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Introduccidén

Desde el comienzo de las civilizaciones, el ser humano ha intentado explicar la
manera en que funciona el mundo en general y su organismo en particular. Con el
desarrollo de tecnologias cada vez mas avanzadas se ha logrado entender una
parte del universo, desde el protozoo mas simple hasta la galaxia mas lejana que
se puede observar. Durante los siglos XIX y XX se desarrollaron herramientas
capaces de explicar una multitud de fendbmenos, a la vez que se avanzaba en la

comprensiéon del mundo, también generaban nuevas preguntas.

Aportaciones de cientificos como William Perkin, quien fue pionero en la sintesis de
colorantes sintéticos revolucionaron la industria quimica con la creacion del primer
tinte artificial, la mauveina. Por otra parte, Santiago Ramon y Cajal, junto con
Camillo Golgi, realizaron los primeros estudios en células nerviosas usando
diferentes técnicas de tincién, lo que permitid una nueva forma de visualizar la
estructura y la fisiologia de las células mediante el uso de distintos compuestos
coloridos.

Todas y cada una de las disciplinas cientificas estan conectadas de alguna manera.
Bajo este sentido es importante destacar que a finales del siglo XX se encontré la
manera de controlar las propiedades de la luz: matematicos, fisicos e ingenieros
lograron crear laseres con propiedades Opticas no lineales que, en manos
adecuadas fueron usados para construir microscopios capaces de observar la
fluorescencia de una sola molécula interactuando con el ambiente subcelular. Por
su parte, quimicos y bioquimicos aprovecharon las nuevas tecnologias para aislar,
sintetizar y caracterizar nuevos compuestos capaces maximizar las capacidades de
los laseres y microscopios recién nacidos. Gracias a todos estos trabajos hoy en
dia, la microscopia de fluorescencia es una de las herramientas mas poderosas
para entender no solo las funciones y estructuras celulares, si no para controlar de
forma precisa la liberacion de farmacos (terapias fotodindmicas), la dinamica y la

comunicacién intercelular (optogenética), asi como medir pardmetros fisicoquimicos




asociados a condiciones normales y patologicas (desarrollo de sondas

fluorescentes).

En estas areas, el trabajo de los quimicos ha sido fundamental. Los bioquimicos
han logrado aislar y caracterizar proteinas que hacen que algunos organismos
presenten fluorescencia de forma natural. Los fisicoquimicos encuentran, hacen y
prueban diferentes teorias que explican los fendmenos Gpticos que presentan las
moléculas. El trabajo de los quimicos organicos e inorganicos ha contribuido en gran
manera a la generacion de una infinidad de herramientas moleculares capaces no
solo de estudiar a las células, si no explorar las posibilidades épticas y de marcaje.
El trabajo de los quimicos en general va encaminado a encontrar la manera de
controlar las propiedades Utiles en microscopia, como los rangos de emision y
absorcion, el rendimiento cuéntico de fluorescencia, la localizacion subcelular, el

coeficiente de absortividad molar o los mecanismos de marcaje.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) constituyen una familia de moléculas
generadas como subproductos naturales de la respiracion en organismos
aerobicos. Aungque las ROS desempefian funciones esenciales en procesos
biol6gicos como la sefializacion celular, un desbalance en sus niveles puede
desencadenar estrés oxidativo, lo que contribuye al desarrollo de diversas
patologias graves, como cancer, enfermedades neurodegenerativas y trastornos
cardiovasculares. La capacidad de cuantificar de manera precisa las ROS es, por lo
tanto, de gran importancia en el ambito biomédico y de investigacién. Sin embargo,
a pesar de los avances en tecnologias de imagen, las sondas fluorescentes actuales
son limitadas en su capacidad para detectar ROS in vivo con sensibilidad y

especificidad adecuadas.

Este trabajo tiene como objetivo disefiar y sintetizar una nueva sonda fluorescente
basada en un ndcleo de "rodol", optimizada para sensar ROS en entornos
subcelulares. Esta sonda ofrecera una herramienta innovadora para estudiar las
ROS en tiempo real, facilitando la investigacion de los mecanismos subyacentes al

estrés oxidativo y su impacto en la salud.




Capitulo 1. Antecedentes

1.1Procesos de absorcién y emisiéon de luz

1.1.1Procesos fotofisicos en compuestos organicos

La espectroscopia estudia la interaccion de la radiacion electromagnética y la
materia, centrandose en la absorcion de energia por parte del sistema y en la
medicion de la respuesta a esta absorcion. A bajas energias, es posible analizar los
cambios en el espin nuclear; a energias ligeramente mas elevadas, se pueden
estudiar los estados vibratorios de una molécula. Se requiere una energia mayor,
en el rango del ultravioleta-visible (UV-Vis), para investigar los cambios energéticos
en los estados electronicos. Generalmente, la radiacion UV-Vis se identifica por su
longitud de onda en nanémetros (1 nm = 10° m). La region visible abarca longitudes
de onda entre 400 y 800 nm, mientras que la luz ultravioleta abarca longitudes de

onda entre 200 y 400 nm.

Existen diferentes modelos que describen las interacciones de la luz con las
moléculas organicas de una forma cuantitativa. En sistemas conjugados del tipo
R(CH=CH)nR', se puede recurrir al modelo del electron libre. Para sistemas
aromaticos, se utiliza el modelo de orbitales de electrones libres perimetrales

(PFEO, por sus siglas en inglés).

Para moléculas con sistemas de dobles enlaces conjugados se observa que
las bandas de absorcion cambian a longitudes de onda mas largas a medida que
aumenta el numero de dobles enlaces conjugados. En el modelo del electrén libre
cada atomo de C contribuye con un electron al sistema 11, estos electrones son
libres de moverse a lo largo de todo el sistema. Se plantea entonces que el sistema
es una region de potencial uniforme y que la energia aumenta hasta el infinito en
los extremos del sistema. Por lo que los niveles de energia disponibles para los
electrones (e) pueden ser calculados con las ecuaciones que describen a la

particula en una caja unidimensional.!




n?h?

E =
8m.a?

Ecuacion 1

La longitud de la cadena se define como la distancia entre los atomos de carbono
terminales. Los electrones 11 se distribuyen en orbitales de manera que haya dos
por nivel (con espines opuestos). En un hidrocarburo completamente conjugado, el
numero de electrones 11 es par y el numero cuantico del nivel mas alto lleno sera n
=N/2, donde N es el nimero total de electrones 1. Durante el proceso de absorcioén,
un electron del nivel lleno més alto se excita al siguiente nivel con un ndmero

cuantico n' = N/2 + 1. La diferencia de energia entre estos dos niveles es:

2

0= - = () (Y] - v+ Beuacion2
"~ 8m,a? n " "~ 8mga?|\2 2 _8mea2( ) Ecuacion

Y la frecuencia de absorcion en nimero de onda esta dada por:

_AE _ h(N+1)

P —— Ecuacion 3
e

OQ‘ Fenantreno Oé‘ee
1:2:6:7-
Dibenzo
Antraceno pireno

Criseno O

L8

COO Perileno
1:2:3:4:5:6- Q Q

Tribenzo
antraceno

Hidrocarburos cata-condensados || Hidrocarburos peri-condensados

Figura 1. Clasificacion de hidrocarburos aromaticos derivados de la condensacion de anillos de benceno.

Los compuestos aromaticos o arenos pueden dividirse en dos grupos, segun el
namero y la forma en que estén unidos los anillos de benceno (Figura 1): a)
hidrocarburos cata-condensados, cuya formula general es Can+2Hz2n+4, donde ningin

atomo de carbono esta unido a mas de dos anillos; b) hidrocarburos peri-

10

——
| —



condensados, donde algunos &tomos de carbono estan unidos hasta con tres

anillos.?

En este modelo la clasificacion de los orbitales en sistemas catacondensados
es como la de los orbitales de electrones libres, pero viajando en un bucle
unidimensional de potencial constante alrededor del perimetro. Para encontrar las
energias y los orbitales perimetrales libres, primero se debe distorsionar el perimetro
en un circulo de la misma longitud. Las energias se pueden calcular de la siguiente

maneras34:

Zp? _ 1.21x10%¢? y
= Zmlz = = u ecuacion 4

Donde g es un entero, 0, 1, 2...; h es la constante de Planck, m es la masa
del electron, | es la longitud del perimetro en angstroms y E es la energia. Los
niveles estan espaciados cuadraticamente. El nimero cuéntico de anillo orbital, q,
mide el momento angular, determina los nodos de la funcién de onda y las reglas
de seleccién. En sistemas grandes, los vectores q pueden sumarse o restarse
algebraicamente, ya que estan restringidos a una dimension, para dar un niumero

cuantico de anillo orbital total, Q.

En estos sistemas de n anillos, cada atomo de carbono contribuye con un
electrén T, por lo que habra 2(2n+1) electrones 1. El nivel lleno mas alto sera q=n
y a los 4 electrones en este nivel se les designara como electrones f, aquellos en la
capa debajo de ellos se les asignara la letra e y asi sucesivamente. El primer nivel
vacio sera el nivel g, con q = n+1, la siguiente sera el nivel h, y asi sucesivamente.
En los estados de interés el nUmero total de momentum, Q, puede tomar los valores,
0, 1, 2,.., que estaran designados por A, B, C... respectivamente. También podria
tomar los valores 2n, 2n+1, 2n+2... entonces se designaran como K, L, M...
respectivamente. La introduccion del potencial peridédico debido a los atomos de
carbono elimina la degeneracion, de modo que cada estado se divide en dos

componentes representados por los subindices ay b.

