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iNDICE DE COMPUESTOS SINTETIZADOS

HO
1 2
(1Z,N'E)-N'-((2-hydroxynaphthalen-1- (1Z,N'E)-4-hydroxy-N'-((2-hydroxynaphthalen-1-
yl)methylene)benzohydrazonic acid ylmethylene)benzohydrazonic acid

Figura l. Ligantes (1y 2) bases de Shiff.

tBu tBu
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N—N \N

tBu OH \>—® tBu OH
HO HO tBu

3 4

(1Z,N'E)-N'-(3,5-di-tert-butyl-2- (E)-2,4-di-tert-butyl-6-((3,5-di-tert-butyl-2-
hydroxybenzylidene)benzohydrazonic acid hydroxybenzylidene)amino)phenol

Figura ll. Ligantes (3 y 4) bases de Shiff, con grupos terbutilos.
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w4 PR

5:R=H
6: R =0OH

5: 4,6-difenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]
dioxadiazaboronina

6: 4-(6-Fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]
dioxadiazaboronin-4-yl) fenol

2,4,8,10-tetra-tert-butyl-6-
phenyldibenzo[d,k][1,3,6,2]dioxazaboronine

Figura Ill. Compuestos de boro mononucleares 5-7.
Do
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R
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H
OH

8
9

8: 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno
9: 4,4'-(6,6'-(1,4-phenylene)bis(naphtho[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronine-6,4-diyl))diphenol

Figura IV. Compuestos de boro binucleares 8 y 9.
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11: 1,4-bis(2,4,8,10-tetra-tert-butyldibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzene

Figura V. Compuestos de boro binucleares derivados de bases de Schiff

con grupos terbutilo como sustituyentes 10 y 11.
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1.1. Introduccion

Las imagenes celulares con fluorescencia han mostrado una gran
importancia en la biologia, medicina y areas afines, ya que son una herramienta
poderosa, no invasiva, con alta sensibilidad y resolucion.! Tipicamente las
técnicas de imagenes fluorescentes dependen de fluoréforos como:
nanoparticulas, polimeros, moléculas pequefas, etc. los cuales son excitados
principalmente con luz ultravioleta. Estas técnicas de bioimagenes son usadas
comunmente para observar fendmenos biologicos tanto in vivo, como in-vitro, a
través del uso del microscopio Confocal.> Hoy en dia el disefio y la sintesis de
nuevos materiales luminiscentes han permitido la interaccion de la fisica, la
quimica y biologia haciendo un area multidisciplinaria dando como resultado una
aplicacion de materiales luminiscentes para la obtencién de bioimagenes como

un medio para el diagndstico oportuno de enfermedades.

Asi mismo encontramos que los materiales organicos luminiscentes han
mostrado potenciales aplicaciones en optoelectronica (OLED por sus siglas en
inglés, organic light emitting diodes), materiales transportadores de electrones,
materiales para la obtencion de bioimagenes.® Una de las ventajas de los
compuestos organometalicos frente a otros materiales en la obtencion de
bioimagenes, es su facil modificacion estructural; esto permite variar

propiedades Opticas (fotoestabilidad, rendimiento cuantico, etc.), quimicas
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(solubilidad, baja reactividad, etc) y citotoxicas.* Derivados de boro muestran
una baja o nula citotoxicidad,® sin embargo los métodos de sintesis son largos y
requieren condiciones especificas como atmosferas anhidras.®

Las bases de Schiff derivadas del aldehido salicilico han sido objeto de
numerosos estudios debido a sus diversas aplicaciones en quimica, biologia y
tecnologia.” Durante las ultimas décadas, han sido intensamente estudiadas
debido a su fuerte capacidad de coordinacion, asi como a sus diversas
actividades biologicas, como antibacteriano, antitumoral, etc.? Estas moléculas
han recibido mucha atenciéon debido a sus potenciales aplicaciones en diversas
actividades farmacologicas, como lo destacan sus propiedades
anticancerigenas,® anti-VIH,'° antibacterianas y antifingicas. Las bases de Schiff
pueden formar facilmente complejos estables con la mayoria de los metales de
transicion, en los cuales algunos pueden exhibir propiedades interesantes, por
ejemplo se han reportado bases de Schiff luminiscentes con la capacidad de
sensar iones de Zn(ll) y Cu(ll) en soluciones acuosas.!" Debido a la flexibilidad
estructural y su aplicacion para modificar las propiedades de los materiales, los
compuestos de bases de Schiff son moléculas interesantes prometedoras de
sintesis de materiales luminiscentes.

