto
BQ3Bmeta.

ENLACE  DISTANCIA (A) ENLACE ANGULO (9)
C(19)-B(1) 1.566 (9) 0(2)-B(1)-0(3) 118.8(8)
B(1)-0(2) 1.354(9) 0(2)-B(1)-C(19) 119.9(8)
B(1)-0(3) 1.378(9) 0(3)-B(1)-C(19) 121.4(8)
B(2)-C(36) 1.577(5) 0(6)-B(2)-0(5) 119.1(3)
0(5)-B(2) 1.362(5) 0(6)-B(2)-C(36) 123.2(3)
0(6)-B(2) 1.357(5) 0(5)-B(2)-C(36) 117.7(3)

Se sabe que el grupo R-B(OH)2 puede adoptar tres conformaciones diferentes: syn-anti, syn-

syn y anti-anti representados en el figura 3.2.4. [33,34-37] Entre estas conformaciones, la
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syn-anti es la mas comuan y estable en estado sélido [35,38], en contraste, syn-syn y anti-anti

son menos comunes en cristales. [36,39]

\ 0--+--H—0
O—H (O—H /() \ ,
R—B R—B: R—B R—& ‘,B—R
\ \ \ Q<5400
0 O—H /() \
H H "-._
syn-anti syn-syn anti-anti sintén A

Figura 3.2.4 Conformaciones del grupo R-B(OH)2: syn-anti, syn-syn y anti-anti y

formacién del sintén A.

La conformacion adoptada por el grupo R-B(OH): produce diferentes sintones
supramoleculares. [36] Un sintdn supramolecular es definido como un arreglo espacial de
interacciones intermoleculares no covalentes que ocurre frecuentemente en estructuras
supramoleculares. Los sintones supramoleculares pueden utilizarse para el desarrollo de
materiales supramoleculares funcionales. [43]

Un analisis de la base de datos estructurales de Cambridge (CSDB) reportado por Hopfl

demostré que la ocurrencia de la formacion del sinton homodimérico tipo A (conformacion
syn-anti R-B(OH)2"""(OH)2B-R, figura 3.2.4) en ensamblajes supramoleculares con enlaces de

hidrégeno es relativamente alto ~ 59%][40], por lo que al analizar las estructuras cristalinas de
las sales de bromuro de BQ3Bmeta, se observa que las sales contienen sintones

homodiméricos del tipo A (figura 3.2.4), que son casi planos y pueden verse en la figura
3.2.5. Las distancias observadas de los atomos O == Oy H - O en el sintén A son: 2.26 A (4)

y 3.029 A (17) respectivamente, y su angulo es: 152° (6).
Este sinton A se encuentra en las interacciones de enlaces de hidrogeno que involucran

simples acidos bordnicos aromaticos o acidos piridinilborénicos protonados. Las distancias de
los atomos O *** O en sintones homodiméricos neutrales estan en el intervalo de 2.75-2.77

A41]
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Figura 3.2.5 Diferentes perspectivas del sinton homodimerico (R-B(OH)z---(OH)2B-R)

formado entre dos moléculas de BQ3Bmeta.

La distancia de BQ3Bmeta del enlace B-O (1.354 A) es més corta comparada con la distancia
del &cido fenilborénico neutro (1.366 A). [57] Una representacion de las distancias se muestra
en la figura 3.2.6. La diferencia se puede atribuir al incremento de acidez del boro en el grupo
R-B(OH)2 por las cargas positivas de los nitrégenos cuaternizados de los grupos quinolinio en
el compuesto. BQ3Bmeta.

~

0, S o

N
NH HN
= AN
N N
2 @
'8
HO OH HO

9. 9.

BQ3Bmeta Acido fenilborénico

Figura 3.2.6 Distancias del enlace B-O del grupo R-B(OH)2 de los compuestos

BQ3Bmetay acido fenilbordnico.
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3.2.3 BQ3ben.
La sal de bromuro de BQ3ben cristaliza en el sistema triclinico en el grupo espacial P-1 con

dos unidades asimétricas (Z= 2) en la celda unitaria.
Las distancias de los NH *** HN de los grupos amidas y de los CH *** HC de los grupos

quinolinio son 2.975 Ay 3.795 A respectivamente, el tamafio de la cavidad formada por estos
grupos favorece la introduccion de un anion bromuro como se aprecia en la estructura
cristalina de la figura 3.2.7. Dentro de la cavidad se observa a los hidrogenos de los grupos
amidas involucrados en enlaces de hidrégeno con un bromuro (Brl) y este a su vez
posiblemente influye en la orientacion hacia el interior de la cavidad de los hidrégenos méas
cercanos de los grupos quinolinio y bencilo de la molécula BQ3ben. El segundo anion
bromuro (Br2) se encuentra en la periferia de la molécula estabilizado a través de un enlace
de hidrégeno con una molécula de metanol.

Los sustituyentes de bencilo en los grupos quinolinio estdn orientados a la misma direccion
con una conformacién syn, con angulos casi perpendiculares (84.71° y 105.37°) entre los

anillos de bencilo y quinolinio.