En el estado basal, el sistema tendra una configuracion f4, Q = 0 y los espines

electrénicos estan apareados, se trata entonces de un estado singulete *A. Cuando

11
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un electron es excitado del nivel f al nivel g (Aq = 1) el estado excitado tiene la
configuracion f3g y Q = (n+1) + n puede tomar los valores 1 o (2n+1). El estado
puede ser singulete o triplete dependiendo de si el electron mantiene o no su valor
de espin. Por lo tanto, hay 8 posibles estados excitados correspondientes a la
configuracion f3g: 1Ba, 'Bb, !La, lLb, 3Ba, 3Bb, 3La, 3Lb. De la misma manera se puede
determinar las diferentes configuraciones de estados excitados para diferentes
valores de Ag. La figura 2 muestra un ejemplo de la configuracion de los estados

basal y excitado del antraceno.

g 41—9
ey
—

. ——— -
g ——— ¢
4}'7 c —Hi ¢
Estado excitado f — g

Conﬁguraci(m g
=n+1)+n

Numero de
= *\‘\?(Znﬂ) 14 |

Figura 2. Izquierda. Niveles electronicos del antraceno en sus estados basal y excitado. Derecha. posicion de los planos
nodales y los signos de la funcién de onda en diferentes regiones para los estados By L.

Estado basal 1A
Configuraci(m f*

El modelo funciona bien para determinar los nodos de la funcién de onda
electrénica. Los sufijos a y b hacen referencia a las dos posiciones alternativas de
los nodos con respecto a la molécula; a) donde los planos nodales cortan los
enlaces C-C y b) donde los planos nodales pasan a través de los atomos de C
(figura 2). En cuanto a la energia de los niveles, se puede demostrar que el modelo
predice que la frecuencia de absorcion promedio es casi inversamente proporcional
a la longitud del perimetro. Para sistemas con un nimero determinado de anillos, el
perimetro es constante, lo que implica que la ubicacién de los niveles deberia ser

aproximadamente la misma en diferentes isomeros. Este modelo también permite
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determinar la densidad de carga uniforme para sistemas condensados, de la cual

depende la reactividad de los compuestos®®.
1.1.2 Transiciones electrénicas

La absorcion de la radiacion UV-Vis es el resultado de la excitacion de los
electrones de un enlace, generalmente involucra la promocion de un electron del
nivel HOMO a los niveles LUMO o LUMO + 1. Por lo tanto, las longitudes de onda
de las bandas de absorcién se pueden relacionar con los tipos de enlace de la
especie en estudio. Si se promueve un electron a un orbital LUMO + 1, existiran
procesos vibracionales de relajacion que son muy rapidos (aprox. 10'? s) que
llevaran al electrén excitado al nivel vibracional mas bajo; desocupado de electrones
(LUMO), una vez ahi es mas probable que la molécula experimente una relajacion

radiativa (emision de fotones) hasta llegar al estado basal ©.

En los compuestos organicos los principales enlaces que existen son los
enlaces o y los enlaces 1. Al estar formados por el traslape directo de dos orbitales
atémicos s, los enlaces o tienen una mayor energia; por otra parte, los enlaces 1T
estan formados por el traslape lateral de dos orbitales atomicos 1 y son de menor
energia; finalmente, las moléculas organicas también contienen &atomos con
orbitales no enlazantes “n” que son todavia de menor energia que los enlaces ¢ 0
1. Con la energia adecuada se puede promover el electrén de un orbital enlazante
T a un orbital antienlazante 1*, denotando esta transicion como T—1r*, también un
electron que se encuentra en un orbital n puede promoverse a un orbital
antienlazante 1*, esta transicién es denotada como n—1*. Las transiciones que
involucran a los orbitales moleculares o necesitan demasiada energia que su
absorcion queda restringida a longitudes de onda muy cortas (Figura 3). Por lo
tanto, la energia de varias transiciones puede ordenarse de la siguiente manera:

N—TT < THTT* < N—>0* < 0—-TT* < g—0o* 78,
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En
* | |
a 1 T
* LUMO | |
n —H— nomo III 1 1 !
t | ¢ + | 4
T —H— T i i T
— 1 | |4
o —H— 1 Iy i
Estado Basal g-og* nooc*ron* nom*

Figura 3. Orbitales moleculares del enlace carbonilo y las posibles transiciones electronicas que puede experimentar.

Cuando uno de los electrones -que en el estado basal esta apareado con otro
de espin opuesto- es excitado su espin en principio no cambia por lo que su nimero
cuantico de espin es 0. Como se mencioné anteriormente, la multiplicidad del estado
basal y del estado excitado es 1 y se le conoce como estado singlete. Usualmente
se le conoce como So al estado basal y S1, So,... a los estados excitados. En el
caso de que el electrébn cambie su espin con respecto al que tenia en el estado
basal, su nimero cuantico de espin sera 1, tendra una multiplicidad de 3, una menor
energia y se le conoce como estado triplete. En compuestos organicos también
pueden existir especies con multiplicidad 2 “estado doblete”y generalmente son los
radicales libres los que exhiben este comportamiento. La siguiente tabla muestra un

resumen de las configuraciones de espin mas comunes®.

_ Multiplicidad
Orbitales Nombre S=%si
2s+1
. + e+ (- %)
Tl Singlete 1
=0

1 Doblete + % 2

T 1 Triplete +%% +1% =1 3

Tabla 1. Multiplicidades de espin experimentadas por compuestos organicos.
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Existen dos reglas de seleccién principales para las transiciones de absorcion®:

1. Transiciones prohibidas por spin. Las transiciones entre estados de
diferentes multiplicidades estan prohibidas. Sin embargo, siempre existe una
débil interaccion entre las funciones de onda de diferentes multiplicidades via
acoplamiento espin-orbita, de hecho, el proceso conocido como cruces
intersistemas es posible gracias a este acoplamiento.

2. Transiciones prohibidas por simetria. Se puede prohibir una transicién por
motivos de simetria, sin embargo, se pueden observar estas transiciones
prohibidas porque las vibraciones moleculares provocan cierta desviacion de

la simetria perfecta.

Una medida de qué tan fuertemente absorbe luz una molécula es al
coeficiente de absortividad molar “¢”, cuyas unidades generalmente son M-lcm™.
Coeficientes de extincién molar altos (1000 y 15000 M-icm?) estan asociadas a
transiciones permitidas, tales como transiciones T—1T* en compuestos conjugados.
Por otra parte, las transiciones n—11* tienen asociados valores bajos de € (entre 10
a 100 Mtcm?)’.

Experimentalmente, se puede medir la absorbancia “A (1)” o la transmitancia
"T ()" de un compuesto dentro de una celda de “I” cm de longitud. Estos valores
estan relacionados entre si con el coeficiente de absortividad molar mediante la Ley
de Beer (Ecuacion 5).

IO
AA) =—logT(A) = logi =e)lc ecuacion 5

Donde I} e I, son las intensidades de la luz incidentes y transmitidas por la
muestra, respectivamente a una longitud de onda dada. [ es la longitud de la celda
o longitud de paso Optico y c es la concentracion de la muestra. La ley de Beer
también se puede aplicar a un medio que contenga mas de una especie absorbente,
siempre y cuando no haya interaccion entre las distintas especies la absorbancia

total para un sistema multicomponentes es’
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AMDtotar =AD)1+A D)2+ + AN, =e)1lc+eA)lc + -+ (D), lc euacion 6

Los procesos de absorciéon son muy rapidos (alrededor de 10-1%s) por lo que
la geometria inicial del estado excitado es la misma que la geometria de la molécula
en el estado basal, aunque la configuracion electronica sea diferente. De acuerdo
con la aproximacion de Born-Oppenheimer los movimientos electrénicos son varios
ordenes de magnitud mas rdpidos que los movimientos moleculares de rotacion o
vibracion, por lo que es mas probable que una transicion electronica ocurra sin que
existan cambios conformacionales importantes. Estas observaciones son la base
del Principio de Frank-Condon, al resultado se le conoce como estado de Frank-

Condon y se dice que es una transicién vertical °.

1.1.3 Fluorescencia

Una vez que la molécula es sometida a la radiacion UV-Vis es excitada por la
absorcion de un foton y puede llevar a cabo diferentes procesos, tanto fotoquimicos
(reacciones fotoquimicas, fotocatélisis, etc.) como fotofisicos. Los procesos
fotofisicos mostrados en la figura 4 le permiten al sistema excitado regresar al
estado basal -0 de menor energia-. Estas vias de "desexcitacion" pueden competir
entre si cuando tienen lugar en una escala de tiempo comparable con el tiempo

promedio durante el cual las moléculas permanecen en el estado excitado.

Transferencia de carga
intramolecular

Formacion de Cambi p ional
excimeros ambio conformaciona

LJ
L] P
& o //7 Conversicon interna
ﬁ Fosforescencia

= " | I I I I=l= —————>  Cruce intersistemas%

\ Fluorescencia tardia
f \ Fluorescencia

==
Transformacién G Formacion de
fotoquimica exiplejos

Trasnferencia
dee o™

Figura 4. Procesos fotofisicos de relajacion de moléculas excitadas.
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Una forma de representar los estados electronicos de las moléculas y los
procesos fotofisicos que experimentan al interactuar con la luz es mediante los
diagramas de Perrin-Jablonski. En este tipo de diagramas los estados electronicos
son representados con lineas horizontales gruesas ordenadas verticalmente para
indicar sus energias relativas. Los estados vibracionales de las moléculas se
representan con lineas horizontales mas delgadas. Los estados de una multiplicidad
dada son separadas en columnas, los estados singulete usualmente se colocan del
lado izquierdo, mientras que los estados triplete, de energias més bajas, son
colocados del lado derecho. Los procesos fotofisicos pueden ser transiciones
radiativas o no radiativa. Las transiciones radiativas hacen referencia a la absorcion
0 emision de radiacidn electromagnética y se representan con flechas continuas, las
transiciones no radiativas hacen referencia principalmente a transiciones vibrionicas

y se representan con flechas onduladas?®.