Recientemente nuestro grupo de investigacion ha reportado la sintesis de
una serie de nuevos compuestos de boro luminiscentes tetracoordinados
derivados de ligantes tridentados. Ademas, presentan solubilidad en disolventes

polares; lo que permite proponer la obtencion de bioimagenes celulares.?’




Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se propone la sintesis de
siete nuevos compuestos de boro tetracoordinados, mediante métodos de
condensacioén, posteriormente estudiar sus propiedades fotofisicas esperando
un incremento en el rendimiento cuantico al aumentar la nuclearidad de mono a
compuestos binucleares; utilizando sustituyentes fert-butilos para minimizar la
citotoxicidad para posibles aplicaciones en la obtencién de bioimagenes en

células in-vitro.

2. Antecedentes

2.1. Compuestos luminiscentes de boro

Los compuestos de boro estan siendo ampliamente estudiados debido a
sus diversas aplicaciones como: materiales luminiscentes,'? laser,'* OLEDs,'*
materiales para Optica no-lineal,'> materiales quimicos usados en pruebas
fluorescentes,!'® entre otros. Se han reportado varios compuestos organoboro
tricoordinados, sintetizados por métodos de condensacion, los cuales presentan
propiedades como emisores de luz con color azul brillante, en la Figura 1 se
muestra el compuesto |l con la capacidad de funcionar como material
transportador de electrones.!’

Recientemente fue desarrollado un compuesto de boro | (Figura 1) como

el primer sensor fluorescente para GHB (acido gama hidroxibutirico), el cual
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exhibe la extincion de la fluorescencia de la propiedad GHB y permite su
deteccion en diversas bebidas; observando la interaccion como mecanismo de
transferencia de carga intramolecular inducida por un enlace de hidrogeno. Este
descubrimiento ayudara a resolver los problemas de asalto sexual facilitado por
drogas.'®

Los compuestos tipo BODIPY (4,4-difluoro-4-borata-3a, 4a-diaza-s-
indaceno), ejemplo de ellos el complejo lll, Figura 1, son fluoréforos que estan
atrayendo cada vez mayor atencidn en bioaplicaciones debido a su
excepcionales propiedades fotofisicas tales como su excelente fotoestabilidad,
grandes coeficientes de absorcion molar y espectro de fluorescencia con alto
rendimiento cuantico.!” Las sondas fluorescentes activadas por el pH incluyendo
un BODIPY se han desarrollado recientemente para la deteccion de canceres y
monitorizacion de la terapia en tiempo real. Sin embargo, la propiedad 6ptica
indeseable de la mayoria de los compuestos BODIPY, con absorcién y emisién
situado debajo 600 nm, sigue siendo una de las graves limitaciones para sus

aplicaciones en obtencion de bioimagenes.?



Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

Sensor fluorescente LEDs
\ / .
ois”
\_/

A

Compuesto de boro
luminiscentes

Bioimagenes

Figura 1. Posibles aplicaciones de los compuestos organoboro.

2.2. Bioimagenes luminiscentes.

La luminiscencia en bioimagenes ofrece un enfoque Uunico para la
visualizacion de detalles morfolégicos de tejidos y se ha convertido en una
herramienta poderosa para la manipulacién y la investigacion de microespecies

de las células vivas. En bioimagenes, las sondas luminiscentes se utilizan para
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etiquetar una molécula de interés, que preste sefales luminiscentes, dentro de
las cuales podemos encontrar proteinas luminiscentes,?! nanocristales
semiconductores,* colorantes organicos,”> complejos metalicos?** entre otros
compuestos que han sido sintetizados; el disefio de los sistemas luminiscentes
es crucial para la investigacién en la deteccién de enfermedades. Otra area
importante son las bioimagenes in-vitro ya que podemos encontrar numerosas
aplicaciones tales como seguimiento celular, imagenes de tumores y dirigirlos a
terapia.?

