UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

“Desarrollo de Sondas Fluorescentes con
Solvatocromismo para Microscopia de Imagen”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.F.B. DANIELA CONPCECION CEBALLOS AVILA

Tutor Principal:
DR. ARTURO JIMENEZ SANCHEZ, INTITUTO DE QUIMICA, UNAM

CIUDAD UNIVERSITARIA, CIUDAD DE MEXICO, ENERO 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Ciencias QQuimicas

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRI'A Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“Desarrollo de Sondas Fluorescentes con
Solvatocromismo para Microscopia de Imagen”

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA
Q.F.B. DANIELA CONCEPCION CEBALLOS AVILA
TUTOR

DR. ARTURO JIMENEZ SANCHEZ

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM

Ciencias
ulmicas Ciudad de México, ENERO, 2024



El siguiente trabajo fue realizado en el laboratorio 5-C del Departamento de
Quimica Organica del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM), bajo la direccion del Dr. Arturo Jiménez Sanchez, con el apoyo
del Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCyT) CVU
1177452. Con el financiamiento del Fondo CONAHCYT Ciencia de Fronteras No.
319214 y el programa de apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion

Tecnolégica (PAPIIT 1A200522)

Pagina | 3



| iNDICE

INDICE

AGRADECIMIENTOS ....coviomrisenmsanmsssmssassssssssassssssssssssssssssssssssssssssassssnnss 7
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS .....onverrmmsmsssssmsssssssssssssssssssssss 10
RESUMEN ...coiisiismmsanmssensssnmsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssnsnsanss 12
I 2000 0106000 () 14
CAPITULO 1: ANTECEDENTES ....coousinimssncsssssssssssssssssssassssesanss 15
1.1 PROCESOS DE ABSORCION Y EMISION DE LUZ ......oonnmmmmsssseesesssssssssssssssssnnns 15

1.1.1 Procesos fotofisicos en compuestos 0rganicos .......sssaes 15

1.1.2 Transiciones electronicas ......—————— 15

1.1.3 FIUOTESCENCIA ..ooerurunrmsassssmssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssas 16

1.2 SOLVATOCROMISMO ....cccuimsumsmmsnssnssssssssssssssssassnsssssssssssssssssssnsssssasssssassssssssssnssnssnss 19

1.2.1 Efecto de la polaridad del medio ........cconmmmmmsmmmsmssmsmnssssssessssenns 19

1.2.2 SolvatoCcromiSmo POSItiVO .....cuuemsmssmsmsemsmssssmssssssssssssssssssssssssssssssnss 19

1.2.3 Solvatocromismo Negativo ... 21

1.3 SONDAS FLUORESCENTES DE MARCAJE SUBCELULAR ......ccccosnsmsamsansersens 23

1.3.1 Sondas fluorescente .......———————— 23

1.3.2 Aplicaciones de sondas fluorescentes .........cousmmmmmsmsssnssssessnsenas 24

1.4 MICROSCOPIA DE IMAGEN ......covsserrrnmsssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasens 27

1.4.1 Introduccion a 1a MiCroSCoOPia ....cusmsmsmsssmssssssssssssssssssssssssssans 29

1.4.2 Aplicaciones en microscopia de fluorescencia .........coousssrsrases 29

1.5 SONDAS MITOCONDRIALES NERNSTIANAS......cccummmmmmsmsnssssssssssssssssssssssases 30
CAPITULO 2: HIPOTESIS ...eoueeerseeessseesssesessssesssssesssssessssssssssseens 34

Pagina | 4



| iNDICE

CAPITULO 3: OBJETIVOS ....coecnmiimrssssssssssssssssssssssssssssssssassssssanss 35
3.1 OBJETIVO GENERAL .....ooiirmismsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssas 35

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES ......ooirirnnsscsmnsssmsssssssssssssssssssssssssssssanns 35
CAPITULO 4: METODOLOGIA ......ooouureeensreeesssenesssssesssssssssssscenss 37
4.1 METODOLOGIA SINTETICA ..covvvvrmmmmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37

4.1.1 Sintesis de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol........ 37

4.1.2 Sintesis de 2-0x0-2H-cromen-7-acetilo (2) ... 38

4.1.3 sintesis de 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-8-carbaldehido (3)

................................................................................................................................ 39

4.1.4 Sintesis de 3-nitro-4-hidroxibenzaldehido (4) ......cccosmsesesenes 40

4.1.5 Sintesis de AZteCNernst-1......—————— 40

4.1.6 Sintesis de AZLeCNernst-2........uumsssssmssmmss———— 41

4.1.7 Sintesis de AZtecCNernst-3.......m———— 42

4.1.8 Sintesis de AZtecCNernst-P........mmms 42

4.1.9 Sintesis de AZteCNeIrNSt-Y ... 43

4.2 EXPERIMENTOS ESPECTROFOTOMETRICOS ....ovueerumerssresssssesssssssssessesessens 44
4.2.1 Evaluacion de las propiedades solvatocromicas .........oouusesenes 44

4.2.2 Determinacion de PKa ... 45

4.2.3 Evaluacion de la capacidad de formar agregados........couuseseseses 46

4.2.4 Evaluacion de la respuesta a microviscosidad local ................. 46

4.3 CULTIVO CELULAR Y MICROSCOPIA DE IMAGEN .....oecovusmrsmmsssrssesssssssesans 46
CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION.......ccouuereemsrrecesasrecenns 48
5.1 DISENO DE LAS SONDAS FLUORESCENTES.......ccceecsusmmmmssssssssssssssssssssssenss 48
5.2 SINTESIS DE LA FAMILIA AZTECNERNST ....conruuimssessesssssssessssssssssssessssssaees 51

Pagina | 5



INDICE

5.3 CARACTERIZACION ....ccnereeeermmsmssrsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 53
5.3.1 Caracterizacion de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-
benzo[e]indol ......————— 53
5.3.2 Caracterizacion de 2-0xo0-2H-cromen-7-acetilo (2) ... 57

5.3 .3 Caracterizacion de 7-hidroxi-2-0x0-2H-cromeno-8-

carbaldehido (3) ... ———————————————_ 58

5.3.5 Caracterizacion de AztecCNernst-1.......mn. 60

5.3.6 Caracterizacion de AZteCNernst-2 ... 62

5.3.7 Caracterizacion de AZtecCNernst-3........cmmmsmmssssssssssssssssssnss 65

5.3.8 Caracterizacion de AZtecCNernst-P........cnsnnsnssssssssssssssssnnns 68

5.3.9 Caracterizacion de AZteCNernSt-Y......cmmmmmsmssssssssssssssssesens 71

5.4 CARACTERIZACION FOTOFISICA ....oovvuemrrreeeeeesssmsssssssssesssssssssssssssssssssssssssses 74

5.4.1 SOIVatOCIrOMISIMO ....cceiimseiismsmssssssssssssss s sasasas 74

5.4.2 Determinacion de PKa ....oussmsmsmsmsmsmsmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 79

5.4.3 Formacion de agregados.......mmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 81

5.4.4 Microviscosidad 10Cal ... 85

5.4.5 Microscopia de imagen ... 87
CONCLUSIONES ....cootiisenisnnmsssnsssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssnsssanss 97
REFERENCIAS .....oiriisinssnisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssnss 99
4 N 2, 0 1 103

Pagina | 6



| AGRADECIMIENTOS

AGRADECIMIENTOS

A Dios por brindarme la vida, salud y determinacién para cumplir mis metas.

Al CONAHCYT por haberme otorgado el apoyo econémico que me permitié culminar

mis estudios de maestria, CUV1177452.

Al Instituto de Quimica de la UNAM, por brindarle las herramientas necesarias a sus

alumnos para que realicen sus estudios de posgrado y formar investigadores de calidad.

Al Dr. Arturo Jiménez Sanchez por haberme aceptado en su grupo de trabajo y haberme
brindado las herramientas necesarias para terminar mi maestria de una forma
satisfactoria. Agradezco su invaluable aporte en el desarrollo de este proceso y sus
consejos para la escritura de este manuscrito, asi como permitirme seguir siendo parte

de su grupo en mi etapa de doctorado.

Alos miembros de mi jurado, Dra Rosa Luisa Santillan, Dra Martha Verénica Escarcega,
Dr Marcos Herndndez, Dr Jesus Rodriguez y al Dr Jorge Peo6n. Gracias por formar parte

de este proceso académico y sus invaluables aportaciones a este manuscrito.

A la Maestra Josefina Tenopala, por siempre resolver cualquier duda que presenté

durante mi maestria, por su atencion y el apoyo brindado en los tramites de titulacidon.

A mi padre, César L. Ceballos Rios, por haberme inculcado el amor por la ciencia desde
que era una nifia, por su apoyo y guia a lo largo de mi vida. Gracias por haberme ayudado
a encontrar mi pasién. A mi madre, Pascuala Avila Rodriguez, por ser un rayo de luz en
mi vida. Gracias por todo el amor que me ha dado siempre, por buscar lo mejor para mi
y mis hermanos, gracias por su ejemplo de mujer fuerte y trabajadora, gracias por
apoyarme a lograr cada uno de mis suefios. Mis logros son los suyos. Los amo

inmensamente.

A mi hermana, Jessica A. Ceballos Avila, mi otra mitad, tu existencia me motiva a dar lo

mejor de mi, siempre seremos ti y yo contra los demonios,

Pagina | 7



AGRADECIMIENTOS

A L. Gilberto Meza Rodriguez, por su invaluable apoyo en mi trayecto de maestria, su
paciencia y amor. Gracias por formar parte de esta etapa de mi vida, por ayudarme a no
rendirme cuando sentia que no podia mas, por las risas en los momentos de estrés,

gracias, amor mio.

Al Dr. Javier Ordofiez, por ser el mejor asesor técnico y amigo. Gracias por introducirme
al maravilloso mundo de la sintesis orgdnica, y por compartir conmigo tus
conocimientos, asi como haberme inculcado la dignificaciéon de mi trabajo. Gracias por
haber creido en mi cuando mas lo necesité, y por ensefiarme que soy capaz de todo lo
que me proponga. Agradezco los momentos de risas y los dias de hasta 14 horas de

trabajo en el laboratorio, ahora sé que quién te siga jamas tendra sed.

A Ixsoyen Vazquez, por ser mi hermano de maestria. Porque compartimos juntos el
estrés de la maestria, las clases, los dias largos en laboratorio y todos los tramites. Ta

presencia en el grupo nos une a todos.

A Juan Luis Cortés, Erika Millan, Fernanda Ferrusca, Emiliano Meneses, Jesus Santillan,
Gustavo Carmona, Oscar Anguiano y Santiago Garcia, gracias por su ayuda dentro del

laboratorio, asi como su compaiiia, hicieron el trabajo mas ameno con su presencia.

Pagina | 8



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Dedicada a mis padres,

s logros son por ¢ para wotedes.

Pagina | 9



| ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

a.u =2 Unidades arbitrarias

CCCP = carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona

CDCls - Cloroformo deuterado

d = Doblete

DAPI = 4,6-diamidino-2-fenilindol

DART -> Analisis directo en tiempo real

DCM -> Diclorometano

DMEM - Medio Eagle modificado de Dulbecco

DMSO - Dimetilsulféxido

DMSO0-ds = Dimetilsulféxido deuterado

€ Constante dieléctrica

H20 = Agua

HOMO - Orbital molecular ocupado de mayor energia

n = Microviscosidad

i.c & Conversion Interna

i.s.c 2 Cruce Intersistemas

A = Longitud de onda

Aem = Longitud de onda de emision Aex = Longitud de onda de excitacion
LUMO - Orbital molecular no ocupado de mas baja energia

ul = Microlitro
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UM - Micromolar

m > Multiplete

m/z = Relacién masa-carga

MeOH - Metanol

MHz - Megahertz

ml > Mililitro

mmol = Milimol

nm - Nandmetro

IR = Infrarrojo

PVF - Proteina verde fluorescente
pKa  Constante de acidez

RMN - Resonancia magnética nuclear
6 = Desplazamiento quimico

s = Segundo/Singulete

t > Triplete

UV-Vis = Ultravioleta-visible
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| RESUMEN

RESUMEN

En la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de sondas selectivas y eficientes
para el monitoreo de distintos pardmetros en ambientes bioldgicos, debido a su alta
sensibilidad, poca citotoxicidad y compatibilidad con ensayos in vivo, ademds de que su
obtencion resulta mas sencilla que el desarrollo de otros compuestos que se utilizan
para los mismos fines, por ejemplo, los anticuerpos acoplados a fluoréforos. Si bien en
la actualidad existen diversas sondas comerciales para el estudio de distintos organelos,
aun queda un largo camino que recorrer para mejorar la respuesta de estas y obtener
resultados que brinden mas informacién sobre el funcionamiento celular. En el presente
trabajo, se presenta el disefio y sintesis de una nueva familia de sondas fluorescentes
para mitocondria, denominada AztecNernst. Las bases fisicoquimicas detras del disefio
se basan en el proceso ampliamente conocido como mecanismo de gradiente
electroquimico dado por la ecuacion de Nernst (sondas Nenrstianas), asi como
retencion mitocondrial por la hidrdlisis de ésteres presentes en algunas sondas
Nernstianas, las cuales al perder su carga formal positiva dejan de interactuar con el
potencial de membrana mitocondrial. Ademas, se propone un nuevo disefio para
optimizar el marcaje mitocondrial, basado en el coeficiente de reparto de Nernst. Se
describen la caracterizacién fotofisica de las sondas sintetizadas, asi como la
metodologia para obtenerlas. Los resultados obtenidos muestran que AztecNernst-P
marca mitocondria, forma agregados y presenta un espectro de emision tipico de la
formacidon de excimeros, ademas presenta solvatocromismo negativo, lo cual es un
pardmetro que permite la evaluacién de la polaridad de las membranas subcelulares.
AztecNernst-2, también marca mitocondria y presenta solvatocromismo negativo.
AztecNernst-3 marca mitocondria y responde a la viscosidad en un rango de 1-954 cP,
propiedad que puede explotarse para estudiar la microviscosidad local o la tensién de

membrana de la mitocondria.
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Sondas moleculares fluorescentes sintetizadas en el presente trabajo
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| INTRODUCCION

INTRODUCCION

El descubrimiento de la fluorescencia sucedié a principios del siglo XIX. En 1852, Sir
George Gabriel Stokes acufi6 el término de “fluorescencia” para describir el fenémeno

que Fredrick Herschel habia observado en 1845 en una disolucién acuosa de quinina
(1)(2).

Otros fisicos que contribuyeron a dicho campo emergente fueron Edmond Becquerel y
Eilhart Wiedemann. En 1868, ya se habia definido que las propiedades fluorescentes
eran caracteristicas de sustancias especificas. De hecho, en aquella época se realizaba
caracterizacion de compuestos quimicos orgdnicos mediante el andlisis de sus
propiedades de fluorescencia. A finales del siglo XIX los investigadores identificaron y
sintetizaron una gran variedad de tintes fluorescentes. En esta época, ya se utilizaban
para teiiir células y bacterias, siendo observadas mediante microscopios Opticos
convencionales. No obstante, fue hasta la década de 1940 cuando los microscopios de
fluorescencia mas sofisticados surgieron y permitieron los primeros andlisis de

muestras bioldgicas tefiidas con fluoréoforos (2).

Hoy en dia las sondas fluorescentes desempefian un papel cada vez mas importante en
diversas areas de la investigacion cientifica, ya que permiten la deteccidon y obtencion
de imagenes de moléculas de importancia biolégica con alta selectividad y poca
invasién. Actualmente el desarrollo de sondas con propiedades optimizadas es
necesario para poder monitorear en tiempo real las moléculas y estructuras
subcelulares en ensayos in vitro e in vivo, lo que conlleva a un mejor entendimiento de

los procesos celulares (3).
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CAPITULO 1: ANTECEDENTES

1.1 PROCESOS DE ABSORCION Y EMISION DE LUZ

1.1.1 Procesos fotofisicos en compuestos organicos

La materia interacciona con la luz de diversas maneras, algunos compuestos tienen la
capacidad de absorber este tipo de energia y emitirla. La absorciéon genera que la
molécula pase de un estado electrénico basal a uno de mayor energia, denominado
estado excitado, la emision desde este nivel energético se conoce como
luminiscencia(1). Dependiendo de la fuente que se utilice para llevar a cabo la
excitacion es la subclasificacion que recibe, la fotoluminiscencia se refiere a la emision
producida por la excitacion con fotones en el rango del espectro electromagnético UV-
Vis (4) y se divide formalmente en 3 categorias: fluorescencia, fosforescencia y

fluorescencia tardia (1).

Los procesos que explican la interaccion entre la luz y la materia sin que ésta ultima se
modifique quimicamente se denominan fotofisicos, ya que no se genera cambio quimico
alguno (5). Una forma grafica de explicarlos es el diagrama de Jablonski (imagen 1.2),
en el cual se ilustran los niveles electrénicos en términos de energia, las transiciones y
los cambios fotofisicos que ocurren desde que una molécula absorbe luz hasta que la

emite para volver a su estado basal (6).

1.1.2 Transiciones electronicas

En las moléculas los electrones se encuentran distribuidos en distintos niveles
energéticos conocidos como orbitales moleculares. Normalmente los electrones van a
ocupar los niveles de energia mas bajos, cuando esto sucede se dice que la molécula esta
en su estado basal. Sin embargo, cuando absorbe energia sus electrones pueden ser
promovidos a orbitales de mayor energia; a este fendmeno se le denomina transicién

Pagina | 15



CAPITULO 1: ANTECEDENTES

electronica (6). Los electrones que se encuentran en la capa de valencia pueden
presentar transiciones impulsadas por la absorcién de fotones en el rango del espectro
UV-Vis, ya que se encuentran mas débilmente atraidos por el ntcleo. Los orbitales
implicados en estas transiciones son: G, T, n, t* y ¢". En la espectroscopia de absorcion
y de fluorescencia las transiciones mas importantes son las que implican la promocién
de un electréon desde el dltimo orbital ocupado (HOMO) hasta el primer orbital

desocupado (LUMO) y que sucede comunmente en el rango de UV-Vis (7)

c" (antienlace)

A A A
\
7" (antienlace)
A A
. n4o*
! n T % .
- tienl
%n o b 0o o b o* n (antienlace)
=
= *
o7 7 (antienlace)
o (antienlace)

Imagen 1.1 Diagrama de energia de las transiciones electrénicas observadas cominmente en compuestos

orgdnicos.