3 | ‘V“v y, p <

Ao ¥ v Lr R O ™
» w-\'
& e

Figura 3.2.7 Estructura cristalina de la sal de bromuro de BQ3ben.

En la tabla 3.2.6 se muestran los parametros geomeétricos de los enlaces de hidrogeno de la
estructura cristalina de BQ3ben. De acuerdo a la clasificacion de enlaces de hidrégeno por
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Jeffrey las interacciones de los enlaces de hidrégeno de BQ3ben son de fuerza débil. [7]

Tabla 3.2.6 Parametros geométricos de los enlaces de hidrogeno.

D-H...A d(D-H) d(D...A) d(H..A) % DHA
N(2)-H(2N)...Br(1) 0.853(15) 3.3415(14) 2.601(17) 145.8(17)
N(4)-H(4N)...Br(1) 0.833(15) 3.4489(15) 2.730(17) 145.5(18)

O(3"a)-H(3A"a)...Br(2) 0.84 3.235(7) 2.4 177.6
O(3A"b)-H(3A1"b)...Br(2) 0.84 3.131(17) 2.31 167.7
O(3B"c)-H(3B"c)...Br(2) 0.84 3.326(12) 2.51 165.6

3.3 Valores de pKa BQ3ben, BQ3Borto y BQ3Bmeta.

Los compuestos BQ3ben, BQ3Bmeta y BQ3Borto presentan solubilidad limitada en agua,
las soluciones acuosas son estables a una concentracion menor a 0.05 mM, esto es suficiente
para mediciones por espectroscopia de fluorescencia, sin embargo, los resultados de
titulaciones realizadas en agua pura fueron poco reproducibles debido a la disminucién de la
solubilidad de los compuestos en presencia de monosacaridos o al variar el pH. La adicion del
10% de metanol (v/v) permite obtener soluciones estables en presencia de los monosacaridos
y esta mezcla (H20-CH3OH 9/1 v/v) fue utilizada para los estudios que se presentan a
continuacion.

Las constantes de disociacion (pKa) de las sales de bromuro de BQ3ben, BQ3Bmeta y
BQ3Borto (20 uM) fueron determinadas experimentalmente a través de titulaciones
espectroscopicas de UV-Vis y fluorimétricas utilizando concentraciones crecientes de NaOH.
Los espectros de absorcion de la sales muestran maximos de absorcién entre 274-280 nm
con una banda de menor intensidad en 350 nm. Los espectros de emisién fueron tomados
con una Ae=350 nm, y en todos los compuestos el maximo de emision se localizo en el
intervalo de 408 a 411 nm.

Los quimiosensores BQ3Bmeta y BQ3Borto tienen cuatro grupos ionogénicos: dos grupos
amidas acidificados por la presencia de dos cargas positivas en los grupos quinolinio y dos
grupos de acidos boronicos. Por otra parte, el compuesto BQ3ben solo presenta dos grupos
acido-base que corresponden a las amidas.
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Los valores de pKa obtenidos para BQ3ben, BQ3Bmeta y BQ3Borto se presentan en la
tabla 3.3.1. Al aumentar el valor de pH se observé una extincién de la emision azul (408-411
nm). Este comportamiento espectral no es inesperado [2,20] y es usualmente atribuido al
fendbmeno de transferencia electronica fotoinducida (PET) por la formacion de grupos
anionicos intramoleculares tales como: el grupo boronato y la desprotonacién consecutiva de

los grupos amida.

Tabla 3.3.1. Valores de pKa obtenidos de las titulaciones de pH-Absorbancia y pH-
Intensidad fluorescente de las sales de bromuro BQ3ben, BQ3Bmeta y BQ3Borto en

una mezcla acuosa con 10% de metanol.

UV-vis Fluorescencia
PKa1 pKaz PKas PKa1 pPKa2
BQ3Borto 6.24+0.07 9.710.5 11.9+0.5 6.76+0.04 8.4710.5
BQ3Bmeta 6.7710.08 10.5+0.1 12.4+0.1 6.95+0.03 9.3+0.4
BQ3ben 6.710.1 9.9+0.1 7.0240.05 9.4+0.1

Para los compuestos BQ3Borto y BQ3Bmeta se obtuvieron tres valores de pKa atribuidos a
los dos grupos amidas y los &cidos boronicos y para BQ3ben se obtuvieron dos valores de
pKa correspondientes a los dos grupos amidas.

Para determinar las constantes de disociacion acida con dos valores de pKa para BQ3ben se
utilizé la ecuacion (1) y para el caso de tres valores de pKa en las sales de bromuro de

BQ3Borto y BQ3Bmeta se empled la ecuacion (2).

0544, + (Agnn — 0.545) X 10PKaz~PH) +Aa —0.5,5 + 0544y, X 10(PKaz—PH)

A =
obs 1 + 10(PKa1—pH) 1 + 10@Kaz—pH)
(1)
(Aa+‘4ah % 10(pk'ﬁ1—.xj+Aahh 3¢ 10 PKgs +PKga—2xx) + Agppp X 10(PKgs +PKga+PKgz—33x)
Obs = 1+ 10®Ka—2) { 10PKa+PK—253) § 1((PKa1+PRaztPRaz—357)
()

Donde Aaes la absorbancia de la especie desprotonada, Aan es la absorbancia de la especie
monoprotonada, Aanh €s la absorbancia de la especie diprotonada, Aannhh €s la absorbancia de

la especie triprotonada y Aobs €s la suma de las absorbancias de cada especie. Para el caso
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de fluorescencia se utilizaron los valores de emision.