Los complejos organometalicos mas usados comunmente como
fluoréforos en aplicaciones para la obtencién de bioimagenes son basados en
complejos d® de iridio(lll) o renio(l), muy pocos complejos de rodio, d'° oro(l) y d®
platino(ll), sin embargo el costo de sintesis es mas alto ya que los materiales de
iniciales son mas costosos .2

Para utilizar un material como fluoréforo para generar bioimagenes deben
presentar las siguientes caracteristicas: habilidad de entrar a la célula,
localizarse en ciertos compartimentos, ser biocompatible, no toxico, estable en
medio biologico, debe ser excitado y emitir, debe haber diferencia entre la
longitud de onda que absorbe y que emite, ser resistente a la destruccién de
agentes, rendimiento cuantico luminiscente, mostrar alta selectividad, excelente

sensibilidad y la respuesta rapida en detectar el analito en muestras biolégicas.*
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2.21. Compuestos de boro luminiscentes aplicados para Ila

obtencién de bioimagenes

Los recientes estudios de los compuestos aza-BODIPYs frente a las
células HEp2 a concentraciones de 10 uyM evidenciaron una rapida acumulacién
del compuesto en la célula mostrando fluorescencia color rojo brillante, el
complejo IV (Figura 2), se observdo en todos los sitios subcelulares, los
complejos V y VI (Figura 2) se acumularon en la mitocondria, lisosoma y aparato
de Golgi. Las bioimagenes se obtuvieron en el microscopio DMRXA vy la baja
toxicidad fue determinada a 100 uM.?” El compuesto VII (Figura 2) frente a las
células HelLa presentd fluorescencia color rojo en el citoplasma a
concentraciones de 1 pM, este complejo muestra parcial solubilidad en agua y
alta solubilidad en metanol con 19 - 6 % de rendimientos cuanticos
luminiscentes, lo cual lo hace mas permeable a las células.?®

Youngmi Kim y colaboradores han reportado que el compuesto VI
(BODIPY, Figura 2) a concentraciones de 2.5 yM exhibe una fluorescencia tras
la reaccidén con la tirosinasa y mostraron que se emplea facilmente para la
evaluacion de la actividad de la tirosinasa y actividad inhibidora. Utilizaron el
microscopio Confocal para la visualizacion de la tirosinasa enddgena en la

actividad en células de melanoma B16F10.%°
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Figura 2. Compuestos tipo BODIPY con aplicaciones para la obtencion

de bioimagenes.

El uso de subtalocianinas como fluoréforos para pruebas de fluorescencia
in vitro en la obtencion de imagenes de células se logra mediante microscopia
Confocal y bifotdnica, las concentraciones utilizadas fueron de 10 yM para
formacién de imagenes, estos compuestos no mostraron citotoxicidad hacia las
células de melanoma B16F10, permitiendo ser aplicados en futuras
investigaciones en pruebas in vivo. Los compuestos IX y X (Figura 3)
hidrofébicos fueron activados para lograr su permeabilidad a la célula mediante
el uso de técnicas de nanoencapsulacién y adicion de cadenas de grupos alquil
sulfonato. Estos materiales presentan la desventaja de requerir varios pasos
para la para la obtencion del compuesto, asi como bajos rendimientos

quimicos.*®
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R=N
X: R=N(CH,CH,CH,SO;3Na), X

Figura 3. Compuestos organoboro que presentan fluorescencia para la

obtencién de bioimagenes.

Los sistemas de boro fluorescentes basados en nitrégeno (NNN) o
nitrogeno y oxigeno (ONO) que contienen ligantes tridentados, se caracterizan
por una alta estabilidad térmica y quimica, muestran desplazamientos Stokes en
su mayoria por encima de 3200 cm', fuerte fluorescencia color azul y verde,
rendimientos cuanticos en solucién y en estado solido hasta de un 40%. El
compuesto Xl (Figura 3) actua como un medio de contraste para imagenes de
células, mediante la unidon las membranas nucleares de células HelLa. Los
resultados antes mencionados de los compuestos que contienen ligantes
tridentados demuestran la amplia aplicabilidad en la quimica supramolecular y

medicinal.?!
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Tabla 1. Resumen de propiedades de complejos organoboro utilizados

para obtencion de bioimagenes.