©
H\
©

g
Y]

~
N

©
|

;
®

Ty

)

Estado vibracional

= Estado electronico

-— @ @ ¢ T Proceso Radiativo

(Absorcién o emision)

= Proceso no radiativo

So

(
\,

Figura 5. Diagrama de Perrin-Jablonski que muestra los procesos fotofisicos y los estados electrénicos de las
moléculas al interactuar con la radiacién electromagnética en la regién UV-Vis (Editado de Wirz, 2009)*?.
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En lafigura 5 se observa una forma general de diagrama de Perrin-Jablonski
con los diferentes procesos fotofisicos etiquetados con un nimero de la siguiente
manera: 1) Absorcion; 2) Conversion intena (IC), es una transicidén no radiatvia entre
dos estados de la misma energia y la misma multiplicidad, se trata de un proceso
en el que la energia de la molecula excitada se distribuye en los diferentes modos
vibracionales; 3) y 4) Cruce intersistemas (ISC) es una transicién no radiativa entre
dos estados de diferente multiplicidad, este proceso en principio esta prohibido pero
el acoplamiento spin-orbita puede ser lo suficientemente fuerte como para
permitirlo; 5) Relajacion vibracional, engloba los procesos mediante los cuales la
energia vibratoria de una molécula se transfiere al medio circundante, ocurre a

través de colisiones con otras moléculas!! .

El fendbmeno de luminiscencia (del latin lumen = luz) ocurre cuando el
electron en un estado excitado salta a un estado de menor energia liberando un
fotdn de luz infrarroja, visible o ultravioleta. Este término se utiliza para describir los
fendmenos que producen luz sin incrementar la temperatura. Existen diferentes
tipos de luminiscencia, dependiendo del tipo de excitacidén y de los procesos que se
lleven a cabo durante la emisién. Fluorescencia, fosforescencia y fluorescencia

retardada son casos particulares de luminiscencia.

En la figura 5 los numeros 6) y 7) representan los fendbmenos de
fluorescencia y fosforescencia, respectivamente. Se habla de fluorescencia cuando
la radiacion es emitida durante una transicion entre estados electronicos de la
misma multiplicidad de spin, el termino fosforescencia hace referencia al proceso
mediante el cual la radiacion se emite entre estados electronicos de diferentes
multiplicidades. Como las transiciones con cambio de spin estan prohibidas, la
velocidad del proceso de fosforescencia es muy baja y por lo tanto los tiempos de
vida de fosforescencia son largos (10 hasta 100 s), mientras que los tiempos de

vida de los estados singuletes se encuentran usualmente entre 10y 10°s.
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Todos los procesos antes citados compiten entre si, por lo que se puede
definir un rendimiento cuantico de fluorescencia @r que es la fraccion de moléculas
excitadas que regresan al estado de menor energia con emision de fluorescencia
(Ecuacion 7).

ky

=——=k37 Ecuacion 7
kS + k3. res

Pr

Donde: k; es la constante de velocidad para la desactivacion radiativa S1 — Socon
emision de fluorescencia; k;, es la constante de velocidad de los procesos no
radiativos tales como el cruce intersistema o la conversion interna y t, se refiere al

tiempo de vida media del estado excitado S148.

Dado que las propiedades de la fluorescencia se ven afectadas tanto por la
estructura molecular como por el entorno, la espectroscopia de luminiscencia en
general y la espectroscopia de fluorescencia en particular han sido muy explotadas
con el fin de desarrollar métodos analiticos con alta sensibilidad, técnicas de
microscopia basadas en estos principios, asi como marcadores y sondas
fluorescentes que permiten estudiar diversos sistemas en multiples contextos'>-14.
Desde la sintesis de moléculas fluorescentes hasta el descubrimiento de proteinas
fluorescentes, algunas de las razones por las que estas técnicas han ganado
popularidad son: mayor sensibilidad, mejor resolucién espacial, alta velocidad de

respuesta y amplia versatilidad®®.
1.2 Especies reactivas de oxigeno in cellulo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son formas parcialmente reducida o
excitadas de oxigeno atmosférico (ROS por sus siglas en inglés) son una familia de
moléculas que se generan, transforman y consumen continuamente en todos los
organismos aerobicos. ROS abarca una familia de moléculas y no una entidad
quimica discreta, la identidad molecular de cada ROS es de suma importancia para
determinar tanto su reactividad quimica como su respuesta biologica. Las
principales ROS en los seres vivos son el radical superdxido (Oz2"), peroxido de

hidréogeno (H202), acido hipocloroso (HCIO), ozono (Oz), oxigeno singulete (102) y

19

——
| —



radical hidroxilo (HO). La tabla 2 muestra algunas propiedades importantes de las
diferentes ROS?,

ROS T Modo de accién Sistema de eliminacion

Superoéxido [02]™ 1-4 us Reacciona con proteinas con Fe-S SOD, Flavonoides y Ascorbato.

Dismuta con H20;

Radical hidroxilo [HO] 1ns Extremadamente reactivo con todas las Flavonoides, prolina, azucares,
biomoléculas incluidas DNA, RNA, ascorbato.

lipidos y proteinas.

Peroxido de hidrégeno H,O,  >1ms Reacciona con residuos de cisteina 'y APX, CAT, GPX, PER, PRX.
metionina de diferentes proteinas. Ascorbato, glutation.

Reacciona con DNA.

Oxigeno Singulete 'O, 1-4ps Oxida lipidos, proteinas y residuos G de Carotenoides y a-tocoferol
DNA.

Tabla 2. Propiedades de las diferenes ROS. Abreviaturas: APX, Ascorbato peroxidasa; CAT, Catalasa; GPX, Glutation
peroxidasa; PER, peroxidasa; PRX, peroxiredoxina; SOD, superdxido dismutasa (Tabla editada de 16).

Las ROS aparecieron en la tierra junto con las primeras moléculas de oxigeno
atmosférico hace aproximadamente 2,400 a 3,800 millones de afios. En la figura 6
se muestra la formacién de diferentes ROS a partir de oxigeno molecular
atmosférico, se puede observar que en presencia de Fe?*, ocurre la dismutacion de
H202 (o de [O2]) para formar el radical hidroxilo HO" altamente reactivo, a esta
reaccion se le conoce como reaccion de Fenton. Gracias a las condiciones
altamente reductoras y los altos niveles de hierro solubilizado en los océanos, es
muy probable que el oxigeno molecular, nitrégeno, sulfuros y demas gases de la
atmosfera primitiva se transformaran inmediatamente en diferentes especies
reactivas'’. La evolucion de las especies se llevo a cabo mediante la adaptacion a
estas condiciones, lo que explica que en los organismos aeroébicos las ROS tengan

funciones especificas en procesos como la respiracion o la sefializacién celular.
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H,0, + Fe2t——> OH + OH" + Fe3*

Esquema 1. Formacion de diferentes ROS a partir de oxigeno molecular.

Cada una de las ROS tiene diferentes grados de reactividad hacia
componentes celulares, tales como el ADN, el ARN, las proteinasy los lipidos. Entre
los roles principales que juegan estas especies en la fisiologia normal de la célula
estan: la sefalizacion para regular y mantener funciones fisiolégicas como la
transcripcion, la fosforilacion, el mantenimiento de los flujos metabdlicos y algunas
reacciones enzimaticas. Estos procesos se llevan a cabo dentro de una ventana
definida de concentraciones (Esquema 2). Las concentraciones muy bajas pueden

ser citostaticas, es decir, causar la demora o impedir el crecimiento adecuado de

las células. Mientras que las con

células existe una variedad de vias de reparacion, eliminacién y reemplazo que

reparan los dafios y previenen la acumulacibn de componentes celulares

oxidados?S,

centraciones muy altas son citotoxicas. En las

ROS

Citostatico

Proliferacion
Celular

Aclimatacion
al estrés

Nivel basal

Citotéxico
(Estrés oxidativo)

Biologia REDOX

Muerte celular
fisiolégica

Defensa
contra patégenos

Transduccion Regulacion
de sefiales Diferenciacién metabdlica
y desarrollo

Figura 5. Efecto de los diferentes niveles de ROS en la regulacién de diferentes procesos celulares.
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En condiciones normales, ROS se localizan en organelos que incluyen
fagosomas dentro de células especializadas del sistema inmunitario y peroxisomas
gue median diferentes reacciones dentro del metabolismo. También pueden
localizarse diferentes tipos de ROS en mitocondria, donde ocurre la cadena
transportadora de electrones del NADH vy el succinato a través de una ruta redox
muy controlada, culminando en la reduccion de Oz en H20 durante la respiracion y
sintesis de ATP. Por lo que la generacion de ROS es una inevitable consecuencia
de la respiracion de organismos aerébicos. En el reticulo endoplasmatico la mayor
produccion de ROS ocurre durante un proceso que se conoce como plegamiento
oxidativo. Otra fuente de ROS son diferentes tipos de membranas celulares que

cuentan con las proteinas NADPH Oxidasas (Nox)*8.

Dada la importancia de la homeostasis REDOX en las reacciones
metabdlicas y en la fisiologia, el desajuste de las cantidades de ROS en la célula
esta relacionado con el desarrollo y mantenimiento de diferentes patologias. En la
diabetes tipo 2 por ejemplo, los altos niveles de ROS estan asociados
anormalidades como la hiperglucemia, incremento en la glicosilacién, inflamacion,
ademas de alterar la sintesis de insulina en células pancreaticas. Por otra parte, las
caracteristicas distintivas del céncer incluyen una sefializacion proliferativa
sostenida, evasion de supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular y
metéstasis. Todas estas caracteristicas pueden analizarse desde un punto de vista
de alteraciones de rutas REDOX. Las células cancerigenas mantienen niveles de
ROS mas altos de lo normal, como para mediar reacciones que permiten su
proliferacion, pero no a niveles citotoxicos. En las células del sistema nervioso
central el desajuste del equilibrio de ROS afecta tanto el desarrollo como la
plasticidad neuronal, lo que se traduce en la aparicion y mantenimiento de

enfermedades como Parkinson o Alzheimer6.19,
1.3 Fluoré6foros basados en xanteno

Las sondas fluorescentes de molécula pequeiia hoy en dia juegan un rol importante
en areas de investigacion como la bioquimica, la biomedicina o la biologia en

general. Los xantenos son una clase especial de compuestos triciclicos, similares
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al antraceno, pero en donde el anillo central ha sido reemplazado por un anillo de
pirano. Constituyen una clase de heterociclos importantes ya que estan presentes
en una gran variedad de productos naturales, exhiben un buen numero de
actividades bioldgicas y farmacéuticas. Sus propiedades fotofisicas y su facilidad de
modificacion estructural los han hecho muy Uutiles en el desarrollo de técnicas de

microscopia de fluorescencia, aplicaciones analiticas y terapia fotodinamica?°.