El prime valor de pKa que se observa para los compuestos BQ3Borto y BQ3Bmeta esta en
el intervalo 6.24 — 6.77 y puede atribuirse al pKa de los acidos fenilborénicos por comparacién
con los valores de pKa reportados previamente por Badugu R., Lakowicz J.R. y Geddes C. D.
para una serie de sales de 6-metilquinolinio cuaternizados con acidos fenilboronicos que
estan en un intervalo similar de 6.70-7.80. [48] Las estructuras y los valores de pKa de estas
sales de 6-metilquinolinio se muestran en la figura 3.3.1. Los compuestos BQ3Borto y
BQ3Bmeta son considerablemente més acidos comparado con &cido fenilborénico (pKa= 8.8)
[23] debido a la insercion de dos cargas positivas.

HO,_ OH
B

QH
s LT
Br- Br- Br-

= =

H,C H;C H,C Z
o-BMQBA m-BMQBA p-BMQBA
pK,=6.70 pPK,=7.75 pK,=7.80

Ji J HO..._OH
Br- B
10
H,CO Z

BMQ acido
boroénico
pK,=8.8

Figura 3.3.1 Serie de sales de 6-metilquinolinio cuaternizados con acidos

fenilborénicos y acido fenilborénico con sus respectivos valores de pKa.

Estos valores de pKa cercanos a 7 son muy favorables para la deteccion de los
monosacaridos a pH fisiologico (pH= 7.4) debido a la contribucion del anién boronato (forma
tetraédrica) que es la especie con mayor afinidad a los dioles. [24] Los valores de pKa
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obtenidos por fluorescencia son ligeramente mas acidos a los obtenidos por UV-vis debido,
probablemente, a la contribucion del estado excitado. Los dos valores de pKa restantes para
BQ3Borto y BQ3Bmeta estan en el intervalo de 9.7 — 10.5y 11.9 - 12.4 respectivamente. Los
cuales pueden atribuirse a la desprotonacién consecutiva de los dos grupos amidas por
comparacién con el compuesto 1 de la figura 3.3.2 que previamente nuestro grupo de
investigacion publicé. Se trata de un compuesto basado en el fragmento piridin-2,6-
dicarbixamida con dos grupos quinolinio N-metilados, el cual no tiene &cidos fenilboronicos.
Los valores de pKa determinados para 1 se encuentran en el intervalo de 9.17 — 11.5 y son

asignados a la desprotonacion consecutiva de los dos grupos amidas al ir aumentando el pH.

<
O S O
N
Z I NH
\N*
Br | 1
pKa1 pka2
UV-vis 9.17 11.5

Figura 3.3.2 Compuesto 1 con sus valores de pKa.

Las titulaciones espectroscoépicas Yy perfiles de titulacién de UV-vis y fluorescencia de la sal
de bromuro de BQ3ben se presentan en la figura 3.3.3. A partir de los datos experimentales
de las titulaciones espectroscépicas de la sal de bromuro de BQ3Ben (20 uM) con una
disolucién saturada de NaOH se obtuvo perfiles que ajustan a dos valores de pKa. Los perfiles
de titulacion de UV-vis (figura 3.3.3, A) y fluorescencia (figura 3.3.3, B) en funcién del pH a
347 nm y 410 nm respectivamente se muestran en los recuadros de cada gréafico siendo la
linea roja soélida el ajuste de los datos experimentales con la ecuacion 1, con la cual se
permite determinar dos valores de pKa. Se observan dos cambios en los perfiles de

absorbancia y emision de BQ3ben en los intervalos de pH de 5.5-8 y de 9-10.
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Figura 3.3.3. Titulaciones espectroscépicas y perfiles de titulacién por UV-vis (A) y
fluorescencia (B) de BQ3ben (20uM, Aex= 350 nm) con una disolucion concentrada de
NaOH.

En la figura 3.3.4 se muestran los graficos de las titulaciones espectroscépicas y perfiles de
titulacion de UV-vis y fluorescencia de BQ3Borto (20 uM) con una disolucion saturada de

NaOH comenzando en un pH de 5.5 y terminando en un pH de 12.5. En los perfiles de
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titulacién se observa tres procesos entre los intervalos de pH de 6 a 8, 9.5 a 10.5y de 11 a
12.5, tales cambios pueden ser explicados por la formacion de grupos aniénicos boronatos y

la desprotonacion consecutiva de los grupos amidas.
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Figura 3.3.4 Titulaciones espectroscopicas y perfiles de titulacion por UV-vis (A) y
fluorescencia (B) de BQ3Borto (20uM, Aex= 350 nm) con una disolucion concentrada de
NaOH.