Complejo Método de Rendimiento A emisién Rendimiento Citotoxicidad
sintesis quimico (%) (nm) cuantico ()

v 37 754 0.36 100 uM

\ 46 740 0.38 100 uM
VI Condiciones <50 684 0.19
VI anhidras 78 512 0.001 5uM

IX 78 572 0.14 10 uM

X 12 575 0.036 10 uM

Xl 65 511 0.14 1.3%

Sin embargo una de las desventajas de la mayoria de los compuestos de
boro con propiedades fluorescentes es su complicado método de sintesis, ya
que requieren varias etapas y condiciones especificas como el uso de
atmosferas inertes y disolventes secos (Tabla 1) ya que utilizan el BF3 como
reactivo el cual al contacto con humedad forma HF, siendo complicado su
manejo, ademas de su bajo rendimiento quimico.*?> Teniendo en cuenta lo
anterior y las posibles propiedades fluorescentes, estabilidad y la solubilidad
surge el interés de sintetizar compuestos organoboro por métodos de
condensacioén simples y econdmicos, con propiedades para uso en bioimagenes

in-vitro.

10
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2.3. Rotores moleculares fluorescentes

Dentro de los compuestos de boro luminiscentes encontramos aquellos
que presentan la propiedad de rotores moleculares fluorescentes; en los cuales
la emision es susceptible a cambios por la viscosidad del medio.®?
Recientemente este tipo de compuestos han recibido atencién por la
dependencia de la viscosidad del medio con el rendimiento cuantico
luminiscente.3* Esto es debido a que la viscosidad juega un importante area de
estudio en los organismos. Las imagenes celulares fluorescentes con rotores
moleculares es una técnica que ayuda a estudiar sistemas biologicos a
microescalas.?® También encontramos que los rotores moleculares pueden ser
aplicados como sensores de viscosidad en bio-fluidos.3¢

Recientemente compuestos organoboro han mostrado interesantes
propiedades, podemos encontrar diferentes tipos de rotores luminiscentes de
boro: BODIPYs, derivados de chalconas y boronatos (Esquema 1, XII-XXI).3”
Actualmente los tipo BODIPYs son los mas estudiados; Benniston vy
colaboradores reportaron que el compuestos Xll puede ser usado en ciertos
fluidos ya que responde a cambios de presion y viscosidad del medio, el
mecanismo que se ve involucrado, es el giro del grupo funcional meso-fenil.3®
Otro ejemplo, Shiraishi et al. report6é el compuesto XVI que muestra la propiedad
de termdémetro fluorescente en agua; el incremento de la fluorescencia en el

copolimero, es debido a que se incrementa la viscosidad del medio,®

11
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comportamiento similar al compuesto Xlll, el cual la intensidad de fluorescencia
es observada, cuando se restringe la rotacion del grupo fenilo en un medio de
alta viscosidad, esta propiedad puede ayudar para desarrollar mediciones de
viscosidad practicas y versatiles.*® Otros grupos han investigado derivados de
chalconas, Klymchenko y colaboradores reportaron que el compuesto XVIII

presenta la propiedad de solvacromismo y actua como rotor molecular sensible a

cambios de viscosidad.*'

Rotores moleculares fluorescentes de organoboro

BODIPYs w
Q o
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Q o
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XIV R e —~ 0o e O O N
/ \ \
XV [ ——
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. tBu
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) B—O tBu
N F F_ F
N \, F_F
Q’Q — Q NFF Or#? oo
N s SN J s tBu O N
SAas o U O, e
XVIl O’ ! ' i dm“
XvI XX XXI Este trabajo