1.1.3 Fluorescencia

Una molécula no puede permanecer en su estado excitado durante mucho tiempo (8).
Uno de los mecanismos que utiliza para regresar a su estado basal es la emision de
energia en forma de fotones desde un estado excitado con cierta multiplicidad de spin,
si durante el decaimineto del estado excitado dicha multiplicidad se mantiene constante
(p. €j. singulete: S1 a So, o triplete: T1 a To), a este proceso se le conoce como
fluorescencia (1). Las moléculas que presentan este fendmeno se denominan

fluoréforos.
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Imagen 1.2 El diagrama de Jablonski es una representacion grdfica utilizado para ilustrar los niveles de
energia electrénica y las transiciones que ocurren durante la absorcién y emision de luz por una molécula.
Es un marco visual clave para comprender los fendmenos como la fluorescencia, la fosforescencia, la
relajacién vibracional no-radiativa (vr), el cruce intersistemas (isc), conversion interna (ic) y externa (ec).

Tomado de (Kafle, 2020).

La absorcidn de luz se lleva a cabo en un periodo de tiempo tan corto, 10-15 s, que no es
suficiente para que existan cambios en las coordenadas nucleares, solo en las
electrénicas, este fendmeno es descrito por el principio de Franck-Condon (9) En el
diagrama de Jablonski la absorcién se representa con una linea recta que va desde el
estado singlete basal hasta el estado singlete excitado, ya sea S1 o S2. Las lineas gruesas
muestran los estados electrénicos, mientras que las delgadas representa los niveles
vibrénicos. Cuando se produce la absorcion el fluoréforo puede ser excitado hasta
cualquier nivel vibrénico de S1 o Sz. Posteriormente sucede una conversion interna (IC),
en la cual una molécula excitada pasa a un estado de menor energia vibronica dentro
del mismo estado electronico excitado, este proceso se conoce como relajacién no
radiativa ya que se produce sin la emision de fotones. La IC es una de las razones por las

cuales el numero de fotones emitidos en fluorescencia siempre es menor al de los
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CAPITULO 1: ANTECEDENTES

absorbidos. La fluorescencia siempre va a suceder desde el nivel vibréonico mas bajo de
energia (S1), este es un principio fotofisico conocido como la regla de Kasha, y se explica
por el hecho de que la IC se lleva a cabo en un rango de tiempo de 10-12 S, mientras que
la emisién se produce en un periodo de tiempo de 10-10 S aproximadamente (9). Cuando
una molécula se encuentra en su estado excitado Si1 de menor energia existe la
posibilidad de que en lugar de emitir la energia sufra un proceso llamado cruce
intersistema (ISC), el cual implica un cambio en la multiplicidad de espin pasando de un
estado excitado singulete a un triplete. En la imagen 1.3 se muestran las multiplicidades
de espin que pueden presentar los estados excitados. La emision desde T1 hasta So se
llama fosforescencia, es un proceso mas lento que la fluorescencia, con un tiempo de
vida de milisegundo hasta segundos, debido a que la emisidn T1 2 S, estd prohibida por
espin. Por otro lado, en la fluorescencia tardia, la molécula en el estado excitado Si1
también sufre un (ISC) para pasar al estado T1, pero a diferencia de la fosforescencia,
regresa a S1antes de emitir fotones mediante un cruce intersistema reverso (rISC). Este
proceso provoca que la fluorescencia se vea “retardada”, pero debido a que la emisién
que sucede no es una transicion prohibida por espin, se da en un orden de tiempo mas

corto que la fosforescencia (10).

A) B) 0
Estado basal Singlete Triplete

Estado excitado Estado excitado

Imagen 1.3 Multiplicidad de Configuraciones electrénicas para (A) un estado fundamental singulete; (B)
un estado excitado singulete; y (C) un estado excitado triplete. Tomado de (8).
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1.2 SOLVATOCROMISMO

1.2.1 Efecto de la polaridad del medio

La polaridad del disolvente y el ambiente local afectan directamente las propiedades
del espectro de absorcion y emision de un fluoréforo, este fendémeno se conoce como
solvatocromismo (11). La interaccidn entre las moléculas de disolvente y el fluoréforo
son una de las causas principales por las que la emision sucede a longitudes de ondas
mayores que la absorcidn, ya que influye en el fendmeno conocido como relajacién por
efecto de disolvente. La diferencia que existe entre la absorcién y emisién es llamada
desplazamiento de Stokes. Los efectos del disolvente y el ambiente sobre el espectro de
fluorescencia son complejos, ya que intervienen mas factores ademas de la constante
dieléctrica, por lo que los cambios generados en un espectro de emisién no se pueden
atribuir a un solo factor, sino al resultado de las diversas interacciones presentes, como
son: 1) polaridad y viscosidad del disolvente, 2) velocidad de relajacion del disolvente,
3) cambios conformacionales, 4) rigidez del entorno local, 5) transferencia interna de
carga, 6) transferencia de protones y reacciones llevadas a cabo en el estado excitado,
7) interacciones fluor6foro-fluoréforo y 8) cambios en las velocidades de desactivacion

radiativa y no radiativa (9).

1.2.2 Solvatocromismo positivo

Los compuestos se denominan solvatocrémicos cuando existe un desplazamiento en
sus espectros de absorcion y emision, dependiente de la polaridad del disolvente. Un
desplazamiento hacia longitudes de onda mas largas se denomina batocromico,
mientras que uno a longitudes mas cortas se conoce como hipsocrémico. Este fenémeno
sucede porque las moléculas del disolvente tienen la capacidad de reordenarse
alrededor del fluoréforo, lo que se conoce como capa de solvatacion, tanto en el estado

excitado como en el basal, y asi estabilizarlo o desestabilizarlo (12).

El solvatocromismo positivo se refiere al desplazamiento batocrémico en el espectro de
emision de un fluor6foro que se presenta al aumentar la polaridad del disolvente en el
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cual se encuentra (13). Los fluoréforos que presentan solvatocromismo positivo poseen
un momento dipolar mayor en el estado excitado que en el estado basal pe>pb. Después
de la absorciéon las moléculas del disolvente pueden reordenarse alrededor del
momento dipolar del estado excitado. Mientras mds grande sea la polaridad del
disolvente, mejor podra estabilizarlo, lo que disminuira su energia observandose una
emision a longitudes de onda mayores. Este efecto es mas notorio mientras mayor sea
el momento dipolar del estado excitado (9). El solvatocromismo es mas marcado en el
espectro de fluorescencia que en el espectro de absorcion, debido a que la absorcion
ocurre en un periodo de tiempo demasiado corto, por lo que las moléculas de disolvente
no pueden reacomodarse alrededor del fluoréforo para estabilizarlo. Es decir, la
absorcién sucede desde el estado de Franck-Condon (estado localmente excitado,
inmediato a la absorcion). Por el contrario, cuando sucede la emision ya transcurri6 el
tiempo necesario para que las moléculas de disolvente se encuentren orientadas
alrededor del estado excitado del fluoréforo, disminuyendo asi su energia. Y
aumentando la energia del estado basal, ya que las moléculas polares no logran

estabilizarlo (9,14).

La mayoria de los fluoréforos que presentan solvatocromismo positivo tienen en su
estructura un grupo donador de electrones y un grupo aceptor. Esto permite el
desplazamiento de carga desde los grupos donadores a los aceptores, lo que genera que
en el estado excitado el momento dipolar sea mayor que en el estado basal. De esta
manera mientras mas polar sea el disolvente mas estabiliza al estado excitado. Este

proceso es conocido como relajacion por efecto de disolvente (13).

La relajacion por el disolvente no sucede en el mismo periodo de tiempo para todos los
disolventes, es un proceso que depende de la viscosidad del medio. Si el tiempo
requerido para la reorganizacion de las moléculas de disolvente alrededor del soluto es
corta con respecto al tiempo de vida del estado excitado, la emisién no ocurrira desde
el estado Frank-Condon, sino desde las moléculas del soluto en equilibrio con su capa
de solvatacion, es decir, el estado S1 relajado por el disolvente. En cambio, si el medio es
muy viscoso para permitir la reorganizacion molecular, entonces sucedera primero la

emision antes que la relajacion, lo cual genera que el espectro de fluorescencia se

Pagina | 20



CAPITULO 1: ANTECEDENTES

parezca al del estado de Frank-Condon, y se veria similar a un espectro de emisién en
un medio no polar. Para que un fluoréforo pueda funcionar como sonda de polaridad es
necesario que el proceso de relajacion se lleve a cabo completamente antes de que
suceda la emisidn, de lo contrario habra una mal interpretacién sobre la polaridad del

medio (12).

S
z Conversion interna y relajacion vibracional
1028
S,
LUMO Disolvente menor polar Relajacién por efecto de
b disolvente 10125
5
= 101558 Disolvente mas polar
2 Fluorescencia
=
-
So Estado basal no estabilizado por el
HOMO disolvente

Imagen 1.4 Explicacién grdfica de la estabilizacién del fluoréforo en el estado excitado por efecto del

disolvente. Se ejemplifican los tiempos promedio en segundos para un fluoréforo.

1.2.3 Solvatocromismo negativo

El solvatocromismo negativo se refiere al fendmeno donde la absorcion y emision de luz
de una sustancia sufre un desplazamiento hipsocrémico a medida que se disuelve en
medios con elevada polaridad (15). Los compuestos que presentan esta propiedad se
caracterizan por encontrarse en una forma zwiteridnica en el estado basal(16). Poseen
una estructura molecular que les permite sufrir una transferencia de carga
fotoinducida. Esta estructura consta de un atomo donador, un puente y un atomo
aceptor. Cuando sucede la excitacién el atomo donador, que en el estado basal se
encontraba con una carga parcial negativa, dona un par de electrones lo que genera una
estructura de resonancia neutra. Esto provoca que el momento dipolar en el estado
excitado disminuya. De esta manera, los disolventes polares solo estabilizan el estado

basal, disminuyendo la energia del orbital HOMO, mientras que en el estado excitado no

Pagina | 21



CAPITULO 1: ANTECEDENTES

existe estabilizacién por parte de las moléculas del disolvente, esto aumenta la brecha
energética entre HOMO y LUMO, lo que se observa en el especto como un
desplazamiento hacia el azul (16). Las moléculas que presentan solvatocromismo
negativo son de gran interés para la creacién de sondas solvatocrémicas. Los pigmentos
de Reinhardt son las mejores moléculas con solvatocromismo negativo y al presentar
un desplazamiento de Stokes tan amplio son muy sensibles a los ligeros cambios en la
polaridad de un medio, sin embargo, estas presentan la desventaja de no ser
fluorescentes, por lo que no es factible su uso en el monitoreo de células. Por esta razon,
hoy en dia los esfuerzos se centran en el disefio y sintesis de una sonda fluorescente lo
suficientemente sensible para permitir el monitoreo de los pequefos cambios de la

micropolaridad del ambiente subcelular, ver Imagen 1.5.

’ ‘ St Estado excitado no estabilizado ‘ .

LUMO por disolvente

10158
Fluorescencia

ng‘ 0
o HOMO CD ‘
[ oo

Absorcion

Estado basal estabilizado por
el disolvente

Imagen 1.5 Descripcién grdfica de la estabilizacion por disolvente en el solvatocromismo negativo. El
momento dipolar en el estado basal u» es mayor que el del estado excitado e, lo que genera una mayor

estabilizacion del estado basal por moléculas de disolvente polares.

1.3 SONDAS FLUORESCENTES DE MARCAJE SUBCELULAR

1.3.1 Sondas fluorescentes

A principios del siglo XX comenzé el uso de fluoroforos para tefiir muestras biologicas

y examinarlas bajo un microscopio. En este momento solo era posible la observacion de
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células no vivas. Hoy en dia gracias a las sondas fluorescentes el estudio de la dindmica
en células vivas tanto in vitro como in vivo ha avanzado. Obtener informacién sobre la
funcion celular, la fisiopatologia de muchas enfermedades y otros procesos celulares
dindmicos es crucial para avanzar en los campos de la biologia celular, diagndstico

clinico y el desarrollo de nuevas terapias.

Las sondas fluorescentes son moléculas disefiados para emitir luz cuando se
encuentran en condiciones especificas. Estdn compuestas por un fluoréforo,
componente que les proporciona las propiedades fluorescentes. La eleccion del
fluoréforo depende de la longitud de onda a la que se desea emita la sonda y la
fotoestabilidad que se requiere. Para que una sonda sea selectiva debe poseer un
dominio que le permita interaccionar Unicamente con la molécula objetivo. El
reconocimiento puede darse por una reacciéon quimica o interacciones no covalentes.
La finalidad de una sonda es que solo emita luz en presencia de su objetivo. También
pueden funcionar mediante otros mecanismos, por ejemplo, cambios en su espectro de
emision.

Los espectros de fluorescencia son muy sensibles al medio en el que se encuentran, por
lo que las sondas fluorescentes no solo sirven para monitorear una sola molécula
objetivo, sino que también pueden ser utilizados para censar el ambiente celular,
tomando ventaja de que cada organelo celular posee un microambiente celular Unico,
como son: macromoléculas, tipos y concentraciones de sales, temperatura, pH,
viscosidad y polaridad (17). En los ultimos 30 afos se han desarrollado muchas sondas
para monitorear el entorno subcelular, sin embargo, aiin queda un largo camino que
recorrer (18). Actualmente las estrategias estan centradas en lograr una alta
selectividad, explotando las propiedades fisicoquimicas de los fluoréforos para que se
unan especificamente a péptidos, lipidos, y oligosacaridos objetivo (18). Sin embargo,
desentrafar los procesos fisioldgicos celulares mediante sondas fluorescentes es todo
un desafio debido a la distribucion desigual en los microambientes celulares, su alta

citotoxicidad, baja especificidad y estabilidad (17).
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1.3.2 Aplicaciones de sondas fluorescentes

Eluso de sondas fluorescentes en la actualidad se centra en la obtencién de bioimagenes
que permitan monitorear procesos dinamicos celulares de importancia bioldgica y
médica. Por ejemplo, el estudio de productos del metabolismo de lipidos en los distintos
organelos celulares brinda informacién esencial para comprender la homeostasis
energética y descifrar procesos metabdlicos por los cuales una célula mantiene su
integridad. Diversos estudios han sugerido que el estrés oxidativo en distintos
organelos genera cambios en la micropolaridad del ambiente de estos, lo cuales pueden
relacionarse con enfermedades como cancer, obesidad y diabetes (19). Debido a que los
cambios generados son muy ligeros y tomando en cuenta que el ambiente celular es un
medio acuoso, las sondas fluorescentes con solvatocromismo positivo presentan
desventajas, debido a que en agua su emisioén disminuye drasticamente y no son capaces
de cambiar su emision significativamente ante ligeros cambios de polaridad (18). Con
esto en mente, Kajiwara y colaboradores propusieron la sintesis de una sonda con
solvatocromismo negativo para estudiar el microambiente de diversos organelos
membranosos celulares. Esta sonda cambia sus caracteristicas de absorcién y emision
dependiendo de la micropolaridad del ambiente en el que se encuentra. Su
solvatocromismo negativo les brinda una gran sensibilidad a los cambios en el entorno
circundante y a diferencia de sus homologas solvatofluorocrémicas positivas, su
fluorescencia no disminuye en medios acuosos. Estas caracteristicas la hacen dptima
para monitorear las variaciones sutiles de polaridad producidas en las gotas lipidicas

durante el metabolismo de lipidos (19).

El disefio de sondas fluorescentes es un proceso complejo que requiere una cuidadosa
consideracion de varios parametros para garantizar su eficacia y especificidad. Como se
puede observar en la Imagen 1.6, en el disefio de una sonda solvatocrémica negativa se
debe tomar en cuenta que su estado basal esté favorecido hacia la forma zwiteriénica
(panel a, Imagen 1.6), por lo que los autores exploraron diversos fluoroforos (paneles b

y c). Un de las ventajas de contar con una sonda solvatocrémica negativa es que emite a

Pagina | 24



CAPITULO 1: ANTECEDENTES

dos longitudes de ondas distintas dependiendo de cual estructura de resonancia esté
mas favorecida, esto permite el cruce de ambos canales para obtener informacién sobre
la polaridad en el medio en el que se encuentra. Observemos en el andlisis
espectrofotométrico a pesar de ser pequeiio el desplazamiento hipsocrémico de la
sonda (41 nm), es suficiente para observar su respuesta tanto en el canal verde como
en el rojo (paneles d y e) en microscopia de fluorescencia. La mezcla de ambos canales
va a proporcionar un parametro que se puede relacionar directamente con la polaridad

del organelo (panel f).

Las sondas actuales han permitido la obtencién de imagenes por microscopia de
fluorescencia en modelos in vitro e in vivo que han aportado mucho a nuestra
comprension sobre diversos procesos celulares, ejemplo de ello se muestra en la
Imagen 1.7 para la sonda de 3a-azapiren-4-ona (AP-C12). No obstante, siguen
exhibiendo muchas desventajas que limitan el proceso, entre ellas: las altas
concentraciones requeridas para la obtencién de imdagenes, los largos tiempos de
penetracion celular y baja fotoestabilidad (20). El fluoréforo ideal para la mayoria de
las aplicaciones contaria con un rendimiento cuantico cercano a 1, seria observable a
cualquier longitud de onda en todos los microscopios, no mostraria toxicidad, no se
fotoblaquearia bajo ninguna potencia de iluminacién y funcionaria en todos los
sistemas bioldgicos. Sin embargo, es imposible que exista un fluoréforo con estas
caracteristicas. Pero si nos abre el panorama sobre lo que se deben tomar en cuenta en
el desarrollo de nuevas sondas: 1) aumentar su desempefio en sistemas biologicos y 2)
hacer coincidir Aabs y Aem con fuentes de excitacion comunes y conjuntos de filtros

utilizados en sistemas de imagenes (21).
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Imagen 1.6 Sondas fluorescentes derivadas de 3a-azapiren-4-ona con solvatocromismo negativo para el

estudio in vitro de la micropolaridad en organelos membranosos y gotas lipidicas.

Canal Verde Canal Rojo Merged

Imagen 1.7 Observacién en microscopio confocal de los canales verde y rojo en adipocitos marcados con la

sonda de 3a-azapiren-4-ona (AP-C12).
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1.4 MICROSCOPIA DE IMAGEN

1.4.1 Introduccion a la microscopia dptica

La microscopia es una técnica que consiste en ampliar estructuras que no son
observables a simple vista (22). Ha desempefiado un papel importante en el estudio de
las células, desde la apreciacién de animalculos por Van Leeuwenhoek con un
microscopio simple, hasta detalles de eventos celulares con una variedad de

sofisticados sistemas de imagenes (23).