En la figura 3.3.5 se presentan los graficos de las titulaciones espectroscopicas UV-vis y
fluorescencia con sus respectivos perfiles de titulacion de la sal de bromuro de BQ3Bmeta
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(20 uM) con una disolucién concentrada de NaOH. Al analizar el perfil de titulacion de pH vs

absorbancia se observa un marcado cambio entre el pH= 6 y pH= 8, mismo que se aprecia en

el perfil de titulacion de intensidad fluorescente vs pH, observandose un punto de inflexion

cercano a pH=7.

NaOH
1.0- INAOK]

054 %

Absorbancia

0.0

Absorbancs & 280 nm

Qe

(A)

200+

100+

Intensidad fluorescente (u.a.)

o

(B)

A (nm)
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¢
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G I
600 [:::IZT:I/
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Figura 3.3.5 Titulaciones espectroscopicas y perfiles de titulacién por UV-vis (A) y

fluorescencia (B) de BQ3Bmeta (20uM) con una disolucion concentrada de NaOH.
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3.4 Estudios de reconocimiento molecular

3.4.1 Titulaciones espectroscépicas DE UV-vis y fluorescencia de los compuestos
BQ3Bmetay BQ3Borto

Las titulaciones espectroscopicas de los compuestos BQ3Bmeta y BQ3Borto con
monosacaridos y polioles dieron cambios muy pequefios en la espectroscopia de UV-vis, sin
embargo, en las titulaciones por fluorescencia se observaron fuertes efectos de extincion de la
emision azul al adicionar alicuotas de las soluciones de los monosacaridos, catecol y polioles
(0 - 4.0 mM). La figura 3.4.1 muestra la titulacion de A vs Intensidad fluorescente y el perfil
de titulacion de BQ3Borto con glucosa. En la titulacion se aprecia que la intensidad
disminuye casi tres veces (Ir/lo= 0.39) y el maximo de emisién se desplaza ligeramente hacia
el azul de 410 nm a 400 nm. Con los datos experimentales del maximo de la titulacién
espectroscopica de fluorescencia se obtuvo el perfil de titulacion con el cual se estimé la
constante de asociacion K, para un modelo 1:1 con un valor de (1.15+0.09) x10% M (Tabla

3.4.1).

419 pm 280 4 ® 410 nm
e LJ
® 280 \ Glucosa 4
= . -
W 240 - O mM a
£ " 2404 °
o 200- ‘ & \
o 1 4 mM 5
S 2 200 \
— 2
3 S
@ L 1601 .
&
— > . . .
0 - et—————— 120 1 v ' v ' ' v 1 + 1 v 1
400 450 500 550 0000 0001 0002 0003 0004 0005 0.0068
A (nm) [glucosal, M

Figura 3.4.1. Titulacion espectroscépica de fluorescencia y perfil de titulacion de
BQ3Borto (40 uM) con glucosa (15mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. % CH3zOH.

El grafico de la titulacién espectroscopica de fluorescencia y el perfil de titulacion de
BQ3Borto con fructosa, expuestos en la figura 3.4.2, muestran la extincion de la intensidad
fluorescente (Ie/lo= 0.41). En la titulacion espectroscopica se observa un desplazamiento

hipsocromico que va de 410 nm a 400 nm al igual que en glucosa. El perfil de fluorescencia a
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410 nm de BQ3Borto vs [fructosa] se ajusta a un modelo 1:1 con un valor de (1.4+0.1)x103
M1 (Tabla 3.4.1).

. 300 ) 410 nm Fructosa 280 " . T
g { : omM |1
~ 2504 .
L 2404 &
5 ' ' .
8 2004 5 4 mM g s
2 1 c
S 1504 ! g 2001
=

4 ¢ @
% ol | g
o 1004 7 ¢ 3 .
2 1 [ 400 nm uw 1604
® -
g 50 ) d >

| - 5

0 ; ' ——e—— 1204y . Sy . :
400 450 500 550 0000 0.001 0.002 0003 0004 0.005 0.006
A (nm) [fructosal, M

Figura 3.4.2. Titulacion espectroscopica de fluorescencia y perfil de titulacién de
BQ3Borto (40 uM) con fructosa (15mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. % CH3OH.

La figura 3.4.3 presenta la titulacion de A vs Intensidad fluorescente de BQ3Bmeta y glucosa
y su perfil de titulacion. En la titulaciébn se aprecia que la intensidad disminuye cinco veces
(Ie/lo= 0.2) y el ma&ximo de emision se desplaza ligeramente hacia el azul de 409 nm a 405
nm. A partir de los datos experimentales del maximo de la titulacion espectroscopica se
obtuvo el perfil de titulacion con el cual se estimé la constante de asociacion K, para un
modelo 1:1 con un valor de (2.2+0.1) x10% M (Tabla 3.4.1).
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o '" Glucosa 240 e 410 nm

a OmM -

3 2004 200 »
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§ 1504 4 mM g 160 -
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c e =
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Figura 3.4.3. Titulacion espectroscopica de fluorescencia y perfil de titulacién de
BQ3Bmeta (40 zM) con glucosa (4mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. % CHsOH.
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La titulacion espectroscopica de fluorescencia y perfil de titulacion de BQ3Bmeta con
fructosa, presentadas en la figura 3.4.4, muestran el gran decaimiento de la intensidad
fluorescente del compuesto BQ3Bmeta al adicionar pequefias cantidades de la disolucion de
fructosa (0 mM — 4 mM). En la titulacidn se observa un desplazamiento hipsocromico que va
de 410 nm a 400 nm. El perfil de fluorescencia a 410 nm de BQ3Bmeta vs [fructosa] se ajusto

a un modelo 1:1, al igual que con glucosa, con un valor de (1.4+0.1) x103.