Con base en su estructura, los derivados de xanteno se pueden dividir en
tres clases principales: fluoresceinas, rodaminas y rodoles. Estos derivados tienen
excelentes propiedades fotofisicas tales como altos coeficientes de extincion,
buenos rendimientos cuanticos y longitudes de onda largas tanto de absorcion como
de emision. La presencia de diferentes sustituyentes en la posicion 9 involucra un
gran impacto en sus propiedades fotofisicas y biologicas. Los tres derivados
mencionados arriba contienen un acido carboxilico en la posicién 9 que puede
formar un espirociclo y actia como interruptor molecular al interrumpir el sistema 1
conjugado. Este equilibrio entre las forma abierta y cerrada, depende externamente
de las condiciones del medio como el pH y la polaridad, y dependen internamente

de los sustituyentes con los que sea derivada cada molécula 2922,

Esquema 2. A. Estructura general del nucleo de Rodol con los carbonos enumerados. B. y C. Estructuras de rodamina
y fluoresceina respectivamente, ndtese que se trata de estructuras cargadas. D. Los rodoles pueden presentar una forma
neutra y otra iénica dependiendo del medio.
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La radiacidn electromagnética de baja energia es especialmente Util porque
penetra facilmente los tejidos vivos, ademas de causar menos dafio que las
longitudes de onda de mayor energia. Por esta razon se han hecho varios estudios
con el fin de modular las propiedades fotofisicas de los compuestos de xanteno. En
la literatura se pueden encontrar al menos cinco formas de modular estas
respuestas (Esquema 3): 1. Aumentar la conjugacion 1 del croméforo; 2.
Modificacion de los grupos N sustituidos del sistema 1T del cromoéforo; 3. Reemplazo
del atomo de oxigeno central con el de otros elementos; 4. Formacion de xantenos
fusionados incorporando dos anillos espirociclicos y 5. Planarizacion de los grupos

xanteno y benceno %2

Extension de la conjugacion © Modificacion del N-sustituyente Reemplazo del 4tomo de Oxigeno central por otro elemento
del anillo de Xanteno ' en el anillo de Xanteno
fa N 7 ! \ ((
1 \ 1 1 /a 1 ' | ! .
A (o) A : _N O N X
Ib -— b ! /
Y Y b / Z !
1 1 1 \C 1 H AR *
Le J R ' R R

Formacion de dos Xantenos
fusionados con dos spirociclos

Figura 7. Estrategias generales usualmente usadas para modular las propiedades Opticas de las sondas basadas en
Xanteno.

1.3.1 Fluoresceinas y rodaminas

La preparacién de fluoresceina por condensacién de resorcinol con anhidrido ftalico,
usando un acido de Lewis como catalizador, fue reportada por primera vez por Von
Bayer en 1871. Es uno de los fluoroforos mas ampliamente usados en bioquimica
moderna, asi como en la investigacion bioldgica y médica, debido a la facilidad de

obtenerla a bajo costo.
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Este compuesto existe como cuatro especies en equilibrio en disolucion
acuosa que dependen del pH: catidnica, neutra, anionica y dianionica. En el
esquema 3 se muestran los pKa de cada una de las formas que presenta??. Como
dianidén absorbe luz azul con un maximo de absorcion de Amax = 490 nm y un
coeficiente de emision de € = 9.3x10*Mcm a una longitud de onda de emision Aem
=512 nm que esta dentro de la region verde del espectro electromagnético, también

presenta un rendimiento cuantico de ®r 0.95%.

Respecto al ajuste de las propiedades fotofisicas de las fluoresceinas, la
alquilacién o acilacion del oxigeno fendlico mantiene la molécula en la forma de
espirolactona (no fluorescente). Sin embargo, existen dos métodos para aumentar
los méximos de absorcion: a) la halogenacién en el anillo de xanteno o en el fenilo
colgante, por ejemplo, la halogenacion con cloro provoca un cambio batocrémico
alrededor de 40 nm. Sin embargo, la introduccién de atomos pesados como Bry |
también aumentan la probabilidad de un cruce intersistemas desde el estado
excitado singulete hasta el estado excitado triplete; b) otro método que se puede
usar para aumentar los maximos de absorcion implica la sustitucion del oxigeno del

xanteno por otro atomo, como C o Si??24,

¥
o o OH, (o) o OH (o)
‘ A ‘ pKa,;=2.1 A ‘ pKa,=4.3
D —
P — -
l COOH ] COOH ~———

9
O O

o

HO

Esquema 3. Posibles estructuras que puede adoptar la fluoresceina dependiendo del pH. Las formas abierta y cerrada
que se muestran entre el primer y el tercer valor de pKa dependen de la polaridad del medio.

Entre los fluoréforos derivados de xanteno mas famosos y Utiles estan las
rodaminas, cuyo nombre proviene del griego rodhon que significa rosa. Son
basicamente compuestos sintéticos que contienen varios derivados de amina ya

sean ciclicos o lineales. La rodamina B fue sintetizada por primera vez por Noelting
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y Dziewonsk en 1905 y ha sido usada ampliamente en muchos campos de
investigacion. Las rodaminas tienen longitudes de onda de absorcion y emision
mucho mas largas que las fluoresceinas -entre 450 y 700 nm-, ademas de altos
valores de coeficiente de extincion y buenos rendimientos cuanticos. Comparadas
con las fluoresceinas, las rodaminas tienen una alta resistencia al fotoblanqueo. Las
rodaminas también pueden presentar una forma abierta y una forma de
espirolactona cerrada, en su forma de espirolactona los compuestos no son
fluorescentes y son a menudo incoloros, mientras que la apertura del anillo da como

resultado una fuerte emision de color rosadol3:23.24,

Las rodaminas se usan frecuentemente como materiales de referencia para
espectrofotometria de fluorescencia, gracias a su alta fotoestabilidad. Por ejemplo,
la rodamina B y la rodamina 101 son empleadas como material de referencia para
determinar el rendimiento cuantico de otros compuestos fluorescentes. La mayoria
de las rodaminas existen como cationes fluorescentes de amonio cuya carga esta

deslocalizada en todo el sistema conjugado en un amplio rango de valores de pH”.

La modificacion de las propiedades oOpticas de las rodaminas como el brillo,
la fotoestabilidad o las longitudes de onda de emision o absorcion, puede lograrse
mediante la alquilaciébn de los grupos de anilina (por ejemplo, para hacer una
molécula mas rigida), también se puede aumentar el tamafio del sistema conjugado
o reemplazando el atomo de oxigeno central por otros &tomos como el carbono,

silicio, Germanio o Selenio?2:25.26,
1.3.2 Rodoles

Los rodoles son hibridos estructurales de fluoresceina y rodamina. Dependiendo de
los sustituyentes con los que cuente la longitud de absorcion maxima varia de 490
a 550 nm, mientras que la longitud de onda de emision varia de 520 a 580 en
solucion acuosa. A diferencia de las fluoresceinas y las rodaminas que tienen
cargas formales negativas y positivas respectivamente, los rodoles muestran dos
estructuras, una neutra y una dipolar (esquema 2)?’. Por otra parte, el Esquema 4
muestra las caracteristicas estructurales que usualmente se tienen en cuenta al

disefiar sondas, al modular cada una de estas partes se puede dirigir tanto las
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propiedades Opticas como las caracteristicas generales de la molécula. Un
sustituyente polar en la posicion 2 permite una transferencia intramolecular de

protdn en el estado excitado (ESIPT por sus siglas en inglés).

Encendido y

apagado

: %\ COOH Control de
R\ ESIPT
.7 F
(\) L
? ““('/\. = \“‘f"““ . .
_:g La sustitucién en O
R convierte al rodol en la
~ N X (o) forma lactona
rd
| ?
R -
P P .c,?c"“ . ‘\‘:‘Ca
220 . o
2 ‘(‘ '\\’\\c"a
e

Figura 8. Caracteristicas estructurales de los rodoles usadas en el disefio de sondas fluorescentes.

En los rodoles, una gran parte de la densidad electronica se localiza en el
grupo amino terminal. Bajo la excitacidn, la densidad electronica se redistribuye
desde el grupo amino hasta el grupo cetona. Por esto el momento dipolar del estado
S1 es mucho mas alto que el estado So. Por lo tanto, los disolventes polares
estimulan la separacion de carga y disminuyen la diferencia de energias entre
HOMO y LUMO, lo que explica el solvatocromismo positivo que muestran
generalmente. Rodoles no sustituidos exhiben una absorcion maxima a 493 nm en
agua con una fuerte respuesta de fluorescencia. La adicion de uno o dos
sustituyentes alquilicos aumenta la fuerza electro donadora del grupo amino y
conduce a un desplazamiento hacia el rojo tanto en el maximo de absorcién como
de emision. En contraste con los rodoles N-alquilados, los rodoles con sustituyentes

arilo muestran menores sefiales de fluorescencia??2?
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Esquema 4. A. Influencia de los sustituyentes polares en las propiedades épticas de los rodoles. B. Equilibrios entre las
formas de espirolactonas y la forma abierta dependientes del pH.

Al igual que las rodaminas y fluoresceinas, los rodoles muestran una forma
de espirolactona cerrada que interrumpe el sistema 1T conjugado y bloquea la
fluorescencia. Este comportamiento es dependiente en gran medida del pH, el
esquema 4B muestra las diferentes especies que pueden estar en equilibrio. En
condiciones basicas, los rodoles existen en la Forma D -la formacion de la sal
previene del cierre de anillo-, en condiciones &cidas dependiendo de los

sustituyentes se puede encontrar en la forma espiro A o protonada C.