Se divide en dos grandes ramas con base en el tipo de radiacién utilizada para obtener
imagenes: la Optica y la electréonica. La microscopia 6ptica utiliza las propiedades
refractivas de la luz para ampliar muestras, mientras que la microscopia electrénica
utiliza electrones para el mismo propdsito (24). Dentro de los microscopios 6pticos
tenemos el de campo claro y el de contraste de fases, si bien ambos permiten observar
la morfologia celular y algunos organelos, para el estudio del metabolismo y otros
procesos celulares se requieren de técnicas madas sensibles. La microscopia de
fluorescencia se desarroll6 para superar estas limitaciones y proporcionar una técnica

de obtencion de imagenes mas versatil e informativa.

Un microscopio de fluorescencia es un instrumento dptico altamente especializado que
aprovecha las propiedades fluorescentes de algunas moléculas para el andlisis de
muestras bioldgicas o materiales. Este tipo de microscopia normalmente emplea una
lampara de alta intensidad, como una ldmpara de xendn o mercurio, para la emision de
fotones de un amplio espectro, donde incluye las longitudes de onda especificas para
llevar a cabo la excitacion de los fluor6foros. Antes de llegar el haz de luz a la muestra,
pasa a través de un filtro de excitacidn, el cual transmite selectivamente la longitud de
onda de excitacidon deseada, impidiendo el paso de otras longitudes de onda. El filtro de
excitacion garantiza que solo la luz con las caracteristicas adecuadas llegue a la muestra.
El rayo de luz de excitaciéon se dirige hacia la muestra mediante un espejo dicroico,
también conocido como un divisor de haz. Este componente 6ptico tiene como funcion
reflejar laluz de excitacion y permitir el paso de los fotones emitidos. El filtro de emision
tiene como objetivo bloquear cualquier luz de excitacién restante y solo permitir el paso
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de los fotones emitidos. Finalmente, un fotodetector adecuado captura la fluorescencia.
Este detector convierte la luz entrante en una senal eléctrica, la cual es amplificada y
procesada para posteriormente crear una imagen en un monitor de computadora (23).
Ademas, los microscopios de fluorescencia confocal incluyen una pequefia abertura
antes del detector. Asf restringe la deteccion de luz a un plano focal especifico, lo que
garantiza que la luz que llega al detector provenga inicamente del punto equivalente de
la muestra donde se centré la luz de excitaciéon. La microscopia confocal de
fluorescencia permite escanear la muestra o capturar imagenes en varios planos focales

y asi reconstruir imagenes fluorescentes tridimensionales de la muestra (25).

La introduccién de la microscopia de fluorescencia ha llevado al desarrollo de una gran
variedad de moléculas fluorescentes que se han adaptado en términos de especificidad
para objetivos como proteinas, lipidos, iones u organelos (23). Se han convertido en
herramientas indispensables en la biologia moderna porque proporcionan informacion
dinamica sobre la localizacién y la cantidad de moléculas de interés, lo que permite
monitorear procesos fisioldgicos en tejidos y células in vivo. Actualmente se puede tefiir
las células con mas de una sonda fluorescentes simultaneamente (26). Esto ha llevado
a la microscopia de fluorescencia a ser actualmente la técnica microscopica mas
utilizada en el campo de la biomedicina para el desarrollo de nuevas técnicas de
diagnostico y terapias, por lo que en la actualidad el objetivo es sintetizar sondas que
permitan observar procesos subcelulares en organismos vivos con una resolucion

espacial y temporal cada vez mas acertada.
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1.4.2 Aplicaciones en microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente utilizada para la obtencion
de bioimagenes. A lo largo de los afios han ayudado a comprender las bases del

metabolismo celular (27).

Las biomembranas constituyen la base de todos los compartimentos de las células vivas
y, por tanto, la exploracion de su organizacion lipidica es esencial para comprender el
estado y actividad celular. Sin embargo, la deteccion y la obtencién de imagenes de la
organizacion de los lipidos en distintos organelos es un desafio. En 2021 Danylchuk y
colaboradores sintetizaron una serie de sondas utilizando como base Rojo de Nilo para
marcar el reticulo endoplasmico, las mitocondrias, los lisosomas, el aparato de Golgi, la
membrana plasmatica y las gotas lipidicas. Estas sondas se disefiaron con la finalidad
de ser sensibles a la micropolaridad. Las membranas celulares se componen de la fase
Liquida ordenada (Lo) y Liquida desordenada (Ld). Lo juega un papel crucial en la
formaciéon de microdominios lipidicos, tiene una alta concentraciéon de colesterol y

lipidos saturados como esfingomielina, se encuentra mayormente en la membrana
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plasmatica y en menor medida en las membranas de los organelos. Por otro lado, 1a fase

Ld esta principalmente compuesta por lipidos insaturados.

Los fluor6foros solvatocromicos pueden informar sobre el estado fisico de las
biomembranas, sus alteraciones durante la apoptosis, inanicidn y estrés oxidativo. Asi
como distinguir células sanas de cancerosas. Debido a su sensibilidad a la hidratacion
de la membrana, sus propiedades dieléctricas, y relajacién de solventes, los fluoréforos
solvatocrémicos son particularmente adecuados para sondear el orden de los lipidos
utilizando microscopia de fluorescencia confocal. Mediante experimentos de
colocalizacién con marcadores de organelos comerciales y las sondas solvatocrémicas
es posible obtener bioimdgenes que aporten informacién sobre la polaridad local del
organelo objetivo (18). Ademas, es posible llevar a cabo un andlisis ratiométrico, el cual
consiste en cuantificar la intensidad de las sefiales en la muestra para obtener
informacién sobre la distribucién y abundancia del pardmetro a analizar. Esto permite
un analisis preciso, cuantitativo y 3D de las muestras, lo que convierte a la microscopia

confocal de fluorescencia en una herramienta valiosa para una amplia gama de

aplicaciones.
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Imagen 1.9 Imdgenes confocales ratiométricas que presentan las fases Lo (fosfolipidos DOPC: 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina) y Ld (SM/Chol: Esfingomielina/Colesterol) para la calibracion de las sondas
sintetizadas por (18) utilizando microscopia confocal de proporcién de canales de fluorescencia

(ratiométrica).

1.5 SONDAS MITOCONDRIALES NERNSTIANAS

Las sondas fluorescentes Nernstianas, como el éster etilico de tetrametilrodamina
(TMRE) y el éster metilico de tetrametilrodamina (TMRM), han sido disefiados con el
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propoésito de medir el potencial de membrana absoluto a través de un mecanismo de
redistribucién segln la ecuacién de Nernst (ver Imagen 1.10). La premisa subyacente
es que estos cationes lipofilicos altamente fluorescentes y permeables se distribuirdn a
través de la membrana celular de manera proporcional al potencial de membrana. En
una célula u organelo polarizado, se espera que haya una concentracién mas elevada de
la sonda en el interior en comparacion con el exterior. Este principio permite, por medio
de la microscopia confocal y otros métodos de andlisis de imagenes, medir con precision
la intensidad de fluorescencia dentro y fuera de la célula, lo que proporciona la
capacidad de determinar el potencial de membrana absoluto. Aunque la lenta velocidad
de redistribuciéon a través de la membrana plasmatica limita su uso en mediciones
rapidas, estos compuestos encuentran una aplicacion significativa en la evaluacién del
potencial de membrana mitocondrial en células vivas, siendo utilizados por diversos
laboratorios en estudios cualitativos y cuantitativos tanto en microscopia de imagenes

como en citometria.
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Imagen 1.10 Sondas fluorescentes de tipo Nernstiano TMRM y TMRE ilustrando su mecanismo de
localizacion subcelular en membranas, por ejemplo, mitocondriales con un potencial V de -180 mV
(membrana polarizada), el cual localiza una concentracion alta de cationes lipofilicos TMR de acuerdo a la

ecuacion de Nernsty cuya concentracién disminuye al despolarizar (menor potencial V) la membrana.
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Similar al mecanismo Nernstiano ampliamente utilizado para sondas mitocondriales,
donde el potencial de membrana impulsa la orientacién mitocondrial mediante
interacciones principalmente electrostaticas, en nuestro grupo de trabajo visualizamos
que la distribucion en equilibrio entre dos fases liquidas inmiscibles (la llamada ley de
distribucién de Nernst) (28), como las presentes en los compartimentos citosélico y de
membranas lipidicas, podria ser la fuerza impulsora para acumular la sonda molecular
en dichas membranas lipofilicas a través de un escenario de particion monomérica (fase
altamente lipofilica) y autoasociativa o de agregados moleculares (fase acuosa), Imagen

1.11.

+ + + /
— 4L 4L

P , coeficiente de reparto

Fase acuosa

Fase lipidica

Y

Imagen 1.11 Representacion esquemdtica del modelo de distribucién de moléculas en dos fases, lipidica y
acuosa en un equilibrio determiado por el coefficiente de reparto (P), utilizando como ejemplo una
membrana de monocapa lipidica subcelular. En un esenario simple, dicho equilibrio puede ser isodésmico,
es decir, la asociacién paso por paso se simplifica a P2 = P. En este mecanismo, las especies moleculares
coexisten en su forma monomeérica (en la fase lipidica, color verde) y en su fase autoasociada o agregada

(en la fase acuosa, color rojo).
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El coeficiente de reparto de Nernst (P) en las membranas lipidicas se define como la
constante de equilibrio para la distribucién de especies entre la fase lipidica
(membranas biolégicas) y la fase acuosa (citosoélica circundante). Con ello, las sondas
fluorescentes Nernstianas clasicas (guiadas por carga) podrian fortalecer su
localizaciéon en mitocondria debido a una contribucién de sus caracteristicas de
distribucién de fases. Un fendmeno que actualmente esta en estudio en el grupo de

investigacion.

Pagina | 33



| CAPITULO 2: HIPOTESIS

CAPITULO 2: HIPOTESIS

Postulamos que mediante el disefio de sondas fluorescentes mitocondriales de tipo
Nernstiano, acompafiadas de sus correspondientes sondas de retencién mitocondrial
via hidrolisis de un grupo éster, es factible aprovechar el solvatocromismo negativo y la
agregacion dependiente de la ley de distribucién de Nernst. Al capitalizar las diferencias
en las propiedades fisicas y quimicas entre la membrana mitocondrial y el medio
citosdlico, estas sondas ofreceran un monitoreo altamente selectivo y sensible del
potencial de membrana mitocondrial. Ademas, la capacidad de localizarlas de manera
independiente de dicho potencial a través de la retencién molecular por hidrélisis
promete abrir nuevas perspectivas en la investigaciéon de procesos mitocondriales, asi
como en la comprension de su implicacion en la fisiologia celular y las enfermedades

asociadas.
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CAPITULO 3: OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal es disefiar, sintetizar y caracterizar sondas fluorescentes
mitocondriales de tipo Nernstiano con solvatocromismo negativo destinadas a la
exploracion y el analisis de la dindmica mitocondrial, con un énfasis en la distribucién
molecular diferenciada entre un ambiente lipofilico como las membranas
mitocondriales y uno hidrofilico, como el ambiente citosélico. Estas sondas
proporcionaran herramientas altamente selectivas y sensibles para investigar los

procesos mitocondriales y su impacto en la fisiologia celular y las patologias asociadas.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintesis de sondas fluorescentes mitocondriales Nernstianas y con solvatocromismo
negativo: desarrollar sondas dependientes de potencial utilizando un balance lipofilico

y catidnico en las moléculas para localizarse en dicho organelo.

2. Desarrollar una sonda Nernstiana dependiente de potencial con una funcién éster

para retencion mitocondrial por hidrdlisis de dicha funciéon quimica.

3. Desarrollar una sonda fluorescente basada en la Ley de Distribucion de Nernst
(monomero <=> agregado molecular) que sea capaz de revelar diferencias entre las

membranas mitocondriales y el ambiente citosélico por agregacién molecular.

4. Analisis de datos de espectroscopia de UV-Vis y fluorescencia: analizar los datos
generados en espectroscopia Optica mediante titulaciones de los perfiles de respuesta

a la agregacion molecular y al solvatocromismo negativo.
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5. Evaluacién in vitro: probar las sondas desarrolladas en modelos biolégicos relevantes
para demostrar su aplicabilidad en la investigacién mitocondrial y su potencial utilidad

en estudios de fisiologia y patologia celular.
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CAPITULO 4: METODOLOGIA

4.1 METODOLOGIA SINTETICA

Las materias primas y disolventes utilizados son de origen comercial y fueron obtenidos
de sigma aldrich, fueron utilizados sin purificacion extra. Los disolventes se secaron
mediante métodos estandar o se destilaron antes de su uso. Las reacciones fueron
monitoreadas mediante cromatografia en capa fina, la fase estacionaria fue de gel de
silice prerrevestida (ALUGRAM SIL G/UV254), se revelaron mediante exposicién a una
lampara UV a longitudes de onda A 254 nm y A 365 nm. Los espectros infrarrojos se
obtuvieron utilizando un espectrofotémetro Perkin-Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-FIR,
el nimero de onda se informa en cm-1. Los espectros de RMN de H y 13C se obtuvieron
en un equipo modelo Jeol Eclipse-300 MHz y Bruker Avance III de 400 MHz utilizando
CDCl3 y CD3SOCD3 como disolventes. Los datos para 1tH NMR se informan de la siguiente
manera: desplazamiento quimico como partes por millon en el campo (6), integracion,
multiplicidad (s=singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, m = multiplete). Los
espectros de masas se obtuvieron mediante la técnica DART+ de alta resolucién en un
espectrometro Jeol JMS-T100LC y los valores de las sefiales se expresan en unidades de
masa/carga (m/z), seguidos de la intensidad relativa con referencia a un pico de base

del 100%, los espectros se encuentran en el apartado de caracterizacion.

4.1.1 Sintesis de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol (1)

Para la sintesis de esta sal se disolvié 1 g de 1,1,2-trimetilben[e]indol (4,78 mmol) en
30 ml de acetonitrilo, posteriormente se afiadieron 3 equivalentes (Eq) de yoduro de
metilo (2.04 g, 14.34 mmol). La mezcla de reaccidn se calent6 a reflujo durante 24 h.

Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se dejé enfriando para
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promover la precipitacion del producto. Por tltimo, se lavo con acetado de etilo frio y
se secd a vacio. Se obtuvo un sélido grisaceo que corresponde al compuesto 1 puro (1,51
g (90%). RMN 1H (300 MHz, CD3SOCDs, 6, ppm): 8,37 (d, J=8,1 Hz, 1H), 8,30 (d, ]=9,0
1H), 8,22 (d, ]=7,8 Hz, 1H), 8,12 (d, ]=9,0 Hz, 1H), 7,81-7,69 (m, 2H), 4,11 (s, 3H), 2,90
(s, 3H), 1,80 (s, 6H). RMN 13C (75 MHz, CD3SOCDs3, , ppm): 196,5, 140,1, 137,1, 133,6,
131,1,130,3,129,0,127,7, 124,0, 113,8, 55,8, 35,9, 21,9, 14,9.

) @
® o | )
/ MeCN, reflujo 4
N ] N®

yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-

1,1,2-trimetil-1H-benzo[e]indol h
benzo[efindol (1)

Esquema 4.1. Sintesis de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol.

4.1.2 Sintesis de 2-0x0-2H-cromen-7-acetilo (2)

Para llevar a cabo la acetilaciéon de la 7-hidroxicumarina se afiadieron 0.5 g de 7-
hidroxiumarina (3,08 mmol) en 10 ml de diclorometano seco, 5 Eq de anhidrido acético
(1 ml, 15 mmol) y 0.4 Eq de piridina (0,1 ml, 1,24 mmol). La reaccidn se llev6 a cabo en
atmodsfera de argon a temperatura ambiente durante aproximadamente 16 horas. La
reaccion se siguié mediante cromatografia en capa fina, utilizando un sistema de elucion
8:2 Hexano-Acetato de etilo. Cuando la 7-hidroxicumarina se consumié por completo,
la mezcla de reaccion tomé un color café claro. El disolvente se elimind a presion
reducida y los solidos se disolvieron en 10 ml de agua. Para eliminar el acido acético,
subproducto de la reaccién, se neutralizé con NaHCO3 y posteriormente se extrajo tres
veces con 15 ml de acetato de etilo. La fase organica se sec6 con sulfato de sodio para
eliminar las moléculas de agua que pudieron haber quedado atrapadas, finalmente se
eliminé mediante presion reducida. Se obtuvo un sélido blanco el cual corresponde a 7-
acetoxicumarina puro (0,6 g, 95%). RMN 1H (400 MHz, CDCls, §, ppm): 7,70 (d, ]=9,6
Hz, 1H), 7,48 (d, ]=8,4 Hz, 1H), 7,11 (d, ]=2,2 Hz, 1H), 7,04 (dd, J1=8,4 Hz, ]2=2,2 Hz, 1H),
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6,39 (d, J=9,6 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H). RMN 13C (75 MHz, CDCls, §, ppm): 168,7, 160,3,
154,7,153,1, 128,6, 118,4, 116,7, 116,1, 110,4, 21,1.

Anhidrido acético, 0]
HO o o piridina Y
Z TA, 24h \Cl/j

(90%)

Umbeliferona

2-0x0-2H-cromen-7-acetilo (2)

Esquema 4.2. Condiciones de reaccion para la sintesis de 2-oxo-2H-cromen-7-acetilo.

4.1.3 sintesis de 7-hidroxi-2-o0x0-2H-cromeno-8-carbaldehido
(3)

Para la formilacion del nicleo de cumarina se colocé un matraz bola en bario de hielo,
se afiadié el compuesto 2 (0,5 g, 2,44 mmol) en 10 ml de 4cido trifluoroacético (TFA),
posteriormente se afiadi6 hexametilentetramina (0,68 g, 4,88 mmol). La solucién se
dejé en agitacion y reflujo durante 16 horas. Se observo un cambio de color de incoloro
a amarillo transcurrido este tiempo. Posteriormente, la mezcla de reaccién se dejo
enfriando hasta temperatura ambiente, se elimind el TFA a presion reducida y se
afiadieron 10 ml de agua y se calent6 a 60 °C durante 30 minutos para llevar a cabo la
hidroélisis de la imina y obtener el formilo. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla
de reaccién se dejé enfriando a temperatura ambiente. Se observé la formacion de un
precipitado, el cual se filtré y lavé con agua fria, el compuesto 3 se obtuvo en forma de
s6lido amarillo (0,27 g, 62%). Cuando la precipitaciéon del producto no es efectiva, es
posible purificarlo mediante cromatografia en columna, utilizando un sistema 7:3
hexano-acetato, de esta forma, el producto se obtiene como un sélido color beige. RMN
1H (300 MHz, CDCls, 8, ppm): 12,21 (s, 1H), 10,59 (s, 1H), 7,65 (d, ]=9,6 Hz, 1H), 7,59 (d,
J=8,9 Hz, 1H), 6,88 (d, ]=8,9 Hz, 1H), 6,32 (d, ]=9,6 Hz, 1H). RMN 13C (75 MHz, CDCl3, 6,
ppm): 192,9, 165,5, 159,1, 156,7, 143,4, 136,0, 114,7, 113,4, 110,8, 106,6, 77,3, 77,0,
76,7.