— 410 nm Fructosa 240 L s 410 nm
y 0 mM \
— o
3 200 200-
~— ' %
2 g}
8 150 S 160 - "
o — L
S 100 | 7 _g 120 A
3 | i b
2 s}/ 80- =
< | 406 o -
= —— iy, 40 . - r "
400 450 500 550 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0008
7 (nm) [fructosa], M

Figura 3.4.4. Titulacion espectroscépica de fluorescencia y perfil de titulacion de
BQ3Bmeta (40 zM) con fructosa (4mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. % CH3zOH.

El analisis de las titulaciones espectroscopicas de fluorescencia de BQ3ben con glucosa y
con fructosa, representadas en la figura 3.4.5, mostré6 que la intensidad fluorescente del
sensor no se extingue al adicionar alicuotas de las soluciones de los monosacéaridos (0 mM —
4 mM en la disolucidn). En contraste, se observa un ligero aumento de la fluorescencia.

En la tabla 3.4.1 se muestra las constantes de asociacién de los monosacaridos, catecol y
polioles utilizados en los estudios de reconocimiento molecular asi como sus efectos de
apagamiento en saturacién (Ie/lo) a pH= 7.4, donde se observa que las mayores constantes
de asociacion son con catecol para ambos compuestos (BQ3Borto y BQ3Bmeta) seguidas

por D-sorbitol y D-manitol.
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Figura 3.4.5. Titulaciones espectroscopicas de fluorescencia de BQ3ben (40 uM) con
glucosa (A) y con fructosa (B) (4mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. % CH3zOH.

Los datos experimentales de las titulaciones fluorimétricas se ajustan bien a un modelo de
asociacion 1:1 utilizando la ecuacion (3). El analisis de los perfiles de titulacion de BQ3Borto
y BQ3Bmeta con los monosacaridos, catecol y polioles utilizados indica que la extincién de la

emision fluorescente es por un apagamiento estatico a través de uniones especificas.

(1. ~ Io)([Ry + [A] + - — [(IRo + [A] + )% — [4]1[R1o[4]1°)

2[R]y 3)

Donde lobs s el cambio en la intensidad en funcién a la concentracion del analito, lo

Iops = Ip +

representa la intensidad fluorescente inicial del receptor, |- corresponde a la intensidad a
saturacion con el analito,[R]gconcierne a la concentracion del receptor,[A4] es la concentracion
del analito y Ka simboliza la constante de asociacion.

Los perfiles de Alntensidad vs los analitos que presentaron menores cambios o6pticos

muestran un comportamiento parabdlico.
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Tabla 3.4.1. Constantes de estabilidad K (M) compuestos BQ3Borto y BQ3Bmeta (40
uM) del &cido fenilborénico [PhB(OH)2] con monosacéaridos, polioles y catecol (0.04 M
MOPS con 10 vol. % CHsOH) a pH=7.4.

BQ3Borto BQ3Bmeta PhB(OH).

K Ie/lo K Ie/lo K
Catecol (4.2+0.1)x10° 0.22 (5.0+0.1)x10* 0.06 830
D-sorbitol (6.6+0.4)x10° 0.34 (3.7+0.3)x10° 0.2 370
D-fructosa (1.55+0.06)x10° 0.41 (1.4+0.1)x10° 0.18 79
D-manitol (5.3+0.2)x10° 0.33 (2.5+0.3)x10° 0.24 120
D-arabinosa  (7.7+0.6)x10? 0.65 (3.2+0.5)x102 0.42 25
D-ribosa (4.0£0.2)x10? 0.33 (2.9+0.3)x102 0.19 24
D-galactosa  (6.8+0.9)x102 0.5 (1.9+£0.3)x10? 0.13 15
D-xilosa (1.9+0.2)x102 0.09 (1.7+0.2)x102 0.2 14
D-manosa (4.0£0.4)x10? 0.6 (1.0£0.2)x10? 0.36 13
D-glucosa  (1.15+0.09)x103 0.39 (2.2+0.1)x103 0.2 4.6
mio-inositol (4.7+0.2)x10? 0.8 (3.7+£0.2)x10? 0.89

Al comparar las constantes de asociacion de los compuestos con el acido fenilborénico se
aprecia que la afinidad de los receptores estudiados es considerablemente mayor al acido
fenilborénico (K= 4.6 M), indicando que al ser catiénicos y bisborénicos, estos compuestos
incrementan notablemente la afinidad hacia los analitos.