El método mas comun para la preparacion de rodoles, al igual que en los
otros fluoréforos derivados de xanteno, se basa en la acilacion tipo Friedel-Crafts.
Para los derivados simétricos la sintesis se realiza en un solo paso usando anhidrido
ftélico y resorcinol (para fluoresceina) o p-aminofenol (para rodamina). Sin embargo,
en el caso de los rodoles, la sintesis se debe hacer mediante un intermediario de
benzofenona que requiere un exceso de anhidrido ftalico para suprimir la formacién
del compuesto simétrico en competencia, posteriormente la condensacion del
intermediario con resorcinol usando catalisis acida?®??. Otra metodologia hace uso
de la aminacion de Buchwald-Hartwig usando como materia prima fluoresceinas
monoprotegidas en la forma espiro, formando un intermediario de trifluorometil
sulfonato y posteriormente realizando la aminacion y desproteccion del compuesto.
Usando este método se ha sintetizado una biblioteca de rodoles con diferentes

sustituyentes?8,

——
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Capitulo 2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

Considerando las propiedades estructurales y el comportamiento fotofisico de los
rodoles, se postula que la introduccion de determinados grupos funcionales en su
estructura permitira la creacion de interruptores moleculares altamente sensibles y
selectivos para la deteccion de especies reactivas de oxigeno, especificamente
peréxido de hidrégeno (H202) y oxigeno singulete (*O2). La presencia de
sustituyentes acetilo podria influir significativamente en sus propiedades de
absorcion y emision, asi como en su capacidad para cambiar entre estados
dipolares y neutros bajo diferentes condiciones de pH y disolventes. Se espera que
la manipulacion de estos sustituyentes permita disefiar rodoles con afinidades
especificas hacia las especies de interés, generando asi una respuesta fluorescente
distintiva y sensible ante la presencia de H202 y 'O2. La combinaciéon de la
versatilidad sintética de los rodoles y su capacidad para interrumpir el sistema T
conjugado ofrece una plataforma prometedora para el desarrollo de sensores
altamente eficaces y selectivos para la deteccién de especies reactivas de oxigeno,

lo que podria tener aplicaciones significativas en la investigacion biomédica.
2.2 Objetivos Generales

El objetivo principal de este proyecto es llevar a cabo la sintesis y caracterizacion
guimicas de un derivado de rodol sustituido con un grupo acetilo en la estructura de
xanteno, asi como realizar estudios espectroscopicos y de imagenologia para
evaluar su respuesta frente a especies reactivas de oxigeno (ROS), particularmente
peréxido de hidrégeno (H202) y oxigeno singulete (*O2). Ademas, se busca
caracterizar exhaustivamente estas moléculas mediante técnicas analiticas y
espectroscopicas para comprender sus propiedades fotofisicas y su capacidad de
deteccion de ROS. Por ultimo, se pretende realizar estudios de imagenologia para
visualizar la interaccion del fluoréforo con las ROS en lineas celulares, lo que
permitira validar su potencial aplicacibn como sondas fluorescentes para la

deteccion y monitoreo de ROS en diversos contextos.
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2.3 Objetivos especificos

2.3.1 Sintetizar el derivado de rodol sustituido con un grupo acetilo en la posicion 6°

de la estructura de xanteno mediante métodos de sintesis organica.

2.3.2 Los compuestos sintetizados de los derivados del rodol seran caracterizados
mediante las técnicas espectroscépicas como RMN'H y RMN®C, asi como por

espectrometria de masas.

2.3.3 Realizar estudios espectroscépicos para evaluar la respuesta del derivado de
rodol frente a ROS, mediante técnicas como espectroscopia de absorcion y
fluorescencia, para determinar su sensibilidad y selectividad hacia H202 y 1Ox.

2.3.4 Realizar estudios de imagenologia para visualizar la interaccion del derivado
de rodol con ROS en lineas celulares, mediante microscopia de fluorescencia
confocal, con el fin de validar su potencial aplicacion como sonda fluorescente para

la deteccion y monitoreo de ROS en sistemas biologicos.
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Capitulo 3. Procedimiento experimental

3.1 Sintesis
3.1.1 Reactivos e instrumentacion

Los reactivos utilizados fueron obtenidos de proveedores comerciales y fueron
utilizados sin previa purificacion, fueron almacenados segun las indicaciones de los
proveedores. Para la sintesis y los estudios de fluorescencia se usaron disolventes
grado RA, los cuales fueron tratados y secados a través de métodos
estandarizados. A las reacciones se les dio seguimiento mediante Cromatografia en
Capa Fina (CCF) de gel de silice, fueron reveladas mediante exposicion a luz UV (A
254 nm y A 365 nm), con una disolucién de vainillina y con vapores de Yodo. Los
rendimientos reportados corresponden a los productos purificados, las

metodologias no fueron optimizadas.

Los andlisis de RMN de 'H y 13C se llevaron a cabo a 25 °C en los equipos:
Bruker Fourier de 300 MHz y Bruker AVANCE Ill de 400 MHz. Los espectros
obtenidos mediante estos métodos muestran desplazamientos quimicos con
respecto a Si(CHs)s, empleando diferentes disolventes deuterados. Los espectros
de masas en modo de ionizacion ESI+ fueron adquiridos en un equipo Agilent
Technologies 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS, usando DMSO o metanol como

disolvente.
3.1.2 Sintesis de los fluor6foros

En el esquema 1 se muestra la ruta que se siguié para llevar a cabo la sintesis de
la sonda, posteriormente se detallan los procedimientos que se llevaron a cabo en
cada paso de la sintesis. El andlisis de los espectros correspondientes a la

caracterizacion de cada uno de los productos se puede leer en la seccion 4.1.
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Esquema 5. Ruta sintética que se siguié para obtener el derivado de rodol 6.

Acido 4-(4-(dimetilamino)-2-hidroxibenzoil) isoftalico (3). Se pes6 1.4 g (7.4
mmol) de 2 y se molié en un mortero hasta lograr un polvo fino. En un matraz bola
se afiadi6 1 g (7.3 mmol) de 1y se disolvié en 20 mL de tolueno, se llevé la mezcla
a 60°C y posteriormente se afiadié lentamente el compuesto 2. Después se llevo la
reaccion a 120 °C por 24 h. Se dejo enfriar a temperatura ambiente, posteriormente
se evaporo el disolvente a presion reducida. Se afiadieron 10 mL de metanol y se
llevd a reflujo por 30 min, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 3
mL de &cido acético dando como resultado un precipitado de color rosa. La mezcla
se evaporo a presion reducida, se recristalizé con la minima cantidad de metanol

frio. Se filtr6 el producto obteniendo 1.815 g (49%) de un polvo rosa.

|

_N OH

o o
5 N OH 4 Tolueno, 120 °C, 24 h QH
@) . > ‘ @)

o) 2.MeOH
OH 1 Reflujo, 30 min.
3. Acido acético HO™ ~O
3

49%
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Acido 4-(6-(dimetilamino)-3-ox0-3H-xanthen-9-il) isoftalico (4). Se pesaron y se
colocaron dentro de un matraz 100 mg de 3 (0.303 mmol) y 34 mg de resorcinol
(0.303 mmol), se afiadi6 1 mL de acido fosforico y se llevd a una temperatura de
170 °C por una hora. Luego se dejé enfriar a temperatura ambiente, se afiadiéo 1 mL
de &cido perclérico y se llevé a 100 °C por 15 min. Se dej6 enfriar a temperatura
ambiente y se afiadieron 2 mL de agua aproximadamente. Se llevé a un pH de 5.5

y se filtrd el precipitado. Se obtuvieron 103 mg (84%) de un polvo de color rojo

oSscuro.
OH I
| _N o 0
_N OH
o}
OH 5H
— > OH
O o 1. H3PO,4, 170°C, 1 h
2. HCIO4,100°C, 15 min
HO™ ~0O HO™ o
3 4
84%
Acido 3’-acetoxi-6"-(dimetilamino)-3-oxo0-3H-spiro[isobenzofurano-1,9-

xanteno]-5-carboxilico (5). La reaccion se llevé a cabo en atmosfera inerte, para
eso se colocaron 200 mg (0.496 mmol) de 4 en un matraz seco, se cerré y se hizo
vacio, después se purgo con Ar y el procedimiento se repitié 3 veces. Se agregaron
10 mL de DCM seco y se colocé en un bafio de hielo. Posteriormente, se agregaron
0.65 mL de DIPEA (1.488 mmo) y se dej6 agitando por 15 min. Pasado ese tiempo,
se afladieron 0.15 mL (2 mmol) de cloruro de acetilo, se retir6 del bafio de hielo y
se dej6 agitando a temperatura ambiente por dos horas. El producto se extrajo 3
veces usando una disolucion de HCI 1M y DCM, en cada ocasion. Luego, se lavo 3
veces con una disolucion saturada de NH4Cl y DCM, en cada ocasion. La fase
organica se evaporo al vacio y posteriormente se purific6 mediante cromatografia
en columna usando silica como fase estacionaria y un sistema DCM/MeOH (97:3).
Se obtuvieron 452 mg de un polvo rojo (5) lo que corresponde a un 81% de

rendimiento.
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DIPEA, DCM

‘ OH Tamb: 2h

Bromuro de 5-((3"-acetoxi-6"-(dimetilamino)-3-o0x0-3H-spiro[isobenzofurano-
1,9"-xanteno]-5-carbonil) oxi)-N, N, N-trimetilpentan-1-amonio (6). Se colocaron
en un matraz 100 mg de 5 (0.224 mmol), se agregaron 80 mg de 5-bromo-N, N, N-
trimetilpentan-1-amonio (0.269 mmol) y 3 mg de Nal (0.022 mmol), la mezcla de
reaccion se disolvio en 10 mL de ACN y se agité durante 10 min a temperatura
ambiente. Se afiadieron 80 puL (4.59 mmol) de DIPEA y se llevo a reflujo durante 24
horas. Luego, se realiz6 una cromatografia en columna usando silica como fase
estacionaria. Para la fase movil, se uso6 un sistema de elucion de polaridad creciente
iniciando con DCM y aumentando la polaridad de 2% en 2% hasta llegar a 12% con
MeOH. Se obtuvieron 98 mg de un sélido color naranja claro que corresponde a un

68% de rendimiento.