Esquema 1. Rotores moleculares luminiscentes de compuestos organoboro.
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Actualmente ha surgido una importante area de estudio en funcién a
sensores fluorescentes en solucion y estado solido. Con la ventaja de poder ser
estudiados a nivel micro (para obtencion de bioimagenes) y en estado solido
estos compuestos presentan ventajas en términos de sensibilidad, selectividad y
su facil deteccion a cambios de fluorescencia en diferentes sistemas.*?
Previamente complejos con metales de transicion han sido reportados que
exhiben la propiedad de cambio de color al ser expuestos a diferentes
temperaturas, este fenodmeno es llamado termocromismo luminiscente y
representa un importante area en estado solido.** Los materiales termocromicos
ofrecen una potencial aplicacion tecnoldgica, por ejemplo: en termoémetros,
sensores de temperatura, sefiales de alarma y dispositivos optoelectronicos.**
Un interesante estudio de propiedades termocromicas complejos de cobre fue
reportado por Dias y colaboradores, estos compuestos son promesa para
aplicaciones como sensores.*® Otro ejemplo es un cumulo de ioduro de cobre, el
cual muestra termocromismo luminiscente reversible con una emision intensa
color naranja.*®

Recientemente en el grupo de investigacion se han sintetizado diferentes
complejos de boro tetracoordinados, algunos de ellos presentan la propiedad de
rotores moleculares (Figura 4), con bajas emisiones fluorescentes (< 1%),* el
bajo rendimiento cuantico (®) se puede deber a que el atomo de boro no se
encuentra dentro del plano. Por otro lado, se ha reportado que las interacciones
tipo 11-11 en sistemas planos y deslocalizados en compuestos de boro, también

reducen el rendimiento cuantico.*® Una estrategia para eliminar o reducir este

13
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tipo de interacciones intermoleculares es con la adicién de grupos voluminosos
en los sistemas planos. Por lo tanto, para mejorar las propiedades fotofisicas de
los complejos de boro se propone sintetizar mediante condensacion siete
nuevos compuestos organoboro derivados de bases de Schiff, con sustituyentes
terbutilos, en algunos complejos se duplicara la nuclearidad y aplicarlos como

materiales en la obtencion de bioimagenes en células de melanoma murino.

R1Qﬂ\ XXII: Ry = Et,N, R, = H

N—N\ XXIIl: R; = MeO, R, = H
N Ra  XXIv: R, = EtN, R, = NO,
pr? XXV: R; = MeO, R, = NO,

Figura 4. Compuestos organoboro tetracoordinados derivados de bases

de Schiff.

3.1. APORTACION CIENTIFICA
Sintesis y caracterizacion de nuevos materiales luminiscentes de Boro derivados

de bases de Schiff con potencial aplicacién en la obtencion de bioimagenes en

células in-vitro.
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3.2. HIPOTESIS

Los nuevos complejos organoboro mono y binucleares derivados de
bases de Schiff presentan Iuminiscencia con potencial aplicacién para la

obtencién de bioimagenes.

3.3. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar compuestos luminiscentes organoboro mediante
condensaciones de bases de Schiff, con aplicaciones en la obtencion de

bioimagenes in vitro.

3.4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Realizar la sintesis quimica por condensacién de los compuestos
organoboro.

2.- Caracterizacion de los complejos organoboro por métodos espectroscopicos:
RMN ('H, 13C, "'B), UV-Vis, IR, fluorescencia, espectrometria de masas de alta
resolucion.

3.- Determinar la citotoxicidad de los compuestos organoboro obtenidos.

4.- Obtener las bioimagenes en células de melanoma murino B16F10.

15
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4. METODOLOGIA GENERAL

4.1.- Sintesis de los ligantes

Los ligantes fueron sintetizados mediante la condensacion de
benzohidrazina con el correspondiente salicilaldehido 1-3 (Esquema 2). Para el
ligante 4 fue necesario realizar el precursor 4,6-di-tert-butil-1-fenol-2-amina
segun la metodologia reportada®®, la purificacion de cada ligante se realizd por
medio de re-cristalizacién en diferentes disolventes, para obtener una mayor

pureza.