Recientemente se ha demostrado que la "deteccion" de azucares por fluorescencia puede

realizarse con receptores hidréfobos, incluso en ausencia de un grupo de acido borénico
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como resultado del efecto de desagregacion lo cual genera un cambio éptico. [58] Para excluir
esta posibilidad, se realizaron titulaciones de BQ3ben en fluorescencia con glucosa y fructosa
en el mismo intervalo de concentracion (0-4 mM) y al mismo pH (7.4) que con los receptores
BQ3Borto y BQ3Bmeta. Al comparar los perfiles de titulacion de BQ3Borto y BQ3Bmeta
con los datos experimentales de BQ3ben a 410 nm (figura 3.4.6) en presencia de glucosa, se
observa que la intensidad fluorescente disminuye con BQ3Borto y BQ3Bmeta al ir
incrementando la concentracion de glucosa, mientras que con el compuesto BQ3ben la
intensidad fluorescente ligeramente aumenta. Con base en esta evidencia se atribuye que los
sitios de interaccion de BQ3Borto y BQ3Bmeta con azucares son los grupos —B(OH):,

debido a que el compuesto BQ3ben no los presenta en su estructura molecular.
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Figura 3.4.6. Perfiles de titulacién espectroscoépica de fluorescencia de BQ3Bmeta,

BQ3Borto y BQ3ben (40uM) con glucosa (50mM) a pH= 7.4 MOPS 0.04 M con 10 vol. %
CHsOH.

3.4.2 Estudios por espectrometria de MASAS-ESI(+)
Debido a que los receptores de BQ3Borto y BQ3Bmeta presentan un comportamiento similar
en espectrometria de masas, los estudios por ESI(+) solo se desarrollaron con BQ3Bmeta en

soluciones metandlicas acuosas. Las mediciones de alta resolucion fueron realizadas en
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modo positivo en las soluciones acuosas con metanol de la mezcla de la sal de bromuro de
BQ3Bmeta y un azlcar (glucosa y fructosa) a pH = 7.4.

Las especies que se identificaron en los espectros de masas fueron establecidas por la
comparacion entre los valores experimentales y los valores calculados m/z, ademas se
analizaron los patrones caracteristicos de la distribucion isotrépica de cada sefial, en la figura
3.4.7 se muestra el espectro de alta resolucién de masas de BQ3Bmeta con glucosa, donde
las sefales observadas corresponden a los ésteres de acidos borénicos. La sefial multiple de
m/z = 770.1695 pertenece al par ionico del receptor dicatidnico libre con un anién bromuro
(especie RBr* en la tabla 3.4.2) porque su multiplicidad caracteristica (figura 3.4.7) es
resultado de la combinacion de los dos is6topos de los atomos de boro y los dos isétopos del
atomo de bromo.

En la tabla 3.4.2 la sefial m/z= 796.2680 corresponde a la especie [R(Glu)(H20)-4H-1]* (R es
el receptor dicationico y Glu es la molécula de glucosa) porque al comparar su masa exacta y
multiplicidad con los patrones de contribucion isotdpica calculados (figura 3.4.7 y 3.4.8), se
aprecia que las sefiales son muy similares lo cual confirma la presencia del receptor

dicatidnico en dicha especie.
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Figura 3.4.7 Espectros ESI* de BQ3Bmeta.
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Figura 3.4.8 Patrones de contribucion isotépica calculados para BQ3Bmeta con
glucosa.

Cuando los dos grupos de —B(OH)2 del compuesto BQ3Bmeta se enlazan con glucosa se
pierden cuatro moléculas de agua porque cada grupo —B(OH)2 participa con dos enlaces en la
formacion de ésteres boronicos.

Por otra parte, la desprotonacién del compuesto BQ3Bmeta puede ocurrir por la extraccion
de un proton de cualquiera de los dos grupos amidas como se observa en la sefal del
compuesto cationico RH-1* en el espectro de masas del receptor libre (tabla 3.4.2). La
asignacion de sefiales en todas las especies que contienen el compuesto dicatiénico junto
con su masa exacta se muestran en la tabla 3.4.2, donde las primeras tres especies de la
tabla corresponden al sensor dicationico libre y a los pares i6nicos del dicatién con el anion
bromuro o con el anién del buffer MOPS.

En el espectro de masas de BQ3Bmeta con glucosa se encontraron cinco complejos (4,5, 6,8
y 9 en la tabla 3.4.2) con relacionl:1 con 2 y 4 moléculas de agua y dos complejos (7 y 9 en
la tabla tabla 3.4.2) relacién 1:2 con 4 moléculas de agua. De manera similar se observé un
comportamiento parecido en el espectro de masas de BQ3Bmeta con fructosa al identificar
un conjunto de especies bajo los modelos 1:1 y 1:2 del receptor con las moléculas de
fructosa.

Existe cierta incertidumbre en la eleccion de las estructuras adecuadas que representen
adecuadamente las especies desprotonadas del compuesto BQ3Bmeta con los azlcares
debido a que existen varios sitios posibles de desprotonacion, por ejemplo, si la
desprotonacion ocurre en los grupos amidas, como se observa en el receptor libre, todas las
especies deberian ser ésteres neutros de forma trigonal, sin embargo, se sabe que estos
ésteres son muy inestables en medio acuoso.