ACN, DIPEA, Nal
Reflujo, 24 h o
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3.2 Espectrofotometria

Los disolventes empleados para las mediciones fueron de grado reactivo en su
mayoria y en algunos casos, de grado HPLC. Todas las mediciones se llevaron a
cabo a una temperatura de 25 °C. Se prepar6 una solucion stock de cada sonda a
una concentracion de 5 mM en 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). El contenido final
de DMSO se mantuvo por debajo del 1% en cada medicidn. Los espectros UV-Vis
se obtuvieron en celdas de cuarzo utilizando un espectrofotometro de arreglo de
diodos Edingburgh Instruments. Los espectros de fluorescencia también se
obtuvieron en celdas de cuarzo, utilizando un espectrofluorometro FS5 de

Edinburgh Instruments.
3.3 Microscopia de imagen

La linea celular empleada en este estudio fue la U-251, derivada de glioblastoma
humano (U-251 MG cell line human, #09063001, Merck, USA). Las células se
cultivaron en monocapas a una densidad de 10,000 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 un 10% de suero fetal bovino. La incubadora se configuré a una
temperatura de 37 °C y 5% de CO:a.

Se realizaron tratamientos celulares para microscopia de imagen utilizando cianuro
de carbonilo m-clorofenilhidrazona (CCCP) a 150 nM; NaCl al 10%. Para los
estudios de localizacion, las células se lavaron con PBS y se les cambi6 el medio
nuevamente. La disolucién stock de las sondas para microscopia se prepar6 a 5
mM en 2 mL de DMSO, afnadiendo 1 uL de cada sonda.

La configuracion del microscopio confocal utilizada en todos los experimentos fue la
siguiente: Texas Red con Aexc =590 nm y Aem = 615 nm, proteina verde fluorescente
(PVF) con Aexc = 488 nm y Aem= 520 nm, y DAPI con Aexc = 358 nm y Aem = 450 nm.
Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa FiJi (ImageJ).
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Capitulo 4. Resultados y Discusion

En el presente trabajo se logro sintetizar un derivado de rodol (6, esquema 5) que
contiene un grupo acetilo en el oxigeno de la posicion 3 y una cadena de N, N, N-
trimetilpentilamonio. A continuacion, se describira a detalle el proceso de sintesis y
la caracterizacion, cabe resaltar que solamente se realizO una caracterizacion
completa del producto final (6) ya que los productos intermedios han sido reportados

ampliamente en la literatura.
4.1 Caracterizacion

El primer paso de la ruta planteada fue la preparacion del intermediario derivado de
benzofenona (3), la cual se llevé a cabo mediante una acilacién de tipo Friedel-
Crafts usando como materias primas dimetilaminofenol (1) y el derivado de
anhidrido ftalico (2). Se uso un ligero exceso de anhidrido ftalico. En el esquema 6
se muestra el mecanismo propuesto, se observa que el dimetilaminofenol esta
activado en la posicion orto; por lo que experimenta un ataque nucleofilico aromético
sobre el carbono carbonilico del anhidrido ftalico. Posteriormente, hay un
intercambio de protén entre uno de los &cidos carboxilicos y el hidrégeno del anillo,
lo que recupera su aromaticidad y se obtiene el producto 3.

La figura 13 muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 3. En primer
lugar, en la region de hidrogenos aromaticos se encuentra una sefial doble de
dobles en 8.49 ppm que corresponde al hidrogeno 7. Esta desplazado a mayor
frecuencia porque tiene dos grupos carboxilicos adyacentes y se encuentra
acoplado con el hidrogeno 6 (J=1.7Hz) y con el hidrogeno 5 (J=0.5Hz). Se puede
observar otra sefial doble de dobles con un desplazamiento de 8.20 ppm
correspondiente al hidrégeno 6 que esta acoplado a los hidrogenos 5 (J=7.9 Hz) y
7 (J=1.7Hz). Se observa una sefal doble con un desplazamiento de 7.53 ppm que
corresponde con el hidrégeno numero 5 que esta acoplado a los hidrégenos 6 (J=7.9

Hz) y 7 (J=0.5 Hz). Existe una sefal doble en 6.81 ppm que integra para un nucleo
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y corresponde al hidrégeno numero 3 que esta acoplado con el hidrégeno 2 (J=9.1
Hz). El protén 2 aparece como una sefial doble de dobles con un desplazamiento
entre 6.22ppm, se observa acoplamiento con el proton 1 (J=2.5 Hz) y 3 (J=9.2 Hz).
El protén 1 aparece como una sefial doble cuyo desplazamiento es 6.11 ppm y esta
acoplado Unicamente con el proton numero 2 (J=2.25 Hz). Los protones
correspondientes a los acidos carboxilicos muestran una sefial ancha en 13.36 ppm,
mientras que en 12.36 ppm se observa un singulete que corresponde al proton
namero 4, del fenol. Finalmente, en 3.01 ppm se observa un singulete que integra

para 6 nucleos, correspondiente al grupo dimetilamino.

OH
Esquema 6. Mecanismo para la formacion del precursor 3.
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Figura 6. Espectro de RMN- *H (400 MHz, DMSO-ds) del intermediario 1.5 13.35 (s, 2H),
12.36 (s, 1H), 8.49 (dd, J = 1.7, 0.5 Hz, 1H), 8.20 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H), 7.52 (dd, J = 7.9, 0.5 Hz, 1H),
6.81 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.21 (dd, J = 9.2, 2.5 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.01 (s, 6H).

En el esquema 3 se representa el mecanismo para la formacién del rodol (4). Como
se observa, el resorcinol es un anillo aromatico activado en las posiciones orto y
para por dos grupos hidroxilo. En primer lugar, ocurre una reaccién de sustitucion
electrofilica aromética, en donde los electrones 1 del sistema aromético atacan al
carbonilo del compuesto 3, para luego experimentar una rearomatizacion.
Posteriormente, el grupo dimetilamino dona su densidad electrénica liberando una
molécula de agua y dejando al anillo -derivado del dimetilaminofenol- susceptible a
un ataque por parte el hidroxilo -derivado del resocinol- para luego reordenar los
electrones y dar la especie neutra que es mas estable. Teniendo el compuesto
preparado, se caracterizé por 'H-RMN y 13C-RMN, ademas se llevdé a cabo un
estudio solvatocrémico y la determinacion del pKa en el que se lleva a cabo la

formacion de espirolactona.
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Esquema 7. Mecanismo de formacion del rodol

La figura 13 muestra el espectro de RMN-'H del rodol sintetizado. En esta especie
hay 9 hidrégenos aromaticos (tres por cada anillo) y 6 hidrégenos alquilicos
(correspondientes al grupo dimetilamino). En el espectro se muestra que el protén
20 esté desplazado a mayor frecuencia, a 8.94 ppm (J=1.7MHz), debido a que se
encuentra entre dos carbonilos que lo desprotegen electronicamente. La siguiente
sefal, que se encuentra con un desplazamiento de 8.46 MHz (J=7.8,1.7MHz) tiene
una forma doble de dobles y la constante J=1.7 MHz indica que hay un acoplamiento
en la posicion meta, por lo que se deduce que se trata del proton 18. Se observa
una sefal cuyo desplazamiento es 7.58 ppm (J=7.8 MHz) cuya constante de
acoplamiento nos indica que se trata del proton 17. EI mismo analisis se hizo para
los demas protones aromaticos (2,6,11,14,3,12). Por altimo, se observa una sefial
en 3.40 ppm que integra para 6 nucleos de hidrégeno, por lo que se asigné a los
protones del grupo dimetilamino (23, 24). La figura 15 muestra el espectro de 3C
del compuesto 4 en Metanol. Es importante notar que como se trata de un disolvente
polar proético, el rodol se encuentra en su forma “abierta” lo cual se confirma con las
tres sefales con desplazamientos en 169.03 ppm, 167.83 ppm y 167.15 ppm, que
corresponden a los carbonos carbonilicos 13, 26 y 28 respectivamente.
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Figura 13. Espectro de RMN-'H (700MHz, MeOD-ds) del producto 4. 5 8.94 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.46 (dd, J
=7.8,1.7 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.27 — 7.26 (m, 2H), 7.24 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.3 Hz, 1H),
7.11(d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.01 (dd, J = 9.0, 2.3 Hz, 1H), 3.40 (s, 6H).
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Figura 14. A. Efecto del disolvente en la intensidad de fluorescencia del producto 4. B. Equilibrio de
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Figura 15. Espectro de RMN-*C (MeOD-d4 100 MHz) del compuesto 4.

Como se mencioné anteriormente, los rodoles experimentan un equilibrio de
espirolactonizacion que depende del pH y de la polaridad del medio. Por esta razén
se realizaron mediciones de emision de fluorescencia en disolventes con distinta
polaridad. En su forma abierta la mayor conjugacion permite que el compuesto
absorba y emita luz en forma de fluorescencia. Como se muestra en la figura 14,
cuando la polaridad disminuye la emision de fluorescencia también disminuye, hasta
que practicamente deja de emitir en medios apolares como el hexano. Estas

caracteristicas se aprovecharon para llevar a cabo la siguiente reaccion.

En medios no polares se favorece la especie ciclada, por lo que se utilizd
diclorometano como disolvente ya que tiene una polaridad media y es un disolvente
no proético y una base para desprotonar el grupo fenol, promoviendo un ataque
nucleofilico hacia el carbono carbonilico del cloruro de acetilo. El grupo acetilo
cumple dos funciones principales en la molécula objetivo: 1. Mantener la especie
ciclada en vez de la especie abierta, controlando asi la emision de fluorescencia y

2. Permitir su hidrolisis con las especies reactivas de oxigeno una vez dentro de la
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célula. Tener la especie ciclada es ventajoso porque mantiene libre solo uno de los

grupos carboxilicos y hace posible la funcionalizacién con la sal de amonio.
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Esquema 8. Mecanismo de acetilacion del Rodol donde la forma cerrada (espirolactona) se favorece inicialmente en
diclorometano (DCM).