Pagina | 39



CAPITULO 4: METODOLOGIA

O 0._-0 1) HMTA, CF;CO,H
\ﬂ/ reflujo
o = .

2) H,0, 60°C
2-oxo-2H-cromen- (62%)

7-acetilo (2)

HO 0.0

7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromeno-8-carbaldehido

Esquema 4.3. Condiciones de reaccién para la sintesis de 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-8-carbaldehido.

4.1.4 Sintesis de 3-nitro-4-hidroxibenzaldehido (4)

En un matraz bola fondo plano en bafio de hielo y se dejé enfriar por aproximadamente

10 minutos, posteriormente se agregaron 1.2 g de 4-hidroxibenzaldehido (9.8mmol).

Gota a gota, en agitacidn vigorosa, se afiadieron 3.5ml de HNOs al 70%. La reaccion se

dejo en agitacion a temperatura ambiente por 20 horas. Conforme el tiempo iba

transcurriendo, se observaba la formaciéon de un precipitado de color amarillo. Al

finalizar la reaccidn, el s6lido obtenido es lavado con 2 porciones de 700ul de acido

acético 70% y 3 porciones de 5 ml de agua destilada. Se dejo filtrando al vacio toda la

noche para eliminar los restos de acido. El 3-nitro-4-hidroxibenzaldehido se obtiene

como un so6lido amarillo (0,83g, 51%). Faltan datos RMN.

1)HNO,/AcOH

@OH =
0] TA,20h

p-hidroxibenzaldehido

XX
OH

4

3-nitro-4-hidroxibenzaldehido

£

Esquema 4.4. Condiciones de reaccion para la sintesis de 3-nitro-4-hidroxibenzaldehido.

4.1.5 Sintesis de AztecNernst-1 (AN-1)

En un matraz bola se agregaron 0,05 g de 4-hidroxibenzaldehido (0,409 mmol) 0,144 g

de la sal de benzoindolinio (0,409 mmol) y se disolvieron en 7 ml de etanol absoluto. La
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mezcla de reaccion se llevé a reflujo y se dejé 12 h. Una vez concluido el tiempo de
reaccion se observo la formaciéon de un precipitado, el cual se purific6 mediante
filtracion a vacio y lavados con etanol frio. La sonda AztecNernst-1 se obtuvo como un
sélido de color naranja (0,1 g, 54%). 1H-RMN (300 MHz, CD3SOCDs3, §, ppm): 11,05 (s,
1H), 8,59 (d, J=16,6 Hz, 1H), 8,45 ( d, ]=8,4 Hz, 1H), 8,30 (d, ]=9,0 Hz, 1H), 8,22 (d, ]=8,2
Hz, 1H), 8,17 (d, ]=8,2 Hz, 1H), 8,11 (d, ]=9,0 Hz, 1H), 7,83-7,69 (m, 3H), 7,48 (t, ]=8,4
Hz, 1H), 7,06 (d, ]=8,2 Hz, 1H), 7,01 (d, ]=7,5 Hz, 1H), 4,22 (s, 3H), 1,99 (s, 6H). 13C-RMN
(75 MHz, CD3SOCDs, 8, ppm): 183,1, 159,4, 147,6, 140,1, 138,4, 135,8, 133,7, 131,5,
130,6, 130,3, 129,0, 127,7, 127,2, 123,7, 121,9, 120,6, 117,3, 113,9, 112,2, 54,1, 35,5,

26,3.
O > @
seallon S
{ > ! W)
N® N@
Ie \ EtO
1

H, reflujo l@ \
54%

Esquema 4.5. Condiciones de reaccién para la sintesis de AztecNernst-1.

4.1.6 Sintesis de AztecNernst-2 (AN-2)

En un matraz bola se afiadieron 50 mg del compuesto 3 (0,263 mmol) y 92 mg del
compuesto (0,263 mmol) en etanol absoluto (7 ml). Al igual que para la sintesis de
AztecNernst-1, se calent6 a reflujo durante 12 horas. Una vez concluida la reaccion se
observo la presencia de un precipitado. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, el
solido naranja resultante se filtrg, se lavo con etanol y se secé para dar 106 mg (75%).
1H-RMN (300 MHz, CD3SOCDs3, 8, ppm): 8,60 (d, J=16,7 Hz, 1H ), 8,50 (d, ]=8,6 Hz, 1H),
8,31 (d, J]=9,0 Hz, 1H), 8,22 (d, ]=7,8 Hz, 1H), 8,14 (d, ] 16,7 Hz, 1H), 8,12 (d, ]=9,5 Hz,
1H), 8,08 (d, J=9,5 Hz, 1H ), 7,81 (d ,J= 8,6 Hz, 1H) 7,81-7,70 (m, 2H), 7,07 (d, ]=8,6 Hz,
1H), 6,42 (d, ]=9,5 Hz, 1H), 4,18 (s, 3H), 2,02 (s, 6H). 13C-RMN (75 MHz, CDCl3, §, ppm):
182,9,162,0, 159,3, 154,6, 144,9, 140,5, 139,5, 138,0, 134,0, 133,2, 130,9, 130,0, 128,4,
127,2,12 6,7,123,3,115,5,113,3,113,2,112,1, 111,7, 109,0, 53,5, 34,8, 25,6.
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O OsH
® HO&)}O
/ -
N® = EtOH, reflujo
1©\ '
1 3

77%

Esquema 4.6. Condiciones de reaccion para la sintesis de AztecNernst-2.

4.1.7 Sintesis de AztecNernst-3 (AN-3)

Este compuesto se obtuvo mediante la condensacién de 4-hidroxibenzaldehido
(compuesto 4) (0,05 g, 0,409 mmol) y el compuesto 1 (0,144 g, 0,409 mmol) en etanol
absoluto (7 ml). El producto se purific6 como descrito para las sondas AN-1 y 2, se
obtuvo como un sélido de color naranja (0,11 g, 54%). 1H-RMN (300 MHz, CD3SOCD3,
S, ppm): 8,44 (d, ]=16,3 Hz, 1H), 8,40 (d, ]=8,4 Hz, 1H), 8,27 (d, ]=9,0 Hz, 1H), 8,20 (d,
]=8,4 Hz, 1H), 8,14 (d, ]=8,7 Hz, 2H), 8,07 (d, ]= 9 Hz, 1H), 7,79 (t, ]=8,2 Hz, 1H), 7,70 (t,
]=8,2 Hz, 1H), 7,50 (d, J=16,3 Hz, 1H), 6,98 (d, ]=8,7 Hz, 1H), 4,21 (s, 3H), 2,00 (s, 6H).
13C-RMN (75 MHz, CD3S0OCD3, §, ppm): 182,9, 163,4, 153,2, 140,1, 138,0, 134,0, 133,6,
131,3,130,6,128,9,127,5,127,3,126,7,123,6,116,9, 113,7, 109,5, 54,0, 26,9.

S ®
oo - U
@N\@ EtOH, reflujo S) N\® O OH
' o 54%
1

Esquema 4.7. Condiciones de reaccion para la sintesis de AztecNernst-3.

4.8 Sintesis de AztecNernst-P (AN-P)

Este compuesto se obtuvo mediante la condensacion de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido
(0,05 g, 0,299 mmol), el compuesto 1 (0,105 g, 0,299 mmol) y en 7ml de etanol absoluto,
se afnadié piperidina como catalizador (30 ul, 0,299 mmol) para que la reaccién se

llevara a cabo satisfactoriamente. Transcurridas las 12 h, a diferencia de las sondas AN-
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1,2 y 3, no se observaba claramente la formaciéon de un precipitado. La mezcla de
reaccion se dejé en hielo y posteriormente se lavé con etanol absoluto frio, sin embargo,
la cantidad de precipitado obtenido fue muy bajo (0,03g). Se realizé una placa de
cromatografia en capa fina y se observd que en las aguas madre provenientes de la
filtracién atn habia gran cantidad del producto, por lo que se decidié purificar por
cromatografia en columna, utilizando un sistema 95:5 diclorometano-metanol, de esta
manera se obtuvieron 0,1 g de un sélido negro iridiscente, lo cual corresponde a un
rendimiento de 70%. H-RMN (300 MHz, CDCI3, §, ppm): 8,59 (s, 1H), 8,38 (d, ]=15,4
Hz, 1H ), 8,30 (d, ]=8,3 Hz, 1H), 8,15 (d, ]=8,9 Hz, 1H), 8,11 (d, ]=8,3 Hz, 1H), 8,00 (bs,
1H), 7,86 (d,] =8,9 Hz, 1H), 7,74-7,68 (m, 1H), 7,57-7,55 (m, 1H), 6,95 (d, J=15,4 Hz, 1H),
6,46 (d, ]=9,3 Hz, 1H), 3,95 (s, 3H), 1,96 (s, 6H). 13C-RMN (75 MHz, CD3SOCD3, §, ppm):
179,5,172,2,153,2,140,5, 135,4, 132,6, 130,9, 130,5, 128,5, 127,7, 126,1, 123,1, 116,7,
112,8,102.1,52.3, 33.2, 26.8.

SRS
Piperidina
(L
|@N\® NO, EtOH, reflujo
OH
1 4

70%

Esquema 4.8. Condiciones de reaccion para la sintesis de AztecNernst-P.

4.1.9 Sintesis de AztecNernst-y (AN—vy)

En un matraz bola se afiadieron 0,05 g de 4-hidroxi-3-benzaldehido (0,409 mmol) y
0,144 g del compuesto 1 (0,409 mmol) utilizando como disolvente anhidrido acético (7
ml), se dejo reaccionando a reflujo por 12 h. El producto se purific6 mediante
cromatografia en columna, utilizando un sistema de elucién de 95:5 DCM, se obtuvo
AztecNernst-y en forma de un sélido de color café iridiscente (0,05 g, 25%). 1H-RMN
(300 MHz, CDCI3, §, ppm): 8,50 (d, J=16,5 Hz, 1H), 8,43 (d, ]=8,5 Hz, 1H), 8,30 (d, ]=8,5
Hz, 2H), 8,29 (s, 1H), 8,22 (d, ]=7,9 Hz, 1H), 8,12 (d, ]=8,9 Hz, 1H ), 7,82 (t,]=7,1 Hz, 1H),
7,73 (t,]=7,1Hz, 1H), 7,72 (d, ]=16,5 Hz, 1H), 7,38 (d, ]=8,5 Hz, 2H), 4,29 (s, 3H), 2,32 (s,

Pagina | 43



| CAPITULO 4: METODOLOGIA

3H), 2,01 (s, 6H). 13C-RMN (75 MHz, CD3SOCD3, 8, ppm): 183,1, 169,7, 154,5, 151,3,
140,0, 138,8, 133,8, 132,8, 132,3, 131,5, 130,6, 129,1, 127,9, 127,2, 123,8, 123,4, 114,0,
113,4, 54,5, 35,8, 25,5, 21,5.

C b
Anhidrido acético
/ o
N® 80 °C

25%

1 OH

Esquema 4.9. Condiciones de reaccién para la sintesis de AztecNernst- .

4.2 EXPERIMENTOS EXPECTROFOTOMETRICOS

Los disolventes utilizados para las mediciones fueron grado reactivo y en algunos casos
grado HPLC. Todas las mediciones se realizaron a 25 °C. Se preparé una solucién Stock
5mM de cada sonda en 2 ml de dimetilsulfé6xido (DMSO). El contenido final de DMSO se
mantuvo en menos del 1 % en cada medicién. Los espectros de UV-Vis fueron obtenidos
en celdas de cuarzo utilizando un espectrofotometro de arreglo de diodos Thermo
Scientific Evolution. Los espectros de fluorescencia también fueron obtenidos en celdas

de cuarzo. utilizando un espectrofluorémetro FS5 Edinburgh Instruments.

4.2.1 Evaluacion de las propiedades solvatocromicas

Para los experimentos de solvatocromismo se utilizaron los disolventes que se
muestran en la tabla 4.1. Para cada medicion se afiadieron 3 ml del disolvente en

cuestion y 5 ul de AztecNernst-3 y P,y 10ul de AztecNernst-1y 2.
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Disolvente

Dioxano
Tetracloruro de carbono (CCl4)
Tolueno
Tetrahidrofurano (THF)
Diclorometano (DCM)
Octanol
i-propanol
Acetona
EtOH
MeOH
Acetonitrilo (ACN)
DMSO
Agua
N-metilformamida (NMF)

€
2.22
2.24
2.38
7.52
8.93
10.30
20.18
21.01
24.65
33.00
36.64
46.68
80.40
189

Tabla 4.1. Disolventes utilizados en el andlisis solvatocrémico y sus constantes dieléctricas

4.2.2 Determinacion de pKa

Para la valoracion acido-base se utilizaron disoluciones previamente valoradas de HCI

0.1 mM y NaOH 0.2 mM. En un matraz deprecipitado se agregaron 15 ml de agua

destilada, a la cual se le afiadi6 20 pL de cada sonda. Se agreg6 el volumen de HCl

necesario para bajar el pH de la disolucién a aproximadamente 2. Posteriormente, se

iba agregando poco a poco un volumen conocido de NaOH para aumentar el pH. Se

realizé medicion de absorcion y emision cada 0.5 unidades de pH. Este procedimiento

se realiz6 para las sondas AztecNernst-1, 2,3 y P.
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4.2.3 Evaluacion de la capacidad de formar agregados

Se utilizé la mezcla de disolventes THF-Agua y Hexano-Cloroformo (CHCIs) Para cada
medicién se fue variando la concentraciéon expresada en % v/v de THF y Hexano,
respectivamente, en un volumen final de 3 ml. Se evalué la absorciéon y emision
aumentando la concentracién en un 10%. El volumen de las sondas que se afiadi6 para

cada medicion fue: 5 ul de AztecNernst-3 y P,y 10ul de AztecNernst-1y 2.

4.2.4 Evaluacion de la respuesta a microviscosidad local

Se utilizo el sistema de disolventes Glicerol-Agua. Para cada medicidn se fue variando la
concentracion expresada en % v/v de glicerol, en un volumen final de 3 ml. Se evalué la
absorcién y emision aumentando la concentracién en un 10%. El volumen de las sondas
que se afadié para cada medicion fue: 5 ul de AztecNernst-3 y P,y 10ul de AztecNernst-
ly?2.

4.3 CULTIVO CELULAR Y MICROSCOPIA DE IMAGEN

La linea celular con la que se trabajo fue U-251, derivada de glioblastoma humano (U-
251 MG cell line human, # 09063001, Merck, USA). Las células se cultivaron como
monocapas a una densidad de 10000 células por pozo en cajas de 8 pozos de 10 mm
con fondo de vidrio de la marca ibidi (u-Slide 8 well high Glass Bottom, #80807, ibidi
GmbH, Germany). El medio utilizado fue RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino al 10%, la incubadora se configurd a una temperatura de 37 °Cy 5 % de CO2.
Los tratamientos celulares que se realizaron para microscopia de imagen fueron con: 1)
cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona (150 nM CCCP), 2) 10% NaCly 3) 1 uM

acido oleico.

Para los estudios de localizacion las células se prepararon lavandose con PBS y les
cambio el medio nuevamente. El Stock de las sondas para microscopia fue de 5 mM en
2 ml de DMSO. Se afiadio1 pl para cada una de las sondas. La configuracidn confocal que
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se utilizé para todos los experimentos de microscopia fue la siguiente: Texas Red,
Aexc=590nm Aem=615 nm, proteina verde fluorescente (PVF) Aexc=488 nm, Aem = 520 nm
y DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450 nm. Los datos fueron analizados utilizando el programa

FiJi (Image]).
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y
DISCUSION

5.1 DISENO DE LAS SONDAS FLUORESCENTES

En tiempos recientes, los fluoréforos han ganado una amplia aceptacién como
herramientas valiosas para monitorear las alteraciones en el potencial de membrana
mitocondrial (AWm). Este parametro tiene una importancia fisiolégica significativa, ya
que esta estrechamente relacionado con la capacidad de una célula para producir ATP
a través de la fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, A% sirve como un indicador crucial
del estado de una célula ya sea que esté sana o experimentando dafo. Explotando esta
caracteristica critica de la membrana, los fluoréforos suelen consistir en compuestos
cationicos lipofilicos que se distribuyen a través de las membranas siguiendo la ley de
potencial de Nernst, lo que conduce a su acumulacién en el espacio de la matriz
mitocondrial. Esta acumulacién ocurre en una relacién inversa con AWm, donde un A%¥m

mas negativo o polarizado resulta en una mayor acumulacidon del fluor6foro y viceversa.

Para lograr resultados Optimos, es esencial adherirse meticulosamente a las
especificaciones técnicas e implementar medidas de control al utilizar estos fluoréforos.
Esto garantiza una interpretacién adecuada del comportamiento del fluoréforo en
relacion con AWm. Sin embargo, los fluoréforos existentes para la deteccion de A¥m atin
presentan ciertas limitaciones y restricciones. Estas incluyen la vulnerabilidad a
interferencias, desafios para lograr una deteccién cuantificable y fluctuaciones en las
sefiales de fluorescencia debido a diversos factores, como cambios en la concentracion

del fluoréforo, desplazamientos en el potencial de membrana o estrés celular.
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La retencioén mitocondrial mediante el uso de funciones hidrolizables, como ésteres o
agentes enmascarantes (como derivados de fenchona, carvona y borneol), se ha
implementado para resolver el problema nernstiano. Esto implica que cuando las
células se cargan con fluor6foros nernstianos que presentan una funcién hidrolizable,
la membrana mitocondrial se vuelve permeable. Luego, a medida que el fluoréforo se
acumula en la matriz mitocondrial, las enzimas esterasas tienen el potencial de
hidrolizarlos, permitiendo su retencion dentro del organelo al neutralizar la carga del

fluoréforo.