0
o \

o s S
OH tBu OH

O \ Reflujo H Reflujo \
- N—-NH R Metanol H,N-N Metanol N—NH
S —
}—@R tBul OH
o -H,0 o -H0 o

1: R=H 3
2: R=0OH
tBu
tBu tBu tBu tBu
(CH,NH,),
. AcN A \N
o 2-propanol H,N ¥
T = >
\0 tBu OH
-H,0
0 tBu HO tBu tBuf OH HO tBu

Esquema 2. Sintesis de los ligantes (1-4) bases de Schiff.
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4.2. Sintesis de los complejos mononucleares y binucleares

Los complejos organoboro se sintetizaron por condensacion del acido
fenilborénico con el apropiado ligante a reflujo, utilizando trampa de agua,
removiendo el agua formada mediante destilacion azeotrépica (acetonitrilo-agua
76.5 °C).>° En los Esquemas 3 y 4 se muestra la ruta de sintesis de los
compuestos organoboro, se obtuvieron tres compuestos organoboro

mononucleares y cuatro compuestos organoboro binucleares.

B(OH),
O )
N—-N
12
SO
PhB(OH),, reflujo O B(OH); | reflujo B—o

Acetonitrilo Acetonitrilo
o H )~ Tamo
/ 2 H,0 N—NH -4 H,0
PHh OH )—@—R
o O~ N

tBu B(OH), Q_\}\J— N
)

\ 12 SB—(
N—NH B(OH);, reflujo
tBu OH Acetonitrilo
—_—
o
-4 H,0 -

Esquema 3. Sintesis de los complejos de boro.
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Bu

B(OH),
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tBu 0. JI
\B\O

2 H20 -4H,0
00— B

Ph/ tBu fo .
7 4 <‘ FLQ

Esquema 4. Sintesis de los complejos organoboro con cuatro grupos

ter-butilos.
4.3. Determinacion de propiedades fotofisicas

En un matraz volumétrico de 50 mL se coloc6 1 mg de muestra y se
disolvi6 en THF o cloroformo grado HPLC y se procedié a realizar las
absorciones UV-Vis, utilizando el disolvente como blanco, como estandar fue
necesario preparar una solucién de sulfato de quinina en acido sulfurico 0.1M a

0.04 de absorbancia determinada a 310 nm.

4.3.1. Determinacion de espectros de emision

Los espectros de emision fueron determinados en tres soluciones de las
muestras (0.04, 0.06, 0.09 de absorbancia al maximo de absorcion en UV-Vis),
fijlando la longitud de onda de maxima absorcién en UV-Vis a tres Slit (2.5, 5,

10).
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4.4. Determinacion de citotoxicidad y obtencién de bioimagenes

La citotoxicidad de los compuestos organoboro se determinaron mediante
el ensayo de viabilidad azul Alamar, el cual consiste en un reactivo (resazurina)
compuesto no téxico, permeable a las células y de color azul. Al entrar en las
células, resazurina se reduce a resorufina, que produce fluorescencia roja muy
brillante o rosa. Las células viables realizan esta reaccidén, generando asi una
medida cuantitativa de la viabilidad o citotoxicidad.>!

Para la obtencibn de bioimagenes, se realiza un cultivo celular,
posteriormente se prepara una suspension de 100,000 células por mililitro, en
una placa se coloca 1 mL de células en cada pocillo y se aflade el compuesto a
evaluar a una concentracion de 10ug/mL, se incuban durante 2 horas a 37 °C en
un ambiente al 5% de COg, posterior se realiza un lavado con buffer fosfato

salino y se procede a evaluar en el microscopio Confocal.

4.5. Material y equipo

El lugar de trabajo para el proyecto fue en la divisiéon de Estudios de

Posgrado de Ciencias Quimicas en el Laboratorio de Materiales Ill. Todos los

materiales de partida son del proveedor Aldrich y los disolventes se utilizaron sin

realizar purificacion.
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Tabla 2. Equipo utilizado.

Material /Equipo

Material de laboratorio

Difractometro de rayos-X: Bruker SMART APEX

IR 1600 Perkin Elmer.

Resonancia Magnética Multinuclear, Bruker
advance DPX 400.

Espectrometria de Masas: AB Sciex API 2000
LC/MS/MS System.

Fluorémetro Perkin Elmer LS 50B

UV-VIS Espectrofotometro Shimadzu 2401 PC

Microscopio Confocal TCS SP5 Leica

4.6.- Disposicion de Residuos

Tabla 3.