Enlafigura 16 se observa el espectro de RMN de hidrégeno del rodol acetilado (5).
Se observa una sefal sencilla cuyo desplazamiento es de 8.70 ppm,
correspondiente al protén 11, esta desplazado hacia mayores frecuencias debido a
que se encuentra entre dos grupos carbonilos: uno correspondiente a la
espirolactona y el otro al acido carboxilico. Se observa una sefial doble en un
desplazamiento de 8.4 ppm la cual corresponde al proton 10 y que se acopla con el
protén 9 (J=8.20 Hz). Por otra parte, la sefal correspondiente al protén 9 aparece
como una sefal doble cuyo desplazamiento es de 7.3 ppm (J=8.30 Hz) lo que indica
que se acopla con el protén 10. Por otra parte, el protdn nUmero 4 muestra una
sefal con un desplazamiento de 7.1 ppm, mientras que los protones 5y 3 muestran
un mismo desplazamiento de 6.8 ppm y sin acoplamiento. El proton nimero 6
aparece como una sefal doble cuyo desplazamiento es 6.59 ppm (J=8.91 Hz). El
proton 2 aparece como una sefial doble con un desplazamiento de 6.49 ppm (J=2.50
Hz). El proton 1 aparece como un multiplete cuyo desplazamiento esta entre 6.44 y
6.40 Hz. Las sefales de los protones asignados como 1, 2 y 3 sugieren que estan
acoplados entre si, sin embargo, debido a la resolucion del instrumento no fue
posible calcular las constantes de acoplamiento de cada sefal. Finalmente, los
metilos de grupo dimetilamino aparecen como una sefial sencilla cuyo
desplazamiento es de 2.99 ppm que integra para 6 ndcleos, mientras que el metilo
del grupo acetil genera una sefial sencilla con un desplazamiento de 2.31 ppm que

integra para 3 nucleos.
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Figura 16. Espectro de NMR-'H (400 MHz, CDCls) del rodol acetilado (5). § 8.75 (s, 1H), 8.38 (d, J=8.3 Hz, 1H),7.29 (d, J=8.2
Hz, 1H), 7.07 (s, 1H), 6.77 (s, 2H), 6.59 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.49 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.44 — 6.40 (m, 1H), 2.99 (s, 6H), 2.31 (s, 3H).

Por otra parte, una vez que el fluoréforo ha permeado la célula, el grupo de N, N,
N-trimetilpentilamonio permite que la molécula sea dirigida hacia la mitocondria
aprovechando la diferencia de potencial de este organelo. Por esta razén se
funcionaliz6 el compuesto usando Bromo-trimetilpentilamonio, mediante una
reaccion de Finkelstein in situ para cambiar el grupo saliente de Br a | vy
posteriormente lograr un ataque nucleofilico por parte del acido libre del rodol. El

esquema 9 muestra el mecanismo propuesto para llevar a cabo este proceso.

El compuesto 6 se sometid a diferentes experimentos de RMN para lograr su
caracterizacion completa, ademas del analisis de masas, para analizar el espectro
de RMN-'H. La figura 17 muestra el espectro de RMN-H, en principio este espectro
presenta algunos problemas: algunas sefiales del area de aromaticos tienen un
desplazamiento quimico similar, lo que dificulta determinar las constantes de

acoplamiento; las sefiales de 4 hidrégenos unidos a la cadena alquilica se
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sobreponen, lo que dificulta su asignacién completa; la sefial que tiene un
desplazamiento de 3.33 ppm corresponde a impurezas de agua, que oculta la sefial
de dos hidrogenos alquilicos como se demuestra mas adelante. Para tener la
caracterizacion completa se requiere un estudio bidimensional de RMN. En primero
lugar, se realizo el andlisis de espectroscopia de correlacion (COSY por sus siglas
del inglés COrrelation SpectroscopY) figura 18.

Nal =—

Esquema 9. Mecanismo de esterificacion para el producto final 6.

El espectro de RMN-'H muestra una sefial simple en 8.44 ppm lo que corresponde
al hidrégeno 22, estd mas desplazado porque se encuentra entre dos carbonilos.
Las sefales en 833 y 7.49 ppm corresponden a los protones 19 y 20
respectivamente, tienen una constante de acoplamiento de 8.1 Hz que coincide con
los acoplamientos para protones en posicion orto. Se encuentran 3 sefiales simples:
en 3.08ppm correspondientes a los protones 40, 41 y 42; en 2.96 ppm que
pertenecen a los protones 24 y 25; y en 2.29 ppm para el metilo 29. Las sefales
gue se encuentran entre 1 y 4.5 ppm corresponden a los hidrogenos de la cadena
alquilica, para asignarlos se recurrio al analisis del espectro COSY.
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Figura 17. Espectro de *H NMR del compuesto 6 (400 MHz, DMSO-d6) J 8.44 (s, 1H), 8.33 (d, J = 8.1 Hz, 1H),

7.49 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.98 — 6.83 (m, 2H), 6.65 — 6.47 (m, 3H), 4.39 (t, J = 6.4 Hz,

2H), 3.08 (5, 11H), 2.96 (s, 7H), 2.29 (s, 4H), 1.80 (dt, J = 15.2, 7.8 Hz 5H), 1.45 (t, J = 7.7 Hz, 2H).

En la figura 18 se observa el espectro bidimensional COSY. En primer lugar, se
asume que las sefiales que se encuentran en 4.38-4.41ppm corresponden a los
hidrogenos unidos al C-34 ya que estan muy cerca de un grupo carboxilico, lo cual
hace que se observe un desplazamiento mayor, luego se puede ver que
correlacionan con las sefiales que estan en 1.76-1.85 ppm, como estas Ultimas
sefiales integran para 4 protones, 2 de ellos corresponden a los hidrogenos unidos
al carbono C-35. Como se menciond anteriormente, existe una sefal sencilla en
3.33 que corresponde a los protones del agua presente en el disolvente, sin
embargo, HMBC (Figura 20) muestra que hay un acoplamiento con la sefial que
esta en 3.08, la cual corresponde a los protones unidos a los carbonos C-40, C-41
y C-42, por lo que se espera que la sefial de agua esté sobrepuesta sobre la sefial
de los protones correspondientes a los unidos al C-38. El grupo de sefales que esta
en 1.43-1.47 ppm Unicamente se acopla con el grupo que esta en 1.76-1.85 ppm
por lo que se asume que este grupo de sefales corresponda a los dos protones

unidos al C-36. Finalmente, los ultimos dos protones del grupo que esta en 1.76-
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1.85 corresponden a los unidos al C-37. De esta manera se logré asignar las

sefales correspondientes a los protones 34, 35, 36, 37, 38 de la figura 16.

1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f2 (ppm)

Figura 18. Espectro COSY del compuesto 6(MeOD-d4, 400 MHz).

Con COSY y RMN-!H fue posible realizar casi todas las asignaciones de los
hidrégenos de la molécula, sin embargo, los protones unidos a los carbonos
aromaticos del nucleo de Xanteno todavia no se asignaban. Para esto fue necesario
recurrir a los otros espectros bidimensionales mostrados en las figuras 18 y 19.
Primero se analiz6 el espectro HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
que muestra acoplamientos heteronucleares entre atomos de 3C-'H. Con base en
las asignaciones del espectro de RMN-'H se encontraron los carbonos unidos a
cada uno de los protones (figura 18). Posteriormente se realizd el andlisis del
espectro HMBC (Heteronuclear Multibond Contectivity) que puede detectar los
acoplamientos proton-carbono a dos y tres enlaces de distancia. Por ejemplo, el
carbono cuaternario 7, se acopla con los protones unidos a los carbonos 11, 3,y

19. El espectro de la figura 19 muestra que la sefial en 83.06 ppm del espectro de
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13C esta acoplada con las tres sefiales de los carbonos 11, 3y 19. Por otra parte, el
proton del C-22 muestra un acoplamiento con las sefales de los carbonos
carbonilicos 31 y 17, en el espectro de HMBC las sefales que estan en 168.85 y
164.49 ppm muestran acoplamiento con el protén del C-22 por lo que se puede
afirmar que estas sefiales correspondan a los carbonos 31 y 17 respectivamente.
De esta manera se asignaron las sefiales de RMN-H de los protones unidos al
nucleo de Xanteno y todas las sefiales del espectro de RMN-3C, mostrado en la
figura 20. Por ultimo, se realiz6 un estudio de espectrometria de masas (figura 21)
para el compuesto 6 mediante la técnica ESI (Electrospray lonization). El compuesto
tiene una masa teodrica de 573.2595 uma, en la figura 20 se muestra el espectro de

masas que indica una masa es de 573.2625 uma que corresponde con lo esperado.
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Figura 19. Espectro HSQC del compuesto 6(MeOD-d4, 400 MHz).
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Figura 22. Espectro de masas del compuesto 6. Se observa que el ion molecular tiene la masa 573.26253uma que
corresponde con la masa del compuesto esperado 573.2517uma

4.2 Espectroscopia de fluorescencia

Una vez que la sonda estuvo completamente caracterizada se estudiaron sus
propiedades fotofisicas mediante espectroscopia de absorcion y de emisién. Se
llevaron a cabo experimentos de solvatocromismo, agregacion, pH y diferentes
ROS, con el fin de entender los efectos del ambiente molecular sobre las
transiciones electrénicas que el fluoréforo puede experimentar. De esta manera se
puede evaluar su viabilidad como sensor en algun tipo de microscopia de

fluorescencia.
4.2.1Analisis de solvatocromismo

El efecto del disolvente en las propiedades fotofisicas de la sonda de rodol
sintetizada fue evidente a través de los experimentos de solvatocromismo, los
cuales mostraron un notable cambio en la distribucion dual de los perfiles de
absorcion y emisién en funcion del tipo de disolvente. Este fenGmeno sugiere que
la interaccion del fluoroforo con el entorno modula la distribucion electrénica en su
estado excitado, alterando las transiciones electronicas que experimenta. En
disolventes como agua, dicha dualidad se hizo presente en absorcion UV-Vis de
manera significativa, mientras que en fluorescencia se observé un ligero
desplazamiento batocrémico, lo que indica una mayor estabilizacién del estado

excitado debido a interacciones dipolares y probablemente de enlace de hidrégeno,
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Absorbancia (U.A.)

mientras que, en medios menos polares, la energia de absorcion se incrementd un
poco, provocando un desplazamiento hipsocrémico ligero. Estos resultados son
consistentes con el comportamiento tipico de los rodoles y demuestran la capacidad
del derivado para ajustar sus propiedades Opticas en funciébn del entorno,
haciéndolo adecuado variaciones

para aplicaciones en las que las

microambientales son cruciales, como la deteccion de ROS en sistemas biologicos.