A pesar de que el mecanismo de retencién mitocondrial es una opcién viable para fines
de microscopia de imagenes, sigue siendo problematico, ya que muchas de las funciones
hidrolizables, como los ésteres acetoximetilicos (AM), son excepcionalmente inestables
o labiles. En consecuencia, una parte significativa de los colorantes hidrolizados

(neutros en carga) termina localizdndose fuera de las mitocondrias o en el citoplasma.

Similar al mecanismo del potencial nernstiano bien establecido y cominmente
empleado para la orientaciéon mitocondrial, en el cual el potencial de membrana guia la
localizaciéon mitocondrial a través de interacciones electrostaticas, planteamos la
hipdtesis de que la distribucién de equilibrio entre dos fases inmiscibles, representadas
por el citosol y las membranas hidrofébicas, podria optimizar el mecanismo impulsor
para la acumulacién de la sonda molecular dentro de la membrana mitocondrial, la
llamada ‘ley de distribucién de Nernst’ (29). Esta acumulacion ocurriria a través de un
escenario que implica el reparto de mondémeros en la fase altamente lipofilica y la
autoasociacién o agregacién molecular en la fase acuosa, y que sigue la ecuacion escrita
en el Esquema 5.1 (recuadro de AztecNernst-P) para un equilibrio determinado por la

constante el coeficiente de reparto o particion, P.

Por lo tanto, aqui presentamos el primer enfoque de quimica de fluor6foros para
avanzar en el monitoreo de la dindmica mitocondrial mediante el uso de una ley de
particién nernstiana que funciona simultdneamente con los mecanismos de orientacion
y retencion del potencial nernstiano, como se muestra en la Imagen 5.1. El coeficiente
de particion nernstiano dentro de la membrana mitocondrial se define como la

constante de equilibrio que rige la distribucion de especies entre la fase lipofilica
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(membrana-matriz mitocondrial) y la fase citosélica adyacente. Para ilustrar el
concepto de particién de autoasociacion, aplicamos el formalismo detallado por K. A.

Connors (29).

RETTTITIT . Sin Solvatocromismo
i AN-1 i Solvatocromismo Negativo
eranarans negativo

% Umbeliferona

Baja
fluorescencia

Sin localizacién
\ 8.65 mitocondrial J
Buena HO Localizacion
% Momento dipolar ﬁ Fluorescencia \ 7.90: mitocondrial
No presenta agregacion 2@ Momento dipolar

No presenta agregacion

[ Optimizacién funcional l_‘

Orto/Para Potencial Nernstiano i
directores H
9 :

RT [C]f;g
=-—= :
RE zF n[C]cu.rE

...........

Solvatocromismo J
Negativo Localizacién
mitocondrial

...........

Buena
Fluorescencia

;
Coeficiente de reparte =

o ‘Momento dipolar Bh__ 1
Presenta agregacion P (1-K[S]D?

Esquema 5.1. Propuesta AztecNernst para localizacién mitocondrial comparando la respuesta a potencial

Vs. agregacion.

Asi, se sintetizaron las sondas fluorescentes derivadas del benz[e]indolinio,
denominadas AztecNernst-P y AztecNernst-¥ (Esquema 5.2), con el objetivo de
mejorar su rendimiento bioanalitico para la orientacién mitocondrial. Por lo tanto, fue
crucial ajustar cuidadosamente el comportamiento de agregaciéon de las sondas. El
esqueleto de benz[e]indolinio se eligi6 debido a su equilibrio catiénico-hidrofébico
adecuado para tefiir las mitocondrias. Ademas, sus propiedades dieléctricas se mejoran

cuando se expanden con sistemas longitudinales m, lo que resulta en el desarrollo de
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propiedades de agregacién atribuidas al acoplamiento Coulémbico (Hestand & Spano,
2018).. En efecto, el modelo de estados esenciales propuesto por Painelli (31), describe
la agregacion de un cromoforo no solo por transferencia de carga (intramolecular) sino
también por el acoplamiento Coulémbico intermolecular derivado de momentos

dipolares significativos.

Es importante de resaltar que la arquitectura molecular de los AztecNernst puede
mostrar un desplazamiento hipsocrémico en su maximo de emisién con el aumento de
la polaridad del solvente, es decir, un solvocromismo negativo. El solvocromismo
negativo es una propiedad beneficiosa para llevar a cabo bioimagen y andlisis de
membranas hidrofébicas en entornos acuosos, ya que provoca un desplazamiento
espectral hacia longitudes de onda mas largas (batocrémico) en entornos lipidicos y no

polares.

5.2 SINTESIS DE LA FAMILIA AZTECNERNST

Todas las sondas pertenecientes a la familia AztecNernst contienen en su estructura un
nucleo de benz[e]indolinio y uno de fenol funcionalizado unidos mediante un doble
enlace, a excepcion de AztecNernst-2, donde se intercambi6 el nucleo de fenol por el de
7-hidroxicumarina, Esquema 5.2. El yoduro de 1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol (1)
se sintetiz6 mediante una reaccién de cuaternizaciéon del 1,1,2,3-tetrametil-1H-
benzo[e]indol comercial, como se describe en la seccion 4.1.1. Para la obtencion de 7-
hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-8-carbaldehido (3) se parti6 de la 7-hidroxicumarina,
también conocida como umbeliferona, para realizar la formilacién en la posicién 8 del
nucleo de cumarina fue necesario realizar una reaccién de Duff, como se describe en el
apartado 4.1.3. Sin embargo, para poder llevar a cabo exitosamente esta reaccion,
primero fue necesario proteger el grupo hidroxilo en la posicidn 7, 1a proteccidon se logré
realizando una acetilacién, secciéon 4.1.2. La nitracion del 4-hidroxibenzaldehido en la
posicion 3 se llevo a cabo de manera efectiva utilizando la mezcla acido nitrico/acido
acético. 10 ml de acido acético glacial a temperatura ambiente, como se describe en la

secciéon 4.1.4

Pagina | 51



CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

Condensacion
Knoevenagel

Reaccion de 0 H
—
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2-ox0-2H-cromen-7-acetilo (2) |
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Yoduro de 1,1,2,3-tetrametil-1H
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Condensacién
Knoevenagel

Cuaternizacié:

(25%)

Esquema 5.2. Ruta de sintesis planteada para la obtencién de la familia de sondas fluorescentes

AztecNernst.

En la sintesis de todos los compuestos finales se llevd a cabo una condensacidn tipo
Knoevenagel, seccion 4.1.5-4.1.9. Vale la pena mencionar que para esta reacciéon no se
utilizaron instrumentos de eliminacion de agua. Los rendimientos obtenidos para las
sondas AztecNernst-1 a 3 son bastante buenos (54-77%). Sin embargo, el rendimiento
para AztecNernst-P, obtenido bajo las condiciones descritas para AztecNernst-1 a 3
fueron muy bajas. Se hipotetizé que la presencia del grupo nitro en el benzaldehido
disminuye la reactividad del aldehido. Con base en esto para aumentar el caracter
electrofilico del carbonilo se afiadié piperidina como catalizador. Esto solucioné el

problemay se obtuvo AztecNernst-P con un buen rendimiento (70%). Para la obtencion
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de AztecNernst-y se disefi6 una ruta de sintesis que consistia en la proteccién del p-
hidroxibenzaldehido utilizando anhidrido acético en DCM como disolvente y con 0.1 Eq
de piridina como catalizador. Posteriormente se llevaria a cabo la condensacién tipo
Knoevenagel con el compuesto (1) para obtener el compuesto final. Sin embargo, esta
metodologia no fue factible, a pesar de que se intentd variando las condiciones de
reaccion, el éster se hidrolizaba por lo que no fue posible obtener el compuesto
siguiendo esta metodologia. Para solucionar este problema se propuso llevar a cabo una
reaccion multicomponente, donde la acetilacion del hidroxilo y la condensacién
sucederian bajo las mismas condiciones de reaccion. Esta metodologia permitio la

obtencion del producto deseado, aunque en un rendimiento bajo.

5.3 CARACTERIZACION

5.3.1 Caracterizacion de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H

benzo[e]indol (1)

Para la obtencion del compuesto 1 se llevd a cabo una reaccién de cuaternizacién del
1,1,2-trimetil-1H-benzo[e]-indol, bajo las condiciones que se describen en la seccién
4.2.1. Debido a que el intermediario (1) ya ha sido reportado, su caracterizacion se
realiz6 exclusivamente por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H y 13C. El analisis
de las senales de los espectros se muestra enseguida. Para el espectro de TH-RMN la
sefial con desplazamiento en 1,75 ppm presenta multiplicidad de singulete, integra para
seis hidrogenos, los cuales corresponden a los hidrégenos de los dos metilos situados
en la posicion 1 del anillo de benzoindolinio. Los hidrégenos correspondientes al metilo
presente en la posicion 2 del anillo, también poseen una mutiplicidad de singulete,
debido a que no se acoplan con otros hidrégenos, y se encuentra a 2,89 ppm, ya que, al
estar mas cerca al nitrégeno con carga positiva se encuentran mas desplazados. La sefial
con multiplicidad singulete que aparece a 4,08 ppm integra para tres, por lo que
corresponde a los hidrégenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran

desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
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de estos hidrogenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. En la regién de los hidrégenos aromaticos se puede observar la
presencia de 6 sefiales, las cuales corresponden a los 6 hidrégenos del benzoindolinio.
La sefial que aparece a 8,37 ppm presenta una multiplicidad de doblete, integra para
uno y presenta una constante de acoplamiento de 8,1 Hz. Por otro lado, tenemos una
sefal con multiplicidad de triplete que aparece a 7,79 ppm, también integra para uno, y
su constante de acoplamiento es de 8,1 Hz, se concluye que estas sefiales corresponden
a los hidrégenos en las posiciones 9 y 8, respectivamente. La sefial que aparece a 7,71
ppm tiene multiplicidad de triplete e integra para uno, con base en su multiplicidad solo
puede corresponder al hidrégeno de la posicién 7 del anillo. El doblete que aparece a
8,22 ppm corresponde al hidrogeno de la posicién 6, el cual se encuentra acoplado con
el hidrégeno de la posicion 7 con una constante de aproximadamente 7,8 Hz.
Finalmente contamos con las sefales en forma de doblete que aparecen a 8,30 y 8,12,
las cuales estan acopladas entre si, por lo que corresponden a los hidrégenos en la

posicion 5 y 4, respectivamente.
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Figura 5.1. Espectro de 'H-RMN de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol obtenido de un equipo de
300 MHz en CD3SOCD:3.
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Figura 5.2. Espectro de 13C-RMN de yoduro-1,1,2,3-tetrametil-1H-benzo[e]indol obtenido de un equipo de
75 MHz en CD3SOCD:s.

En el espectro de 13C-RMN, encontramos la presencia de 14 carbonos distintos, los
cuales corresponden a los 16 carbonos presentes en la molécula, ya que cuenta con
carbonos equivalentes. La sefial que aparece desplazada a 196,49 ppm corresponde al
carbono 2 del anillo de benzoindolinio, debido a que es un carbono aromatico unido a
un nitrégeno cuaternario, se desplaza a campo bajo. Los carbonos aromaticos se
encuentran entre 140,0 y 113,78 ppm. La molécula 1 presenta 10 carbonos aromaticos,
sin embargo, en el espectro solo aparecen 9 carbonos, esto debido a que los carbonos
en la posicién 7 y 9 son magnéticamente equivalentes y ambos aparecen a 130,33 ppm.
El carbono que aparece desplazado a 14, 85 ppm corresponde al del metilo unido al
carbono 2. Mientras que los carbonos de los metilos unidos al carbono 1, son
magnéticamente iguales, por lo que ambos aparecen en una misma sefial a 21,88 ppm.
La sefial que aparece a 35,86 ppm es un carbono alifatico, por lo que corresponde al
carbono 1 del anillo. Finalmente, la sefial en 55,84 ppm corresponde al carbono del

metilo unido en la posicion 3 del sistema, el cual aparece mas desplazado que un metilo
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comun debido a que se encuentra mas desprotegido al estar unido directamente a un

nitrégeno cuaternario.
5.3.2 Caracterizacion de 2-oxo0-2H-cromen-7-acetilo (2)

La proteccion de la 7-hidroxicumarina se llevd a cabo como se menciona en el apartado
4.2.2. Debido a que el intermediario (2) ya ha sido reportado, su caracterizacién se
realiz6 exclusivamente por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H y 13C. El andlisis
de las sefhales se muestra enseguida. Para el espectro de 'H-RMN la sefial con
desplazamiento de 2,33 ppm con multiplicidad de singulete e integral de 3, corresponde
a los hidrégenos del metilo del acetato. Todos los demds hidrégenos presentes en la
molécula pertenecen a un sistema aromatico, Para el espectro de 'H-RMN, las sefiales

correspondientes a los hidrogenos aromaticos aparecen entre 7,70 y 6,39 ppm.

La sefial que se observa en 6,39 ppm presenta una multiplicidad de doblete, e integra
para un hidrégeno. Debido a que es el hidrégeno mas desplazado hacia campo alto, se
concluye que pertenece al hidrégeno de la posicion 3 del nicleo de cumarina. Posee una
constante de acoplamiento de 9,6 Hz, y debido a que debe estar acoplado al hidrégeno
vecino, se puede concluir que la sefial para el hidrégeno 4 se encuentra a 7,70 ppm, ya
que comparten la misma constante de acoplamiento. Por otro lado, la sefial que se
encuentra a 7,04 muestra una multiplicidad de doble de dobles, lo que indica se esta
acoplando a dos hidrégenos con distinta constante. El Unico hidrégeno que puede
mostrar esta multiplicidad corresponde al de la posicion 6. La constante de
acoplamiento mayor de esta sefial es de 8,4 Hz la cual debe corresponder al
acoplamiento con el hidrégeno de la posicién 5, por lo que la sefial para este
corresponde al doblete que se encuentra a 7,48 ppm. La constante de acoplamiento mas
pequeiia del hidrégeno 6 corresponde a su acoplamiento con el hidrégeno de la posicién

8, cuya senal presenta multiplicidad de doblete y aparece a 7, 11 ppm.

En el espectro de 13C-RMN, la sefial que aparece a 160,34 ppm corresponde al carbonilo
del nucleo de cumarina. Los carbonos aromaticos aparecen entre, 154,67 y 110,45 ppm.

Las sefiales que nos indican que la reaccion de proteccion se llevé a cabo son la que
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aparece a 168,72 ppm, la cual corresponde al carbonilo del acetato, y la sefial en 21,10

ppm al metilo de este.
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Figura 5.3. Espectros de 1H-RMN y 13C-RMN de 2-oxo-2H-cromen-7-acetilo obtenido en CDCl3 de un equipo
de 300 MHzy 75 MHz, respectivamente.
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5.3.3 Caracterizacion de 7-hidroxi-2-o0xo0-2H-cromeno-8-

carbaldehido (3)

Para la formilacion en la posicion orto al aldehido se llevd a cabo la reaccién de Duff
como se rescribe en el apartado 4.2.3. Dado que el intermediario (3) ya ha sido
reportado, su caracterizacion se realizd exclusivamente por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H y 13C. El anadlisis de las sefiales se muestra enseguida. Para el
espectro de H-RMN las sefales correspondientes a los hidrégenos aromaticos
aparecen entre 7,65y 6,32 ppm. La sefial que se observa en 6,32 ppm presenta una
multiplicidad de doblete, e integra para un hidrégeno. Debido a que es el hidrégeno mas
desplazado hacia campo alto, se concluye que pertenece al hidrégeno de la posicion 3
del nucleo de cumarina. Posee una constante de acoplamiento de 9,6 Hz, y debido a que
debe estar acoplado al hidrégeno vecino, se puede concluir que la sefial para el
hidrégeno 4 se encuentra a 7,65 ppm, ya que comparten la misma constante de

acoplamiento.
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Figura 5.4. Espectro de H-RMN de 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-8-carbaldehido obtenido en CDCl3 de un
equipo de 300 MHz.
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Por otro lado, la sefial que se encuentra a 6,88 ppm también muestra una multiplicidad
de doblete lo que indica que solo acopla a un hidrégeno, esta sefial comparte constante
de acoplamiento 8,9 Hz con el doblete que se encuentra a 7,59 ppm, con esto se concluye
que estas sefales pertenecen a los hidrégenos de la posicién 6 y 5, respectivamente. El
singulete que aparece a 12,22 ppm nos confirma que la formilacién se llevé a cabo ya
que corresponde al hidrégeno del formilo. Ademas, la desproteccién también ocurri6
bajo las mismas condiciones debido a que aparece la sefal del hidroxilo a 10,60 ppm.
En el espectro de 13C-RMN podemos observar la presencia de 10 sefiales, las cuales
corresponden a los 10 carbonos presentes en la molécula. A 192,22 ppm aparece el
carbono del formilo, mientras que a 165,47 ppm se encuentra el carbono del ntcleo de
cumarina unido al hidroxilo. La siguiente sefial, 159,11 ppm corresponde al carbonilo
de la cumarina. Los demas carbonos de la molécula aparecen a desplazamiento entre

143 y 108 ppm. Figura X.
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Figura 5.5. Espectro de 13C-RMN de 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-8-carbaldehido obtenido en CDCl3 de un
equipo de 75 MHz.
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5.3.5 Caracterizacion de AztecNernst-1

La sintesis de la sonda AztecNernst-1 se llevo a cabo mediante una condensacién tipo
Knoevenagel como se rescribe en el apartado 4.2.5. Su caracterizaciéon se realizd
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y 13C, andlisis de masas e
infrarrojo (IR). IR (ATR, cm-1): 3300, 3123, 1592, 1251. El andlisis de masas fue
obtenido mediante la técnica ESI-TOF. Calculado C23H22NO: 328.17014. Encontrado:
328.16944 (2.13 ppm).
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Figura 5.6. Andlisis por espectrometria de masas DART*de AztecNernst-1

Para el espectro de H-RMN la sefial con desplazamiento en 1,99 ppm presenta
multiplicidad de singulete, integra para seis hidrogenos, los cuales corresponden a los
hidrégenos de los dos metilos situados en la posicion 1 del anillo de benzoindolinio. La
sefal con multiplicidad de singulete que aparece a 4,22 ppm integra para tres, por lo
que corresponde a los hidrégenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran
desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
de estos hidrégenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. La sefial que aparece a 8,59 ppm con multiplicidad de doblete, integra
para uno y presenta una constante de acoplamiento de 16,6 Hz, el valor de la constante
indica que corresponde al hidrogeno que esta formando el doble enlace entre ambos
nucleos. La sefal que corresponde al otro hidrégeno del doble enlace se encuentra a
7,75 ppm. Tomando como referencia los valores obtenidos para el compuesto (1), la
sefial con multiplicidad de doblete en 8,45 ppm, integra para uno y corresponde al

hidrogeno de la posicion 9. Las sefiales para los hidrogenos 7 y 8 estan en el multiplete
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que aparece a 7,83-7,69 ppm. El doblete que aparece a 8,22 ppm corresponde al
hidrégeno de la posicién 6. Las sefiales con multiplicidad de doblete que aparecen a
8,30 y 8,12, las cuales estan acopladas entre si, corresponden a los hidrégenos en la
posicion 5 y 4. Las sefiales que aparecen a 8,17, 7,48, 7,06 y 7,01 ppm corresponden a

los hidrégenos del nucleo de fenol. El singulete a 11,05 ppm corresponde al hidroxilo.
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Figura 5.7. Espectro de 'H-RMN de AztecNerst-1 obtenido de un equipo de 300 MHz en CD3SOCDs3.