Disposicion de los residuos generados durante las sintesis de

compuestos organoboro.

Residuo Tipo Disposicion
THF Grupo 14 Eteres

Acetonitrilo Grupo 26 Nitrilos

Benceno Grupo 16  Hidrocarburos | Contenedor E
Tolueno aromaticos

Benzohidracinas

Grupo 8 Azo compuestos etc.

Diclorometano

Grupo 17

Organohalogenados

Aminas Grupo7 Aminas Contenedor C
Acidos y Bases | Grupo 1 y 10 Acidos y bases | Contenedor B
inorganicos inorganicos

20




Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Caracterizacion de los ligantes bases de Schiff

5.1.1. Datos de RMN de los ligantes 1- 4

El espectro de RMN de 'H del ligante 1 mostré un grupo de nueve
sefales correspondientes a los protones aromaticos, a 9.49 ppm se observa el
proton imino H-11 caracteristico de una base de Schiff,%? el protdn del NH y del
grupo hidroxilo aparecen a frecuencias altas de 12-12.6 ppm como se esperaba,
Figura 5, el espectro del ligante 2 presenta desplazamientos semejantes al
ligante 1, con la diferencia de una sefial simple correspondiente al proton del
grupo sustituyente hidroxilo a 10.26 ppm.

En el espectro de RMN de '3C para el ligante 1 mostro 19 seiales
diferentes, a 158.15 ppm se observo el desplazamiento del carbén imino (Figura

6), para el ligante 2 el carbén imino aparece a frecuencias mas bajas de 146.35

ppm.
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Figura 5. Espectro [5,ppm] de RMN de 'H en DMSO-ds para el ligante 1.
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Figura 6. Espectro [5,ppm] de RMN de '3C en DMSO-ds para el ligante 1.
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El espectro de RMN de proton para el ligante 3 muestra cinco senales de
protones aromaticos a 8.53 ppm, aparece el desplazamiento del protdn imino, en
la zona alifatica a 1.45, 1.30 ppm, ademas se observan dos sefiales simples que
integran para 18 protones correspondientes a los protones de los grupos
sustituyentes ter-butilos. Para el ligante 4 muestra cuatro sefales dobles en el
area aromatica correspondientes a los protones 4, 6, 9 y 11 los cuales presentan
este desdoblamiento debido a la interaccidn de un protén vecino a cuatro
enlaces (formando una W), el protdn del grupo OH se aprecia a frecuencias altas
de 12.92 ppm y el proton imino a 8.13 ppm similar al ligante 3, los protones de
los grupos sustituyentes ter-butilos aparecen a frecuencias bajas observandose
cuatro senales simples que integran para 36 protones (Figura 7).

En la Tabla 4 se muestra los principales desplazamientos de '3C para los
ligantes 1- 4, donde podemos observar el carbon imino aparece a frecuencias
altas de 150-165 ppm, debido al entorno electrénico provocado por la
desproteccion.

Tabla 4. Seriales de '3C RMN (ppm) para los ligantes 1-4.

Ligante C11/C7 C2 C12/C8
1 158.15 160.90 163.89
2 146.35 161.50 162.64
3 151.07 155.64 162.56
4 165.45 146.71 137.46
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Figura 7. Espectro [5,ppm] de RMN de 'H en CsDs para el ligante 4.

5.1.2. lon molecular y fragmentacion de los ligantes 1-4

Los espectros de masas de las moléculas 1-4 se obtuvieron por el método

de TOF (time of flight), en la tabla 5 muestran los iones moleculares para dichas
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moléculas donde podemos observar baja diferencia entre el valor calculado y el

encontrado, confirmando la obtencion de las bases de Schiff.

Tabla 5. Datos de masas de alta resolucion para los ligantes 1- 4.