1.00 4

0.75

0.50

0.25 1

0.00

Acetona B
THF Agua
Tolueno 500000 - MeOH
ACN Acetona
DMSO ACN
Agua 400000 - Dioxano
gllarFoformo Cloroformo
Hexano
MeOH « 300000
Dioxano S _-:-_Elgeno
Hexano
200000 - DMSO
DMF
- \
100000 | !
. ) h g
T T T T T 1 T 1 y_ 7
300 350 400 450 500 550 600 650 700 R —AS——— ; — = . —_——

T T
Longitud de onda (nm) 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectros de A) Absorcion UV-vis y B) Fluorescencia del compuesto 6, 10 M en diferentes disolventes.

Al normalizar las sefales de los espectros de absorcion, se observo que en agua y
en metanol parecia haber una inversion de las bandas (Figura 22), lo que sugiere
la formacion de agregados. Para estudiar esta hipo6tesis se procedié a hacer un
analisis de agregados mas riguroso, utilizando como disolventes agua y metanol en

distintas proporciones.

——

50

'

800



Metanol

1.0 Agua

0.8 -

0.6

0.4

Absorcion Normalizada

0.2

00 g T v T v T T
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro de absorcion normalizado del compuesto 6, 10 uM en metanol

y agua. Las flechas indican las transiciénes 0-0 y 0-1.

4.2.2Analisis de agregados
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El fendbmeno de agregacion molecular en el sistema metanol:agua revel6 una
notable inversidn en las caracteristicas vibronicas de los espectros de absorcion
UV-Vis, particularmente entre las transiciones 0-0 y 0-1, donde la transicion 0-0
experimento un aumento en intensidad conforme crecia el contenido de agua. Este
comportamiento sugiere la formacién de agregados moleculares tipo J, de acuerdo
con la teoria del excitén de Frenkel 2°, la cual describe cémo la excitacién electrénica
se deslocaliza sobre varias moléculas cuando éstas forman agregados ordenados.
Los agregados tipo J se caracterizan por un desplazamiento batocromico (hacia
longitudes de onda mas largas) en la absorcién, o un aumento en las caracteristicas
vibronicas 0-0 vs. las 0-1, lo que concuerda con los resultados observados. Ademas,
en los espectros de fluorescencia, se detecté un incremento en la emision a medida
que aumentaba el contenido de agua y disminuia el de metanol, lo que sugiere que
la formacién de agregados en este sistema favorece una mayor eficiencia en la
emision fluorescente. Estos hallazgos indican que el entorno (o disolvente) no solo
afecta la absorcion, sino también la emision, lo que podria ser aprovechado para
disefiar sistemas con propiedades fluorescentes ajustables, adecuados para
aplicaciones en microscopia y deteccion de especies reactivas de oxigeno.

4.2.4 Analisis de pH

La variacion del pH en los experimentos de espectroscopia UV-Vis y fluorescencia
ha permitido observar un comportamiento sensible del rodol, en consonancia con la
hipétesis planteada sobre la influencia de los grupos funcionales en su estructura y
propiedades fotofisicas. Los resultados indican que el rodol responde de manera
clara a los cambios en el pH del medio, mostrando un punto isosbéstico en las
mediciones de UV-Vis, lo cual sugiere la existencia de un equilibrio entre diferentes
especies del compuesto. Dicho punto isosbéstico ubicado en 485 nm es
caracteristico de una transicion entre dos estados bien definidos del rodol, la forma
abierta (4cido carboxilico) y cerrada (espirolactona) con un valor de pKa (absorcion)
= 5.79 + 0.02 lo que refuerza la idea de que las modificaciones estructurales
inducidas por el pH estan relacionadas con cambios en el equilibrio acido-base de

ciertos grupos funcionales.
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En cuanto a las mediciones de fluorescencia, se observé una disminucion global en
la intensidad de emision al aumentar el pH de 3 a 11, dicho cambio fue
completamente monotonico, lo que sugiere la coexistencia de las especies acido -
base en equilibrio influenciadas por el pH. Esta variabilidad en la fluorescencia
refleja una modificacion estructural significativa, confirmada por un pKa claramente
definido, pKa (emision) = 5.76 + 0.02, correspondientes a la protonacion del grupo

dimetil(amino) a pH bajo y la hidrdlisis del grupo éster a pH alcalino.
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Figura 7. Espectros de A) UV-Vis y B) fluorescencia del compuesto 6 40 xM en medio acuoso a pH variable. Las

flechas indican los cambios al aumentar el pH. Los recuadros muestran los perfiles de absorbancia o fluorescencia
vs. pH a las longitudes de onda maximas y los perfiles de ajuste tedrico (ecuacion 1) y el pKa obtenido.

54

——
| —



El valor de pKa de este equilibrio se calculd a partir de los espectros de absorcion
UV-Vis y fluorescencia mediante la ecuacion 8, obteniendo asi los valores de dicha
constante de equilibrio &cido-base. Tras el ajuste correspondiente, se determin6 un
pKa de 5.79 + 0.02 en absorcién y de 5.77 + 0.02 en emision.

__ A+Bx1oPKa-x

T 1opKax Ecuacion 8

Donde A es la absortividad molar de la especie desprotonada, B de la especie

protonada y x el valor de pH.

Estos resultados concuerdan con la hipotesis de que la manipulacién de los
sustituyentes funcionales podria permitir disefiar rodoles con afinidades especificas
hacia especies reactivas de oxigeno, como el peréxido de hidrogeno y el oxigeno
singulete, al modificar sus propiedades electrénicas y fotofisicas.

4.3. Microscopia de Fluorescencia.

Como se menciono anteriormente, el propdsito de esta molécula es hacer estudios
de microscopia de fluorescencia, por lo que se procedi6 a evaluar su potencial como
marcador celular. Las imégenes obtenidas se realizaron en cultivos celulares de la
linea U-251, derivada de glioblastoma humano. Se ensayaron varias
concentraciones y varios tiempos de incubacion, finalmente se determind que 30
min eran suficientes para que hubiera una permeabilidad celular apropiada con una
concentracion de 0.1 uM. Se identifico el canal en el que se observara la sefal del
fluor6foro, ensayando los canales predeterminados siguientes: Azul (DAPI
Aexc=359nm, Aem=461nm ), verde (GFP Aexc=488nm, Aem=510), y rojo (Texas red
Aexc=596NnmM, Aem=615nm). Solo se observo sefal en el canal de GFP, lo cual
concuerda con los estudios fotofisicos previamente realizados donde se observaba
una absorcibn maxima en 490nm. En la figura 25 se observan las imagenes

obtenidas a partir de estos experimentos.
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Figura 8. Iméagenes de microscopia confocal del compuesto 6 en la linea celular U-251. Tiempo de incubacion: 30 min,
0.1 uM.

Conclusiones

En este trabajo se logro sintetizar un derivado de rodol con un grupo acetilo en la
estructura de xanteno, demostrando su capacidad como sonda molecular sensible
para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), en particular peréxido
de hidrégeno (H,0O,) y oxigeno singulete (*O,). Las pruebas de solvatocromismo y
actividad acido-base mostraron que las propiedades fotofisicas del derivado
sintetizado dependen en gran medida de los sutituyentes involulcrados, lo que da
pauta para el disefio de nuevos compuestos.

El andlisis espectroscopico permitio identificar un desplazamiento batocrémico en
la absorcion de la sonda al modificar el medio solvente, lo que sugiere que las
interacciones del fluoréforo con su entorno influyen en su comportamiento optico.
Ademas, los estudios de fluorescencia evidenciaron una alta selectividad hacia
H,O, y 1O,, con una respuesta clara en presencia de estas ROS. Esto refuerza el
potencial del rodol sintetizado para el monitoreo de procesos oxidativos in cellulo,

relevante para el estudio de estrés oxidativo en sistemas biologicos.
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Los resultados indican que la estructura del rodol puede ser modificada mediante
cambios en el pH, lo que afecta tanto su absorcion como su emision. Estas
propiedades ajustables, junto con la presencia de puntos isosbésticos que reflejan
transiciones equilibradas entre especies, sugieren que los rodoles tienen un gran
potencial en aplicaciones bioanaliticas, especificamente como sensores de pH y

detectores de especies reactivas de oxigeno.

Los estudios de microscopia indican que la molécula es capaz de penetrar la
membrana celular, detectar y mapear diferentes ROS en tiempo real. Esta
capacidad la convierte en una herramienta valiosa para estudios biomédicos donde
la deteccion precisa de ROS es critica, como en investigaciones sobre
enfermedades degenerativas o céancer. Sin embargo, todavia queda por hacer
estudios de colocalizacién para detectar especificamente el organelo al que se
dirige, ademas de estudios para evaluar si la sonda es especifica para cierto tipo de
ROS.

En conclusion, los resultados obtenidos indican que el derivado de rodol sintetizado
es un candidato prometedor para su aplicacion en sistemas moleculares
fluorescentes de ROS. Su versatilidad sintética y capacidad de respuesta al
microambiente local abren la posibilidad de su implementacién en una amplia gama

de estudios bioquimicos y biomédicos.
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