En el espectro de 13C-RMN se observan 22 sefiales que corresponden a los 23 carbonos
presentes en AztecNernst-1, debido a que los carbonos de los metilos en la posicion 1
del nucleo de benzoindolinio son magnéticamente equivalentes. La sefial a 183,19 ppm
pertenece al carbono 2 del nucleo de benzoindol, esta sefial aparece campo abajo
debido a que se encuentra muy desprotegido por el efecto electroatractor del nitrégeno
cuaternario. La siguiente sefial, a 159,37 ppm, corresponde al carbono 2 del fenol. El
carbono del metilo unido al nitrégeno se encuentra muy desplazado, a 54,06 ppm, por
larazoén explicada anteriormente. El inico carbono del nucleo de benzoindolinio que no

es aromatico se encuentra un desplazamiento de 35,47 ppm y corresponde al carbono
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1. Por ultimo, la sefial que aparece en 26,32 ppm representa los dos carbonos de los
metilos unidos al carbono 1 del benzoindolinio. El resto de los carbonos se encuentran
en la region de los aromaticos, conforme lo esperado.
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Figura 5.8. Espectro de 13C-RMN de AztecNerst-1 obtenido de un equipo de 75 MHz en CD3SOCD:3.

5.3.6 Caracterizacion de AztecNernst-2

La sintesis de la sonda AztecNernst-2 se llevd a cabo mediante una condensacién tipo
Knoevenagel como se rescribe en el apartado 4.2.6. Su caracterizacidon se realiz6
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 13C, analisis de masas e
infrarrojo (IR). IR (ATR, cm-1): 3447,1727,1661, 1520, 1472, 1404, 1349, 1260, 1020.
El andlisis de masas fue obtenido mediante la técnica ESI-TOF. Calculado C26H22NO3:
396.15997. Encontrado: 396.15930 (1.68 ppm).
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Figura 5.9. Andlisis por espectrometria de masas DART*de AztecNernst-2

Para el espectro de H-RMN la sefial con desplazamiento en 2,02 ppm presenta
multiplicidad de singulete, integra para seis hidrégenos, los cuales corresponden a los
hidrégenos de los dos metilos situados en la posicion 1 del anillo de benzoindolinio. La
sefial con multiplicidad de singulete que aparece a 4,18 ppm integra para tres, por lo
que corresponde a los hidrégenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran
desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
de estos hidrégenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. La sefial que aparece a 8,60 ppm con multiplicidad de doblete, integra
para uno y presenta una constante de acoplamiento de 16,7 Hz, el valor de la constante
indica que corresponde al hidrogeno que esta formando el doble enlace entre ambos
nucleos. La sefial que corresponde al otro hidrogeno del doble enlace es un doblete esta
escondido entre las demas sefales, pero se corresponde a las sefiales que aparecen a
8,168y 8,113 ppm. Tomando como referencia los valores obtenidos para el compuesto
(1), la sefial con multiplicidad de doblete en 8,51 ppm, integra para uno y corresponde
al hidrogeno de la posicion 9. Las sefiales paralos hidrogenos 7 y 8 estan en el multiplete
que aparece a 7,81-7,70 ppm. El doblete que aparece a 8,22 ppm corresponde al
hidrégeno de la posicién 6. Las sefiales con multiplicidad de doblete que aparecen a
8,31 y 8,12, las cuales estdn acopladas entre si, corresponden a los hidrégenos en la
posicion 5y 4. A 8,08 ppm se observa una sefial con multiplicidad de doblete, la cual por
su constante se deduce esta acoplada al doblete que aparece a 6,42 ppm, estas sefiales
corresponden a los hidrégenos de los carbonos 2 y 4 del nucleo de cumarina.

Finalmente, las sefnales con multiplicidad de doblete que estan acopladas entre si y se
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encuentran a 7,81 y 7,07 ppm corresponden a los hidrégenos en la posicién 6 y 5 del
nucleo de cumarina. En este caso la sefial correspondiente al hidroxilo no aparecié en

el espectro, esto se puede deber al intercambio Hidrégeno-Deuterio.
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Figura 5.10. Espectro de 'H-RMN de AztecNernst-2 obtenido de un equipo de 300 MHz en CD3SOCD3

Para el espectro de 13C-RMN se observaron 25 sefiales esperadas que corresponden a
los 26 carbonos de la molécula, ya que los metilos en el carbono 1 del nucleo de
benzoindolinio son magnéticamente equivalentes. La sefial que aparece a 182,93 ppm
corresponde al carbono 2 del nucleo de benzoindolinio. La siguiente sefial se encuentra
aun desplazamiento de 162,05 ppmy corresponde al carbono 2 del nicleo de cumarina.

Las demas sefiales corresponden al resto de los carbonos presentes en la molécula.
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Figura 5.11. Espectro de 'H-RMN de AztecNernst-2 obtenido de un equipo de 300 MHz en CD3SOCD3

5.3.7 Caracterizacion de AztecNernst-3

La sintesis de AztecNernst-3 se llevd a cabo mediante una condensacién tipo
Knoevenagel como se describe en el apartado 4.2.7. Su caracterizacion se realizo
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 13C, andlisis de masas e
infrarrojo (IR). IR (ATR, cm-1): 3300, 3195, 1573, 1531, 1268, 1167. El analisis de
masas fue obtenido mediante la técnica ESI-TOF. Calculado C26H22N03: 328.17014.
Encontrado: 328.16977 (1.27 ppm).
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Figura 5.12. Andlisis por espectrometria de masas DART*de AztecNernst-3
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Para el espectro de 1H-RMN la sefial con desplazamiento en 2,00 ppm presenta
multiplicidad de singulete, integra para seis hidrégenos, los cuales corresponden a los
hidrégenos de los dos metilos situados en la posicion 1 del anillo de benzoindolinio. La
sefial con multiplicidad de singulete que aparece a 4,21 ppm integra para tres, por lo
que corresponde a los hidrogenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran
desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
de estos hidrogenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. La sefial que aparece a 8,54 ppm con multiplicidad de doblete, integra
para uno y presenta una constante de acoplamiento de 16,3 Hz, el valor de la constante
indica que corresponde al hidrégeno que esta formando el doble enlace entre ambos
nucleos. La sefnal que corresponde al otro hidrégeno del doble enlace se encuentra a
7,50 ppm. A 8,40 ppm se encuentra una sefial con multiplicidad de doblete, integra para
uno y corresponde al hidrégeno de la posicion 9. Las sefiales que aparecena 7,70y 7,79
presentan multiplicidad de triplete. Los Unicos hidrégenos que pueden presentar esta
multiplicidad se encuentran en la posiciéon 7 y 8 del ntcleo de benzoindolinio. La sefial
con multiplicidad de doblete que aparece a 8,20 ppm corresponde al hidrégeno de la
posicion 6. Los dobletes que aparecen a 8,27 y 8,07 ppm, estan acopladas entre si, por
lo que corresponden a los hidrogenos en la posicién 5 y 4. A 8,14 ppm aparece un
doblete que integra para 2 hidrégenos y estan acoplados a los hidrogenos que aparecen
con una multiplicidad de doblete a un desplazamiento de 6,68 ppm, la cual también
integra para dos, por lo tanto, estas sefiales corresponden a los hidrégenos del nucleo
de fenol. En este caso la sefial correspondiente al hidroxilo no aparecié en el espectro,

esto se puede deber al intercambio Hidrogeno-Deuterio que sucede.

En el espectro de 13C-RMN se observan 20 sefiales que corresponden a los 23 carbonos
presentes en AztecNernst-3, debido a que los carbonos de los metilos en la posicion 1
del nucleo de benzoindolinio, 6 y 2, 5 y 3 del nucleo de fenol son magnéticamente
equivalentes. La sefial a 182,79 ppm pertenece al carbono 2 del nicleo de benzoindol,
esta sefial aparece campo abajo debido a que se encuentra muy desprotegido por el
efecto electroatractor del nitrégeno cuaternario. La siguiente sefial, a 163,44 ppm,

corresponde al carbono 1 del fenol. El carbono del metilo unido al nitrégeno se
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encuentra muy desplazado, a 53,95 ppm, por la razon explicada anteriormente. El tinico
carbono del nucleo de benzoindolinio que no es aromdtico se encuentra un
desplazamiento de 35,09 ppm y corresponde al carbono 1. Por ultimo, la sefial que
aparece en 25,95 ppm representa los dos carbonos de los metilos unidos al carbono 1

del benzoindolinio. El resto de los carbonos se encuentran en la regiéon de los

aromaticos, conforme lo esperado.
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Figura 5.13. Espectro de 1H-RMN de AztecNernst-3 obtenido de un equipo de 300 MHz en CD3SOCD3
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Figura 5.14. Espectro de 13C-RMN de AztecNernst-3 obtenido de un equipo de 75 MHz en CD3SOCD3

5.3.8 Caracterizacion de AztecNernst-P

La sintesis de AztecNernst-P se llevd a cabo mediante una condensacién tipo
Knoevenagel como se describe en el apartado 4.2.8. Su caracterizacion se realiz6
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 13C, andlisis de masas e
infrarrojo (IR). IR (ATR, cm-1): 3054, 2977, 1621, 1588, 1557, 1261. El analisis de
masas fue obtenido mediante la técnica ESI-TOF. Calculado C23H21N203: 373.15522.
Encontrado: 373.15467 (1.46 ppm).
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Figura 5.15. Andlisis por espectrometria de masas DART*de AztecNernst-P

Para el espectro de H-RMN la sefial con desplazamiento en 1,96 ppm presenta
multiplicidad de singulete, integra para seis hidrégenos, los cuales corresponden a los
hidrégenos de los dos metilos situados en la posicion 1 del anillo de benzoindolinio. La
sefial con multiplicidad de singulete que aparece a 3,95 ppm integra para tres, por lo
que corresponde a los hidrogenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran
desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
de estos hidrégenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. La sefial que aparece a 8,38 ppm con multiplicidad de doblete, integra
para uno y presenta una constante de acoplamiento de 15,4 Hz, el valor de la constante
indica que corresponde al hidrégeno que esta formando el doble enlace entre ambos
nucleos. La sefnal que corresponde al otro hidrégeno del doble enlace se encuentra a
6,95 ppm. Las sefiales con multiplicidad de doblete que aparecen a 8,30 y 8,11 ppm,
estan acopladas entre si, y corresponden a los hidrégenos en la posicion 5y 4. A 8,15
ppm se encuentra una sefial con multiplicidad de doblete, integra para uno y
corresponde al hidrogeno de la posicion 9. Los multipletes que se encuentran entre 7,74
y 7,75 integran para un hidrégeno cada uno, debido a su multiplicidad se concluye que
corresponden a los hidrégenos de la posicion 7 y 8 del nucleo de benzoindolinio. La
sefial con multiplicidad de doblete que aparece a 7,86 ppm corresponde al hidrogeno
de la posiciéon 6. A 8,00 ppm aparece una sefial cuya multiplicidad no se aprecia, por su
integral y desplazamiento se concluye corresponde al hidrégeno 5 del nucleo de fenol.
El singulete que aparece a 8,59 ppm corresponde al hidrégeno de la posicién 3 del

nucleo de fenol, este aparece campo abajo debido al gran efecto desprotector que
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genera el sustituyente nitro. El doblete que se encuentra a 6,49 ppm corresponde al
hidrégeno 2 del fenol. En este caso la sefial correspondiente al hidroxilo no aparecié en

el espectro, esto se puede deber al intercambio Hidrégeno-Deuterio que sucede.
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Figura 5.16. Espectro de 'H-RMN de AztecNernst-3 obtenido en CD3SOCD3 de un equipo de 300 MHz

En el espectro de 13C-RMN se observan 18 sefales que corresponden a los 23 carbonos
presentes en AztecnernstN-3, debido a que los carbonos de los metilos en la posicién
1,9y 7,5y 4 del nicleo de benzoindolinio pueden ser magnéticamente equivalentes.
La sefal a 179,47 ppm pertenece al carbono 2 del nuicleo de benzoindol, esta sefial
aparece campo abajo debido a que se encuentra muy desprotegido por el efecto
electroatractor del nitrégeno cuaternario. La siguiente sefal, a 172,22 ppm,
corresponde al carbono 1 del fenol. El carbono del metilo unido al nitrégeno se
encuentra muy desplazado, a 52,33 ppm, por la razén explicada anteriormente. El inico
carbono del nucleo de benzoindolinio que no es aromdtico se encuentra un
desplazamiento de 33,18 ppm y corresponde al carbono 1. Por ultimo, la sefial que

aparece en 62,62 ppm representa los dos carbonos de los metilos unidos al carbono 1
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del benzoindolinio. El resto de los carbonos se encuentran en la regiéon de los

aromaticos, conforme lo esperado.
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Figura 5.17. Espectro de 13C-RMN de AztecNernst-3 obtenido en CD3SOCD3 de un equipo dey 75 MHz,

5.3.9 Caracterizacion de AztecNernst-y

La sintesis de AztecNernst-y se llevd a cabo mediante una condensacion tipo
Knoevenagel como se describe en el apartado 4.2.8. Su caracterizaciéon se realiz6
mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 13C, andlisis de masas e
infrarrojo (IR). IR (ATR, cm-1): 3150, 1762, 1614, 1595, 1577, 1540, 1198. El analisis
de masas fue obtenido mediante la técnica ESI-TOF. Calculado C25H24N02+: 373.18070,
Encontrado: 370.18064 (0.16 ppm).
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Figura 5.18. Andlisis por espectrometria de masas DART*de AztecNernst-P

Para el espectro de H-RMN la sefial con desplazamiento en 2,01 ppm presenta
multiplicidad de singulete, integra para seis hidrégenos, los cuales corresponden a los
hidrégenos de los dos metilos situados en la posicién 1 del anillo de benzoindolinio. El
singulete que aparece a 2,32 ppm corresponde al metilo del acetato. La sefial con
multiplicidad de singulete que aparece a 4,29 ppm integra para tres, por lo que
corresponde a los hidrégenos del grupo metilo unido al nitrégeno del anillo, su gran
desplazamiento se debe a que el nitrégeno esta retirando mucha densidad electrénica
de estos hidrdégenos, lo que los desprotege y provoca que aparezca a mayores
desplazamientos. La sefial que aparece a 8,50 ppm con multiplicidad de doblete, integra
para uno y presenta una constante de acoplamiento de 16,5 Hz, el valor de la constante
indica que corresponde al hidrégeno que esta formando el doble enlace entre ambos
nucleos. La sefnal que corresponde al otro hidrégeno del doble enlace se encuentra a
7,72 ppm. Las sefiales con multiplicidad de doblete que aparecen a 8,29 y 8,12
corresponden a los hidrégenos en la posicién 5 y 4. A 8,22 ppm se encuentra una sefial
con multiplicidad de doblete, integra para uno y corresponde al hidrégeno de la
posicién 6. Los multipletes que se encuentran entre 7,82 y 7,73 ppm integran para un
hidrégeno cada uno, debido a su multiplicidad se concluye que corresponden a los
hidroégenos de la posicion 7 y 8 del nucleo de benzoindolinio. La sefial con multiplicidad
de doblete que aparece a 8,43 ppm corresponde al hidrogeno de la posicion 9. Las
sefiales con multiplicidad de doblete que se encuentra a 7,38 y 8,30 ppm integra cada
una para dos hidrégenos, por lo que corresponden a las sefiales 2,35 y 6 del nucleo de
benceno.
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Figura 19. Espectro de 1H-RMN de AztecNernst- ¥ obtenido de un equipo de 300 MHz en CD3SOCD3

En el espectro de 13C-RMN se observan 22 sefales que corresponden a los 25 carbonos
presentes en AztecNernst-y, debido a que los carbonos de los metilos en la posicién 1
del nucleo de benzoindolinio, y los carbonos 5y 3, 6 y 2 del ntcleo de benceno son
magnéticamente equivalentes. La sefial a 183,14 ppm pertenece al carbono 2 del nticleo
de benzoindol, esta sefial aparece campo abajo debido a que se encuentra muy
desprotegido por el efecto electroatractor del nitrégeno cuaternario. La siguiente sefial
se encuentra a 169,66 ppm y corresponde al carbonilo del acetato unido en la posicion
1 al nucleo de benceno. El carbono del metilo unido al nitrégeno se encuentra muy
desplazado, a 54,45 ppm, por la razén explicada anteriormente. El Uinico carbono del
nucleo de benzoindolinio que no es aromatico se encuentra un desplazamiento de 35,78
ppm y corresponde al carbono 1 de este nucleo. Por ultimo, las sefiales que aparecen a
25,50, 21,52 ppm corresponden a los metilos del carbono 1 del nucleo de
benzoindolinio y del acetato, respectivamente El resto de los carbonos se encuentran

en la region de los aromaticos, conforme lo esperado.
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Figura 20. Espectro de 1H-RMN de AztecNernst- ¥ obtenido de un equipo de 75 MHz en CD3SOCD3

5.4 CARACTERIZACION FOTOFiSICA

Se determinaron las propiedades fotofisicas de la familia de sondas fluorescentes
AztecNernst, con la finalidad de evaluar los cambios en sus propiedades de absorcién y
emision dependiendo de su entorno molecular. Las mediciones espectrofotométricas
fueron llevadas a cabo bajo los parametros que se describen en seccién 4.2. Sin
embargo, no todas las sondas mostraron respuestas significativas, por lo que los

espectros que no brindaron informacién relevante se encuentran en anexos.