Los resultados de las titulaciones de pH indican que aunque uno de los grupos amidas de

BQ3ben es muy acido, el valor de pKa mas acido en BQ3meta pertenece al acido boronico y
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la desprotonacion refleja la formacion del complejo aniénico tetraédrico hidroxoboronato

esperado, es decir, en términos de m/z la accion simultanea de la extraccion de una molécula

de agua y la adicion de un anion hidréxido es equivalente a la desprotonaciéon. Por ejemplo la

especie R (Glu)(H20)-2H-1* tiene el mismo valor m/z que [R(Glu)(H20)-3(OH)]* y por lo tanto

puede tener una estructura de un diéster trigonal con un grupo amida desprotonado o una

estructura con glucosa unida a un grupo boronato como un hidroxocomplejo tetraédrico

estable y el segundo grupo acido borénico como un monoéster trigonal. Aunque dicho modo

de union es inusual, no puede ser excluido en un receptor bisboronico.

Tabla 3.4.2 Los valores de m/z calculados y observados para las sefales del espectro

de masas de alta resolucién de BQ3Bmeta en presencia de glucosa y fructosa (R=
BQ3Bmeta dicationico [C3oH33Ns0eB2]%*)

Especies
[RH-]*
[RBr]*
[R(MOPSH.1)]*
[R(GIu)(H20)-4H-1]*
[R(Glu)(H20)-4(H-2)Na]*
[R(GIu)(H20)-2H-1]*
[R(Glu)2(H20)-4H-1]*
[R(Glu)(H20)-4(MOPSH-1)]*
[R(GIu)(H20)-2(MOPSH-1)]*
10 [R(Glu)2(H20)-4Br]*
11 [R(Fru)(H20)-4H-1]*
12 [R(Fru)(H20)-3H-1]*
13 [R(Fru)(H20)-2H-1]*
14 [R(Fru)2(H20)-4aH-1]*
15 [R(Fru)(H20)2(MOPSH.1)]*
16 [R(Fru)2(H20)-4Br]*

© 00 N OO O b W N P

Formula
C39H32N506B2
C39H33Ns06B2Br
Ca6Ha7N6O10B2S
CasH36B2N50s
CasH3s5B2NsOsNa
CasH40B2N5010
Cs1H48B2N5014
Cs2H51N6012B2S
Cs2H55N6014B2S
Cs1H49B2Ns014Br
CasH36B2N50s
CasH38B2N509
CasH40B2N5010
Cs1H48B2N5014
Cs2Hs55N6014B2S
Cs1H49B2Ns014Br

Calc. m/z
688.2539
770.178
897.3261
796.275
818.257
832.2962
976.3385
1005.3472
1041.3684
1058.2626
796.275
814.2856
832.2962
976.3385
1041.3684
1058.2626

Obs. m/z
688.2547
770.1791
897.3289
796.268
818.2484
832.2872
976.3268
1005.3357
1041.356
1058.2578
796.2687
814.2796
832.2885
976.3301
1041.3588
1058.2548
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Otra propuesta es que el proton puede ser extraido del grupo OH del azlcar con un enlace
simultaneo del grupo alcéxido al boro. Este ultimo puede ser valido para el complejo con
fructosa R(Fru)(H20)-2H-1*, el cual corresponde al esperado complejo tridentado de fructosa
con un grupo boronato.

No se puede excluir los complejos trigonales que son formados en fase gaseosa a través de
la protonacion intramolecular de hidroxocomplejos por la gran acidez de los grupos amidas en
estos receptores con la concomitante eliminacion de agua, en la figura 3.4.9 se ilustra el

complejo de glucosa.

0
B (OH), 0‘ r Q/

@@ ) A
0, L0 T oh. 4o

~ |

[R{Glu)(Hz0) ;0H]"
[R(GIu)(Hz0) 2H 1"

Figura 3.4.9 Esquema de la transferencia intramolecular de protones y deshidratacion
de [R(GIlu)(H20)-20H]".

Debido a la gran variedad de opciones que existen para representan la interaccion de
BQ3Bmeta-glucosa, la interpretacién directa de los espectros de masas es casi imposible,
sin embargo, estos datos son de gran importancia en el presente trabajo porque confirman la
formacion de complejos del compuesto BQ3Bmeta con los azlcares (glucosa y fructosa) y las
aparentes constantes de enlace determinadas por titulaciones de fluorescencia corresponden
a la formacién de una mezcla de especies.
En la figura 3.4.10 se muestran tres propuestas estructurales (a), (b) y (c) para la formacion
de complejos del compuesto BQ3Bmeta con glucosa los cuales presentan una fuerte afinidad
con glucosa, las especies (a) y (b) no son detectables por espectrometria de masas, pero es
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muy posible que la especie [R(Glu)(H20)-4(H-2)Na]* (c, nimero 5 en la tabla 3.4.2), que esta
ausente en el espectro de fructosa, represente uno de estos complejos transformados en (c)
por transferencia intramolecular de protones y deshidratacion, como se muestra en la figura
3.4.8, y entonces sea cationico por interaccion con un i6n de Na'. Las propuestas
estructurales de union 1:1 BQ3meta-glucosa estdn basadas en la conformacién del
monosacarido glucosa en forma de furanosa por presentar grupos dioles syn-periplanares

gue estan disponibles para la interaccion con los acidos borénicos.[26]