5.4.1 Solvatocromismo

Las sondas que presentan solvatocromismo negativo son mds utiles para evaluar la

polaridad en el microambiente de los organelos celulares debido a que permiten
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observar las membranas de polaridad media y las regiones acuosas mas polares en
diferentes canales en microscopia de fluorescencia (19). Considerando este principio,
las sondas fueron disefiadas para presentar solvatocromismo negativo. Para evaluar las
propiedades solvatocrémicas se midieron los espectros de emisién y de absorcién para
las 5 sondas empleando disolventes de distinta polaridad. Se encontr6 que AztecNernst-

2 y AztecNernst-P presentaron un solvatocromismo negativo significativo.
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Imagen 5.1. Espectro de absorcién normalizada (izquierda) y emisién normalizada (derecha) para la sonda

AztecNernst-P evaluada en disolventes con constante dieléctrica creciente.

La posicion de los maximos de absorcion y fluorescencia se modificé en funcion del
disolvente. Para los espectros de absorcion UV-Vis, AztecNernst-P presenté un
desplazamiento hipsocrémico cambiando de 580 nm en diclorometano (DCM) a 520
nm en metanol, mientras que para los espectros de emision la longitud de onda maxima
se observo en 655 nm para dioxano (o diclorometano en 625 nm) vs. 585 nm en
metanol. Si bien el solvatocromismo negativo se observa tanto para disolventes polares
proticos como apréticos el desplazamiento hipsocrémico mas homogéneo se observd
entre DCM-MeOH, tanto para absorcién como para emision. Se realizé6 una curva de
variaciéon continua con el sistema DCM-MeOH para evaluar el desplazamiento de los
maximos de absorcién y de emision. Los resultados para la curva fueron los esperados,
como se puede observar en la Imagen 5.2 conforme se incrementa el porcentaje de

MeOH se presenta un desplazamiento hacia la izquierda en el maximo de la banda tanto
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de absorcion como de emision. El mayor desplazamiento se observo en los espectros de
absorcién UV-Vis con 1690 cm! (ca. 55 nm), comparado con 1350 cm! (ca. 50 nm) de

desplazamiento observados en los perfiles de fluorescencia.
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Imagen 5.2. Espectro de absorcién normalizada (izquierda) y emisién normalizada (derecha) para la sonda

AztecNernst-P evaluada para la variacion continua del sistema DCM-MeOH % v/v.

Los desplazamientos presentados en los espectros de absorciéon y emision de
AztecNernst-P estan relacionados con el diferente grado de solvatacion de las moléculas
en el estado excitado segin su polaridad. La polaridad de los disolventes esta
estrechamente relacionada con la constante dieléctrica, la cual es una propiedad que
describe qué tan bien un material puede polarizarse mediante un campo eléctrico
externo. Un disolvente con una constante dieléctrica alta puede estabilizar eficazmente
moléculas cargadas. En cambio, en los disolventes no polares, los dipolos eléctricos no
se alinean facilmente con un campo eléctrico, por lo cual no estabilizan moléculas con

momentos dipolares marcados.

La sonda AztecNernst-P presenta un grupo nitro en su anillo de fenol, el cual al
encontrarse en posicién orto al hidroxilo por efecto de resonancia puede aumentar la
acidez de éste. Anudado a la carga positiva del nitrégeno en el anillo de benzindolinio,
la molécula presenta un momento dipolar mayor en el estado basal ya que al
desprotonarse, la AztecNernst-P puede coexistir como zwiterion. Por lo tanto, el

momento dipolar en el estado excitado puede disminuir con la fotoexcitacion,
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provocando que los disolventes polares estabilicen mas eficientemente el estado basal
que el estado excitado, disminuyendo asi la energia de emisién (longitudes de ondas

mas grandes) en disolventes polares.

Sin embargo, como se discutira mas adelante, la acidez del AztecNernst-P no aumento,
sino que practicamente se mantuvo, esto puede deberse a la formacion del anillo de 6
miembros (C-NO-OeeeH-0-C) representado en el Esquema 5.1, el cual disminuye la
acidez de dicho fenol. Es importante resaltar que si bien también se observé un
desplazamiento hipsocrémico en disolventes polares no proéticos como el sistema DCM-
DMSO, este desplazamiento fue menor, lo cual de hecho puede deberse a que el
solvatocromismo negativo observado depende mas de los enlaces de hidrégeno que la
AztecNernst-P puede formar con el medio, los cuales podrian desestabilizar la
geometria del anillo de 6 miembros. Podemos ejemplificar el desplazamiento
hipsocréomico debido mayoritariamente a la contribucion de la constante dieléctrica con
DCM-DMSO, en el cual se observé un desplazamiento de 8 nm en absorcién y de 20 nm
en emision, comparado con el sistema DCM-MeOH 49 nm en absorcién y de 32 nm en
emision, resultando evidente que la proticidad del medio juega un rol crucial en la

geometria del anillo de 6 miembros.

Por su parte, recordemos que el espectro de absorcién es menos sensible a la polaridad
del medio que el de emisién debido a que la absorcién sucede en periodos de tiempos
mas cortos (ca. 10-16 s), lo cual no permite el acomodo dptimo de las moléculas de
disolvente alrededor de la sonda, en cambio la emisién al suceder en periodos de tiempo
mas largos (ca. 10-1* s), permite un acomodo de menor energia en la esfera de
solvatacién, explicando el mayor desplazamiento hipsocrémico para las sondas
solvatocromicas negativas en el espectro de emisién cuando este se debe
principalmente a la constante dieléctrica del disolvente. En cambio, cuando el
desplazamiento hipsocrémico depende mas de la capacidad de la sonda para formar
enlaces de hidrogeno con el disolvente el efecto es opuesto, el mayor desplazamiento se
observa en absorcion. Esto se debe a que en el caso de las transiciones n>=* la densidad
electronica en un heteroatomo disminuye con la excitacién, dando como resultado una

disminucién en la capacidad del heteroatomo para formar enlaces de hidrégeno,
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esperandose un desplazamiento hacia el azul en el espectro de absorcion. En efecto,
cuanto mayor es la fuerza del enlace de hidrégeno, mayor es el desplazamiento. Por otro
lado, la fluorescencia emitida desde un estado singulete n>7* siempre sera menos
sensible a la capacidad del disolvente para formar enlaces de hidr6geno comparando
con el proceso de absorcion, porque la emision surge de un estado n—=>7* sin enlaces de

hidrégeno (12).

Por otro lado, la sonda AztecNernst-2 también mostr6 un solvatocromismo negativo
significativo, tanto en el espectro de absorcién como en el de emision. Los disolventes
de menor constante dieléctrica que mdas desplazaron la banda de absorcién hacia la
derecha fueron: tolueno, CCls4 y dioxano, sin embargo, solo en dioxano fue fluorescente
AztecNernst-2. Se realizé la curva de variacién continua con el par de disolventes
dioxano-etanol. Como se muestra en la Imagen 5.4, AztecNernst-2 no muestra el
comportamiento que se observé en AztecNernst-P, donde el desplazamiento
hipsocrémico se va observando conforme se aumentaba la concentracién del disolvente
de mayor polaridad. En este caso, se observaron dos tendencias, de 100-60 % de
dioxano las bandas del maximo emisidn presentan el desplazamiento hipsocrémico
esperado, y a partir de 40 a 0 % de dioxano se observa la activacion de una nueva banda

de absorcién de mayor energia.
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Imagen 5.3 Espectro de absorcion normalizada (izquierda) y emisién normalizada (derecha) para la sonda

AztecNernst-2 evaluada en disolventes con constante dieléctrica creciente.
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Imagen 5.2. Espectro de absorcién normalizada (izquierda) y emisién normalizada (derecha) para la sonda

AztecNernst-P evaluada para la variacion continua del sistema Dioxano-MeOH % v/v.

5.4.3 Determinacion de pKa

Se realizé la determinacién de pKa de las sondas AztecNernst-1, 2, 3 y P utilizando la

siguiente ecuacion de equilibrio dcido-base (29).

A+ Bx10pPKex
Y= 1 10vKax

Donde;

A = Intensidad de fluorescenciatocnernst |AztecNernst]

B = Intensidad de fluorescencia,tocnernstu |AztecNernstH|

x =pH

Los valores de pKa obtenidos espectrofotométricamente para cada sonda se muestran
en la Tabla 5.1, mientras que los espectros de emision a pH variable se muestran en las
imagenes 5.5 a 5.8. De manera general, el aumento de pH gener6 la apariciéon de una
banda desplazada hacia el rojo con la correspondiente disminuciéon de la banda de
mayor energia, estos cambios ocurrieron con la preservacion de los puntos isosbésticos
caracteristicos del equilibrio, en este caso, de las especies acido-base. Como se puede
notar, con excepciéon de la AztecNernst-1, los valores de pKa para todas las sondas

practicamente se mantuvieron constantes. Si bien se esperaba un aumento de la acidez
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para la sonda AztecNernst-P al introducir un grupo nitro (-NO2) en posicién orto a la
funcion fondlica, probablemente la presencia de una interaccién de canal de hidrégeno
(C-NO-QeeeH-0-C) con geometria tipica de anillo de 6 miembros impidi6 el aumento de
acidez de dicha funcién. No obstante, se mantiene como premisa que, en un medio
heterogéneo como el ambiente subcelular, el canal de hidrégeno que confiere

estabilizacion al grupo -OH fendlico se puede interrumpir, como sucede en ambientes

praéticos.
Sonda pKa
AztecNernst-1 8.65 £ 0.08
AztecNernst-2 7.90+% 0.09
AztecNernst-3 7.91+ 0.03
AztecNernst-P 7.95% 0.05

Tabla 5.1. pKa calculado para cada una de las sondas AztecNernst
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Imagen 5.5. Espectros de emision de 40 uM AztecNernst-1 a pH variable en medio acuoso (25°C 0.05 M
NaCl). El recuadro muestra el perfil de emision vs. pH a 450 nm. Las Flechas indican el cambio de las bandas

al aumentar el pH.
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Imagen 5.6. Espectros de emision de 40 uM AztecNernst-2 a pH variable en medio acuoso (25°C 0.05 M

NaCl). El recuadro muestra el perfil de emision vs. pH a 456 nm. Las Flechas indican el cambio de las bandas

al aumentar el pH.
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Imagen 5.7. Espectros de emision de 40 uM AztecNernst-3 a pH variable en medio acuoso (25°C 0.05 M

NaCl). El recuadro muestra el perfil de emisién vs. pH a 455 nm. Las Flechas indican el cambio de las bandas

al aumentar el pH.
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Imagen 5.8. Espectros de emisién de 40 uM AztecNernst-P a pH variable en medio acuoso (25°C 0.05 M
NaCl). El recuadro muestra el perfil de emision vs. pH a 454 nm. Las Flechas indican el cambio de las bandas

al aumentar el pH.

5.4.2 Formacion de agregados

Para evaluar si las sondas de la familia AztecNernst (AN) presentaban la capacidad de
formar agregados se midié la absorcién y emision en mezclas THF-Agua y Hexano-
CHCIs. AN-3 y AN-P presentaron resultados interesantes. En el analisis de
espectroscopia UV-Vis de la molécula AztecNernst-P, se observdé un fendmeno de
agregacion molecular tipo ], el cual se confirm6é mediante la inversion de las
transiciones electréonicas 0-0 y 0-1, Imagen 5.9. Este fenémeno se manifest6 en el
sistema tetrahidrofurano (THF)-aguay en el sistema hexano-CHCl3, siendo mas claro en
el primero. Cuando la molécula AztecNernst-P se encuentra en estado monomeérico, se
esperaria que la transicidon 0-0 sea menos energética que la transicion 0-1, es decir, un
menor radio de las bandas vibronicas 0-0/0-1. Sin embargo, en presencia de agregacion
molecular tipo ], las moléculas de AztecNernst-P interactiian entre si y esto provoca un
cambio en las energias de estas transiciones. En este caso, se observo que la transicion

0-0 se volvio mas energética que la transicion 0-1, o un mayor radio 0-0/0-1. Este
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comportamiento es caracteristico de la agregaciéon molecular tipo ], y su deteccién en
diferentes condiciones de disolvente proporciona una evidencia sélida de este

fendmeno en la molécula AztecNernst-P.

Imagen 5.9. Espectro de
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Por otra parte, la molécula AztecNernst-P present6 un comportamiento distintivo en
espectroscopia de fluorescencia, que se relacioné al fenémeno de formaciéon de
excimeros, similar al comportamiento de la molécula de pireno, conocida por su alta
eficiencia en la formacion de excimeros. Esto se evidenci6 a través del incremento de
una banda de emision desplazada a menor energia, con una longitud de onda maxima
en 625 nm, Imagen 5.10. Notablemente, la banda de mayor energia, que se encontraba
alrededor de 440 nm, mostré caracteristicas estructurales (contornos de Franck-
Condon) y no exhibié6 ninguna variaciéon en su intensidad, ni disminuyendo ni
aumentando. Este comportamiento es particularmente valioso en aplicaciones de
monitoreo por fluorescencia, ya que sugiere la capacidad de la molécula AztecNernst-P
para actuar como una sonda molecular auto-calibrable (también llamadas en inglés
calibrationless probes). La formacion de excimeros y la estabilidad de las transiciones

de Franck-Condon en diferentes condiciones son caracteristicas que hacen que la

Pagina | 83



CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

molécula AztecNernst-P sea promisoria para aplicaciones en las que se requiere un

monitoreo preciso, cuantitativo y autocalibrable mediante fluorescencia.
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Imagen 5.10. Espectro de absorbancia para la sonda AztecNernst-P evaluada con variacién continua de

Hexano-CHCI3 (v/v) de donde se observa la formacion de excimeros.

En el andlisis de espectroscopia UV-Vis para AztecNernst-3 también mostr6 el
fendmeno de agregacién molecular tipo J, la inversion de las transiciones electronicas
0-0 y 0-1 se observa en la Imagen 5.11. Este fendmeno se manifestd en el sistema
tetrahidrofurano (THF) y agua, aunque no de manera éptima probablemente debido a
problemas de solubilidad en THF en los puntos iniciales. Sin embargo, no present6 una
formacién de excimeros como AN-P. Las demas sondas no presentaron informacion

importante, por lo que sus espectros se encuentran en anexos.
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Imagen 5.11. Espectro de absorbancia para la sonda AztecNernst-3 evaluada con variacién continua de

THF-Agua (v/v) donde se observa la formacion de agregados moleculares tipo J.

5.4.3 Microviscosidad local

La microviscosidad de los distintos ambientes subcelulares es un parametro de suma
importancia, debido a que las fluctuaciones anormales estan estrechamente asociadas
con muchas enfermedades. A pesar de que en la actualidad existen sondas sensibles a
la viscosidad, sigue siendo importante el desarrollo de nuevas sondas funcionales que
posean alta sensibilidad, bajo ruido y poca o nula citotoxicidad (32). Con esto en mente,
el disefio de la familia AztecNernst presenta en su estructura un doble enlace uniendo
dos nucleos aromaticos, siendo el nicleo de fenol plano, lo que sugiere que en un medio
no viscoso este rota disminuyendo asi fluorescencia de la sonda. Sin embargo, si la
viscosidad del medio impide esta rotacion puede aumentar la intensidad de
fluorescencia. Por otra parte, en términos analiticos esto podria implicar también una

fuente de interferencia en los registros de sefial de intensidad de fluorescencia en
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aplicaciones de microscopia de imagen, ya que la dicha variacién en la sefial puede ser
debida a factores no solo relacionados a la agregaciéon molecular o al cambio de
polaridad del medio, sino también al ambiente de microviscosidad local. Considerando
lo anterior, fue necesario confirmar qué moléculas presentan dependencia de la sefial

de fluorescencia con la microviscosidad local.
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Imagen 5.12. Espectro de emision para la sonda AztecNernst-3 evaluada en mezclas v/v de Glicerol-Agua

donde se observa su respuesta a la viscosidad en el aumento de la banda a 592 nm.

Para determinar la respuesta a la microviscosidad se realiz6 una aproximacién comun
en la literatura (33) entre dicho parametro que se relaciona mas al movimiento
intrinseco de la molécula, tal como la rotaciéon de enlaces o incluso procesos de
isomerizacién, con el parametro macroscopico correspondiente, relacionado mas a la
resistencia al flujo, es decir, la viscosidad. Se realizaron experimentos de valoracion
midiendo las emisiones de fluorescencia de cada una de las sondas en diferentes
proporciones de mezclas de agua (n= 1 cP) y glicerol (n= 954 cP). Los resultados
mostraron que solo el fluoréforo AztecNernst-3 fue sensible a la viscosidad. Como se

Pagina | 86



CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

muestra en la imagen 5.12, AztecNernst-3 mostrd en agua emisiones de fluorescencia
muy baja, lo cual se puede atribuir a la rotacién del doble enlace de la molécula. Con el
aumento de la viscosidad, la intensidad de la banda de emisiéon a 592 nm aumenté
significativamente, lo que podria atribuirse a la rotacion restringida del doble enlace en
un ambiente de alta viscosidad. Para comprobar cuantitativamente la respuesta de la
sonda a la viscosidad se grafico el logaritmo de la intensidad de fluorescencia a 657 nm
(log Ir) versus el logaritmo de la viscosidad de la solucién (log n). Los resultados
mostraron cierto acercamiento al comportamiento doble logaritmico comun (con un R?
= 0.97) en todo el rango de 1 a 954 cP, lo que indica que AztecNernst es una sonda de
fluorescencia sensible a viscosidad y potencialmente se podria utilizar como sonda de

microviscosidad local en ambientes subcelulares.

5.4.4 Microscopia de imagen

Los primeros experimentos que se realizaron fueron para determinar si las sondas
sintetizadas eran capaces de permear la membrana celular y si presentaban
selectividad a mitocondria como se espera por su disefo. Las células fueron cultivadas
y tratadas como se describe en la seccion 4.3. Para este experimento no se llevé a cabo
ningun pretratamiento adicional. Se eligi6 trabajar con la linea celular U-251 debido a
que poseen una buena adherencia a superficie, lo que las hace buena opcién para
observar estructuras y dinamicas celulares mediante microscopia confocal de
fluorescencia. Para este experimento se afiadié 5 uM de cada fluoréforo y se procedié a

tomar las imagenes correspondientes en el microscopio confocal de fluorescencia.

Las imagenes que se muestran en la Imagen 5.13 son las obtenidas por la tincién con
AztecNernst-1. Como se puede observar esta sonda presenta una muy baja
fluorescencia, ademas de haber inducido estrés celular (campo claro, Imagen 5-.13),
dando una respuesta practicamente nula tanto en el canal rojo como en el verde. En el
canal azul si muestra un poco de fluorescencia, sin embargo, no se observo selectividad

a mitocondrias ni a ningtin otro organelo.
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Imagen 5.13. Localizacién de la Sonda AztecNernst-1. Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 5
uM en DMSO a un cultivo celular de U251 en medio de ‘Dulbecco's Modified Eagle Medium’ (DMEM). La
configuracién confocal que se utilizo de izquierda a derecha fue: campo claro; DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450
nm; proteina verde fluorescente (PVF) Aexc= 488 nm, Aem = 500 nm y Texas Red, Aexc= 590nm, Aem= 615 nm.

La barra de escala representa 20 um.

Por otro lado, las imagenes obtenidas de la tincion realizada con AztecNernst-2
sugirieron una mejor tincién subcelular, mostrando fluorescencia en los 3 canales
mencionados, particularmente en el canal TexasRed se observa una localizacion
estructurada en filamentos mitocondriales, no obstante, la distribucion no fue

totalmente limpia evidencidndose un equilibrio con el citosol, Imagen 5.14.

Imagen 5.14. Localizaciéon de la Sonda AztecNernst-2. Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1 ul

de una disolucion 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251. La configuracion confocal que se
utilizé de izquierda a derecha fue: DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450 nm; proteina verde fluorescente (PVF) Aexc

=488 nm, Aem = 500 nm y Cy5 Aexc= 647 nm, Aem= 665 nm. Lass barras de escala representan 20 um.
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Para AztecNernst-3 se encontré que presenta mayor fluorescencia que las sondas
anteriormente mencionadas. En los canales azul (DAPI), verde (PVF) y rojo (TxR) se
puede observar localizacién mitocondrial, sin embargo, no es muy selectiva, de tal
manera que sigue presentando un equilibrio con el ambiente citosé6lico probablemente
debido al equilibro acido-base de la sonda, donde a un pKa menor a 8 existe una fraccion
de moléculas que se encuentran desprotonadas antes de translocar la membrana
mitocondrial. Por otro lado, en los tres canales analizados se observa que marca unos
pequerios organelos, los cuales podrian ser gotas lipidicas afines a especies lipofilicas y

neutras, Imagen 5.15.

Adicionalmente, en la Imagen 5.16 se muestran las imagenes para la sonda
AztecNernst-P, la cual no muestra fluorescencia en el canal azul y es baja en el canal
verde. Por otro lado, en el canal rojo se observa que marca las mitocondrias de manera
muy clara, por lo que para esta sonda se decidié continuar con un protocolo de
bioimagen completo. De manera interesante, el hecho de observar respuesta de
fluorescencia en el canal rojo es un indicativo de que el proceso de autoasociacién o
agregacion molecular para generar fluorescencia en el rojo sin el aumento de emision
en el canal verde es eficiente incluso en el ambiente mitocondrial, lo cual apoya la
hipdtesis de que el mecanismo de reparto de Nernst involucrado en dos ambientes,
hidrofilico e hidrofdbico, contribuye a optimizar la localizaciéon mitocondrial por una
parte (dado el ambiente hidrofébico de la membrana mitocondrial) y por otro lado a
ofrecer una respuesta en un solo canal, lo cual da mayor practicidad en aplicaciones de

marcaje mitocondrial.
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Imagen 5.15. Localizacién de la Sonda AztecNernst-3. Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1 ul
de una disoluciéon 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251. La configuracion confocal que se
utilizé de izquierda a derecha fue: DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450 nm; proteina verde fluorescente (PVF) Aexc
=488 nm, Aem = 500 nm y Texas Red, Aexc= 590nm, Aem = 615 nm.

Imagen 5.16. Localizacion de la Sonda AztecNernst-P. Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1yl
de una disolucion 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251. La configuracion confocal que se
utilizé de izquierda a derecha fue: DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450 nm; proteina verde fluorescente (PVF) Aexc

=488 nm, Aem = 500 nm y Cy5 Aexc= 647 nm, Aem= 665 nm. La barra de escala representa 20 ym.
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Las mitocondrias son el centro respiracién aerébica y las mayores productoras de
adenosin trifosfato (ATP) mediante la fosforilaciéon oxidativa generada por la ATP-
sintetasa a medida que los protones fluyen a favor de su gradiente electroquimico a
través de esta. Presenta un potencial de membrana mitocondrial (AWm) de
aproximadamente -180 mV (34). Partiendo de este parametro biofisico las sondas
fueron disefiadas para presentar una carga positiva en su estructura. Tomando en
cuenta que el pH del citoplasma es de aproximadamente 7.4 y que el pKa de las sondas
es mayor a dicho valor, cuando las sondas entren a la célula se encontraran en su forma
protonada en mayor proporcion, por lo que presentaran una carga positiva en el nticleo
de benzindolinio lo cual promovera la interaccién de tipo Nernstiana con el potencial
de membrana AWm. Una vez dentro, el pH de la matriz mitocondrial es ligeramente
alcalino, de 7.8 - 8.0 aproximadamente. Esto significa que, con excepcién de
AztecNernst-1, la fraccién mayor de las sondas estaran desprotonadas, neutralizdndose
asi la carga (35) lo cual generara la retencion de aquellas moléculas que estén en su

forma no protonada.

Tomando en cuenta lo anterior, el siguiente experimento que se llevé a cabo fue la
despolarizacion de las mitocondrias utilizando cianuro de carbonilo m-
clorofenilhidrazona (CCCP), el cual es un inhibidor de la fosforilacién oxidativa lo que
conlleva a estrés oxidativo en la mitocondria y disminuye su potencial (36). Para llevar
a cabo este experimento se utiliz6 la sonda AztecNernst-P, debido a que presenté mejore
desempefio en microscopia con localizacién mitocondrial clara. En primer lugar, se
realizd un experimento de colocalizacion utilizando el marcador comercial de
mitocondria MitoTracker™ Green (Invitrogen, M7514) con respuesta de emision en el
canal verde. La colocalizacion arrojo los resultados esperados al evidenciar un

coeficiente de Pearson de 0.978, Imagen 5-17.

Pagina | 91



CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION

I T S

Coeficiente de Pearson
0.978

Imagen 5.17. Microscopia de imagen en células vivas U-251 para la colocalizacion con el marcador
comercial MitoTracker™ Green (panel A, PVE Aexc = 488 nm, Aem = 500 nm) con la sonda AztecNernst-P
(panel B, canal Cy5 Aexc= 647 nm, Aem= 665 nm). El panel C muestra el translape de canales, mientras que en
el panel D se muestra la grdfica de dispersion. El coefficiente de Pearson fue de 0.978 calculado mediante el

plugin JACoP del programa Fiji (Image]). La barra de escala representa 20 ym.

A continuacion, el siguiente estimulo in vitro consistié en despolarizar el potencial de
membrana mitocondrial mediante el desacoplante CCCP. Se afiadieron de 150 a 500 nM
de CCCP y se procedi6 a tomar las imagenes inmediatamente, Imagen 5-18, panel A.
Posteriormente, se esperaron 5 minutos, y se volvieron a tomar las imagenes, panel B.
Y posteriormente se tomaron las imagenes a tiempos de 10, 20 y 30 min, paneles C - E.
Es importante resaltar que no se observaron diferencias significativas en este ensayo de
despolarizaciéon mitocondrial, es decir, ain con estimulos fuertes del desacoplante la
localizacion mitocondrial se mantuvo. Lo anterior indica de manera directa que las
sondas no interactiian con el potencial mitocondrial al balancear una carga neutra,
particularmente en el caso de la sonda AztecNernst-P, donde la localizacién
mitocondrial fue muy limpia, es decir, no presenta distribucién en el citosol, solo en la

mitocondria, ver Imagen 5.16 canal rojo.
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150 nM
A

Imagen 5.18. Monitoreo temporal de los cambios de despolarizacion del potencial de a membrana

mitocondrial (A¥n) mediante el desacoplante CCCP en células vivas U-251, detectado en el canal rojo (Cy5
Aexc= 647 nm, Aem = 665 nm) teiiido con la sonda AztecNernst-P. Las imdgenes fueron grabadas a: (A) tiempo

cero; (B) 5 min; (C) 10 min; (D) 20 min y (C) 30 min después de incubar 150 nM de CCCP. La barra de escala

representa 20 um.

Finalmente, se llevé a cabo la microscopia de imagen de la sonda AztecNernst-'¥. Como
se ha mencionado, dicha sonda se desarroll6 con el objetivo de optimizar la localizacién
mitocondrial de la sonda AztecNernst-3 que dirige su localizacion mitocondrial
puramente por el gradiente electroquimico Nernstiano (no de reparto) y presenta
buenas propiedades fluorescentes. Con este objetivo, la sonda AztecNernst-¥ incorpora
una funcion éster, que en presencia de hidrolasas mitocondriales puede neutralizar su

carga una vez internalizada en el organelo (37,38).

Para corroborar esta funcion de retencion mitocondrial via hidroélisis de éster, se llevo a
cabo la incubacidn en presencia de esterasas nativas y esterasas exdgenas afiadidas al
medio de cultivo, como control se llevd a cabo la imagenologia sin afiadir esterasas y
agregando 1.5 uM del farmaco Loperamida al medio de cultivo, un agente de inhibicion

de esterasas (38).

De manera interesante, para todos los experimentos realizados ya sea con esterasas
exdgenas y nativas o inhibiendo éstas ultimas, en ningun caso se logrd evidenciar la
localizacion mitocondrial selectiva, Imagen 5.19. De hecho, la sonda AztecNernst-¥

marco una gran cantidad del contenido intracelular incluyendo la mitocondria. Lo
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anterior result6 ser de gran interés ya que tal resultado implica que las enzimas
carboxilesterasas presentes en el citosol hidrolizan de inmediato la funcién éster de la
sonda, incluso antes de permear la membrana mitocondrial, haciendo que la
AztecNernst-Y¥ pierda su carga y no interactiie con el AWm. Otra implicacién de este
resultado, posiblemente mdas significativa para el disefo general de sondas
mitocondriales, es que se indica que el mecanismo de hidrélisis de ésteres para retener
cargos en mitocondria no es tan eficaz como el mecanismo de retencién basado
Unicamente en el gradiente de pH, como se observa en la sonda AztecNernst-3, o en la
combinacion del gradiente de pH con el gradiente hidrofilico-hidrofébico, como se ve

en la sonda AztecNernst-P.

Imagen 5.19. Microscopia de imagen en células vivas U-251 para explorar la retencion mitocondrial via
hidrélisis de éster en la sonda AztecNernst- ¥, en el canal rojo (Cy5 Aexc= 647 nm, Aem = 665 nm). El panel A
muestra la incubacion de la sonda por 30 min en presencia de medio enriquecido con 1 mg/L de esterasas
exogenas (Sigma-Aldrich, E3019) anadidas al medio de cultivo. En el panel B se muestra el experimento
control, sin afiadir esterasasy agregando 1.5 uM del farmaco Loperamida al medio de cultivo, un agente de
inhibicion de esterasas. En ambos casos, no se observé localizacién mitocondrial especifica. La barra de

escala representa 20 um.
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Finalmente, otro experimento consistié en incubar previamente a las células con acido
oleico (OA) y posteriormente tefiirlas con las sondas AztecNernst-2, 3 y P, esto con la
finalidad de promover la biosintesis de lipidos en la célula, y el aumento de dicha fase
lipidica en las membranas subcelulares. Tomando en cuenta que AztecNernst-P
presentd solvatocromismo negativo y que las sondas con esta propiedad son buenos
candidatos para medir la polaridad del medio en membranas (19), el estimulo de OA se
utiliza comdnmente para alterar la polaridad del ambiente subcelular. Sin embargo,
estrictamente hablando, lo que se modifica es el equilibrio hidrofilico-lipofilico, es decir,
la composicidn intracelular de lipidos aumenta, ya sea almacendndose en gotas lipidicas
(LDs) o en membranas subcelulares. Los resultados observados revelaron un aumento
en la fluorescencia de AztecNernst-2, que ahora presenta fluorescencia en el canal rojo
y se dirige selectivamente a las mitocondrias (ver Imagen 5.20). Este resultado indica
que la sonda es capaz de dar respuesta fluorescente con un desplazamiento hacia el rojo
en ambientes subcelulares mas lipofilicos. En contraste, la fluorescencia de
AztecNernst-3 parece haber disminuido (ver Figura 5.21), indicando problemas de
permeabilidad de dicha sonda. Por ultimo, AztecNernst-P no mostr6é resultados

significativos en comparacion con las observaciones sin la adicion de acido oleico (ver

Imagen 5.24).

Imagen 5.20. Localizacién de la Sonda AztecNernst-2. Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1 L
de una disolucién 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251. Las células fueron previamente
incubadas con 1ulL de dcido oléico por 24 horas. La configuracién confocal que se utilizé de izquierda a
derecha fue: Texas Red, Aexe=590nm Aem=615 nm, proteina verde fluorescente (PVF) Aexc=488 nm, dem = 520
nmy campo claro.
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Imagen 5.21. Localizacién de la Sonda AztecNernst-3 Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1 uL

de una disolucién 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251. Las células fueron previamente
incubadas con 1ulL de dcido oléico por 24 horas. La configuracién confocal que se utilizé de izquierda a
derecha fue: Texas Red, Aexc=590nm Aem=615 nm, proteina verde fluorescente (PVF) Aexc=488 nm, Aem = 520

nmy campo claro.

Imagen 5.22. Localizacién de la Sonda AztecNernst-P Las imdgenes se obtuvieron después de agregar 1 uL

de una disolucién 5mM preparada en DMSO a un cultivo celular de U251.Las células fueron previamente
incubadas con 1ulL de dcido oléico por 24 horas. La configuracién confocal que se utilizo de izquierda a
derecha fue: Texas Red, Aexc=590nm Aem=615 nm, proteina verde fluorescente (PVF) Aexc=488 nm, Aem = 520

nmy DAPI Aexc = 358 nm, Aem = 450 nmy campo claro.

Pagina | 96



| CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se mostré el diseno, sintesis y caracterizacién de una nueva
familia de sondas fluorescentes, AztecNernst, con solvatocromismo negativo y
selectividad a mitocondria mediante el gradiente de potencial A¥m. Todas las sondas
sintetizadas presentaron permeabilidad a la membrana plasmatica, sin embargo, AN-1
presento nulas propiedades fluorescentes. AN-2 present6 localizacién mitocondrial en
el canal TexasRed, y sus espectros de UV-Vis indican que presenta un ligero
solvatocromismo negativo. AN-3 presentdé una mejora en la respuesta fluorescente,
observandose principalmente en mitocondria en los canales TexasRed, PVF y DAPI, sin
embargo, su selectividad presenta la dindmica de equilibrio entre citosol y mitocondria,
debido a que el pH de la matriz mitocondrial esta en un rango muy cercano a su pKa se
favorece un equilibrio entre su forma protonada (positivamente cargada en el
fragmento de benzindolinio) y desprotonada (especie zwitteridnica), lo que provoca
que su tinciéon en mitocondrias sea difusa. Por otro lado, también presenté buena
respuesta a la viscosidad. Se logré la sintesis de la sonda AztecNernst-', la cual
presenta una funcion éster en su estructura con la finalidad de conferirle retencién
mitocondrial, sin embargo, los estudios de microscopia de imagen mostraron que no
presenta selectividad a este organelo, demostrando que en este caso el disefio de
retencion mediante la desprotonacién de una sonda de tipo potencial Nernstiano fue
mas eficiente que la retencion mediante la hidrolisis de una funcién éster. Finalmente,
la sonda AztecNernst-P fue la que mostré la mejor selectividad a mitocondrias,
observandose solamente en el canal TexasRed. Ademds, también mostré las
propiedades fotofisicas mds interesantes, en la titulaciéon de variaciéon continua THF-
Agua y Hexano-CHCIs se evidencia la formacién de agregados tipo | y la formacién de
excimeros, respectivamente. De toda la familia AztecNernst es la que presenta un
solvatocromismo mayor. Sin embargo, debido a la posiciéon del grupo nitro junto al

hidroxilo, estos forman un anillo muy estable que no permite la desprotonacién, razén
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por la que el solvatocromismo negativo observado en disolventes polares no proticos es
muy ligero, 8 nm en absorcion, y 20 nm en emisién DMSO-MeOH, ya que no permite la
formaciéon del momento dipolar de estado basal. En disolventes polares proéticos, el
solvatocromismo negativo es mas notorio, debido a que los puentes de hidrégeno que
forma el disolvente desestabilizan el anillo de seis miembros, lo que permite la

formacion del dipolo en el estado basal de la molécula.

Debido a que el disefio con un grupo hidroxilo favorece la desprotonacién en la matriz
mitocondrial de las sondas AztecNernst, el gradiente de pH resulté ser un mecanismo
mas efectivo para la retencién mitocondrial. Ademas, si bien el solvatocromismo de
AztecNernst-P es prometedor, la sintesis de una nueva sonda que impida la formacién
del anillo de 6 miembros entre el grupo nitro y el hidroxilo fendlico, por ejemplo,
cambiar la posiciéon del grupo nitro en el anillo, podria mejorar las propiedades

solvatocrémicas negativas de AztecNernst-P.
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Imagen 1. Espectro de absorbancia normalizada (izquierda) e intensidad de fluorescencia normalizada

(derecha) para la sonda AztecNernstz-1 evaluada en distintos disolventes con polaridad creciente.
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imagen2. Espectro de absorbancia normalizada (izquierda) e intensidad de fluorescencia normalizada

(derecha) para la sonda AztecNernst-3 evaluada en distintos disolventes con polaridad creciente.
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Imagen 3. Espectro de absorbancia normalizada (izquierda) e intensidad de fluorescencia normalizada

(derecha) para la sonda AztecNernst-y evaluada en distintos disolventes con polaridad creciente.
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Imagen 5. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-2 evaluada en mezclas de THF-Agua % v/v.
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Imagen 6. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-3 evaluada en mezclas de THF-Agua % v/v.
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Imagen 7. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-3 evaluada en mezclas de Hexano-CHCI3 % v/v.
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Imagen 8. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-y evaluada en mezclas de DCM-MeOH % v/v.
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Imagen 9. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-1 evaluada en mezclas de Glicerol-Agua % v/v.
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Imagen 10. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-2 evaluada en mezclas de Glicerol-Agua % v/v.
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Imagen 11. Espectro de absorbancia (izquierda) e intensidad de fluorescencia (derecha) para la sonda
AztecNernst-P evaluada en mezclas de Glicerol-Agua % v/v.
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