O O
O OH

5 \“ﬂi
S Ly

F Z

OO
g

A) B)

O
HO
o\

O
o o\?{
N'\ $
Z - N Z
N
o l\ 0
Z

C) R (Glu)(H20).4(H o)Na*
Figura 3.4.10 Propuestas estructurales de la interaccion de una molécula de BQ3Bmeta

con una molécula de glucosa.
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3.4.3 RMN 1B

En la figura 3.4.11 se muestran los espectros de !B de BQ3Bmeta en ausencia y presencia
de 30 equiv. de glucosa en una mezcla 9:1 D20-DMSO.-de. En la parte superior de la figura se
encuentra el espectro de RMN B del quimiosensor BQ3Bmeta, donde los boros de los
grupos —B(OH):2 tienen hibridaciéon sp?, pero cuando interacciona con glucosa se observa un
desplazamiento quimico (Ad= 20.9 ppm) de la sefial a baja frecuencia (espectro de RMN 1B
inferior de BQ3Bmeta con 30 eq. de glucosa). Esto se atribuye al cambio de hibridacion de

los atomos de boro de sp? a sp? que favorece la formacion de los ésteres borénicos.

BQ3Bmeta 28 53

BQ3Bmeta + 30 equiv. glucosa 7 63

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20

Figura 3.4.11 Comparacién de los espectros de RMN !B de BQ3Bmeta en ausencia y

presencia de 30 equiv. de glucosa en D20-DMSO.ds (9:1 v/v).
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CONCLUSIONES

Dos nuevos quimiosensores cationicos fluorescentes basados en acidos diboronicos
(BQ3Borto y BQ3Bmeta) fueron sintetizados en acetonitrilo por microondas a 80°C
obteniéndose altos rendimientos (>92%). Estos compuestos son solubles en una mezcla
acuosa con 10% de metanol en concentraciones micromolares, por lo que se realizaron
titulaciones de pH por UV-vis y fluorescencia; al analizar sus perfiles de titulacion se
determinaron tres valores de pKa los cuales fueron asignados a los dos grupos amida y a los
grupos —B(OH)2 por comparacion con los estudios realizados previamente por Badugu R.[48],
donde el valor mas &cido de pKa (intervalo de valores de pKa de BQ3Borto y BQ3Bmeta =
6.24-6.77) se atribuyo a los grupos —B(OH)2. Estos valores al compararse con el valor de pKa
del acido fenilborénico (pKa= 8.8) son mucho mas acidos como resultado de la naturaleza
catibnica de los grupos quinolinios, lo cual incremento favorablemente las constantes de
asociacion de estas especies con los monosacaridos, polioles y catecol en comparaciéon con

las constantes de asociacion del acido fenilborénico.

Las sales de bromuro de BQ3Borto y BQ3Bmeta pueden ser utilizadas como
guimiosensores luminiscentes intrinsecos para la deteccion cuantitativa de monosacaridos y
polioles en un medio acuoso a pH= 7.4. La adiciébn de catecol, D-sorbitol, D-manitol, D-
fructosa o D-glucosa en concentraciones micromolares a soluciones acuosas de BQ3Borto o
BQ3Bmeta exhiben un apagamiento fuerte de la emision fluorescente azul (Aem= 410 nm)
atribuido a un mecanismo PET en los compuestos BQ3Borto y BQ3Bmeta por la interaccion
del analito a través de los grupos R-B(OH)2. Por otra parte, al compararse las titulaciones de
fluorescencia de BQ3Bben con glucosa y fructosa, este compuesto no mostré ningan cambio
en la respuesta analitica, esto da soporte de que los grupos R-B(OH)2 son los puntos de

contacto de los nuevos quimiosensores.

Las constantes de asociacibn mas grandes después de catecol fueron con D-sorbitol, D-
manitol, D-fructosa y D-glucosa para ambos quimiosensores (BQ3Bmeta y BQ3Borto); de las
cuales despierta particular interés las constantes de asociacion con D-glucosa (BQ3Bmeta-
Glucosa 2.2+0.1x10% M1y BQ3Borto-Glucosa 1.15+0.09x10% M1) por tener mayor afinidad

al compararse con algunos quimiosensores basados en acidos diborénicos (con K<103 M) y
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por presentar mayor solubilidad en agua, caracteristicas significativas para la deteccion de

glucosa en sangre.

El apagamiento de la emision fluorescente se atribuy6 a la formacion de ésteres boronicos, lo
cual fue soportado por mediciones de espectrometria ESI(+) y RMN 1B.

Estos resultados muestran la utilidad de un nuevo tipo de receptores fluorescentes catidnicos
basados en acidos diborénicos convergentes por el grupo 2,6-dicarboxamida, para la
deteccion directa de monosacéaridos y polioles de interés biolégico en medios acuosos

neutros.
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Participacion en el 9° Encuentro de Quimica Inorgénica.
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