Ligante Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia (ppm)
1 291.1128 291.1128 0.5004
2 307.1079 307.108 0.4332
3 353.2223 353.2225 0.4222
4 438.3367 438.3368 0.3639

En el espectro de masas del ligante 2 se observa el pico base a
307.107852 m/z (100%) correspondiente al ion molecular, también observamos
un fragmento a 613.208389 m/z (3.6%) el cual se propone la formaciéon de un
dimero del ligante, esto debido a interacciones por puentes de hidrogeno entre el
grupo OH con el par de electrones del oxigeno de dos moléculas del ligante

(Figura 8).
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Figura 8. Espectro de masas de alta resolucion para el ligante 2.

5.1.3. Analisis de los datos de IR de los ligantes 1- 4

Los espectros de IR para los ligantes muestran la banda de estiramiento
C=N alrededor de 1580-1630 cm-, caracteristica de una base de Schiff, la
absorcion de OH aparecen a 3200 — 3000 cm™', (Esquema 5) la vibracion del
C=0 es mayor que la banda de C=N debido a la electronegatividad del oxigeno,

provocando una sefial de mayor intensidad.
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1 2
C=N 1640 cm™’ 1635 cm™’ O
O-H 3167 cm-" 3250 cm-! O NN
OH )—@—R
C=0 1590 cm"" ©
C-H aromatico 3022 cm™’ 1: R=H
2: R=0H
tBu Bu
\ tBu
N—NH \
8  OH )—@ N
0 tBu OH
3 4 HO tBu
3 4
C=N 1586 cm™" 1629 cm"
O-H 3066 cm™ 3063 cm™!
C=0 1594 cm-" 1584 cm!
C-H aromatico 3052 cm™ 2960 cm™!

Esquema 5. Bandas de absorcion en IR para los ligantes 1-4.

5.2. Caracterizaciéon de los complejos de boro

Una vez sintetizados y caracterizados los ligantes se procedio a sintetizar
los complejos mononucleares por el método tradicional,*’ inicialmente se
propuso utilizar benceno como medio de reaccidn, después de analizar y realizar
varias pruebas se cambid el disolvente por acetonitrilo, debido a que presenta

menor toxicidad.
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5.2.1. Datos de RMN de los complejos mononucleares de boro 5-7

Los espectros RMN de 'H para los complejos mononucleares 5 al 7
muestran los desplazamientos del proton imino con un ligero corrimiento hacia
frecuencias bajas comparado con el ligante (5: a 8.71, 6: a 9.10 y 7: a 8.78
ppm), también desaparecen las sefales simples de los protones del grupo
hidroxilo y N-H lo cual confirma la coordinacion del ligante con el atomo de boro,
asi mismo aparecen tres desplazamientos traslapados correspondientes a los
protones aromaticos del fenilo enlazado al atomo de boro, lo anterior lo podemos

observar en la Figura 9 para el complejo 5.
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Figura 9. Espectro [5,ppm] de RMN de 'H en CDCI3 para el complejo 5.
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Los espectros de '*C RMN para los complejos 5 al 7 mostraron el
desplazamiento del carbon imino a frecuencias bajas debido a la coordinacién
del atomo de boro con el ligante, ya que el carbon imino se encuentra protegido
por la deslocalizacion electronica (ver Tabla 6), para realizar una asignacion
inequivoca de los desplazamiento de los atomos de proton y carbon fue
necesario realizar experimentos en dos dimensiones donde se muestra los
espectros de Correlacion Homonuclear 'H/'H (COSY) y Heteronuclear 'H/'3C
(HETCOR). Debido al traslape de sefales del complejo 6, en el experimento
COSY muestra las correlaciones entre los protones a un enlace de distancia
H8/H9, H6/H7, H16/H15, H3/H4 (Figura 10), una vez asignadas las senales de
protdn, son correlacionas con los desplazamientos de carbono en el espectro de
HETCOR (Figura 11).

En la Figura 12 se muestra la correlaciéon de proton - carbono para el
complejo 7, en este espectro se aprecia el traslape de dos senales siguletes de
los protones alifaticos de los grupos terbutilos (3,12 y 5, 10) con sus

correspondientes valores de ppm de '3C.
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Figura 11. Espectro [3,ppm] de RMN (HETCOR) en THF-dg para el

complejo 6.
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Figura 12. Espectro [3,ppm] de RMN (HETCOR) en THF-dg para el

complejo 7.

Los espectros de RMN de "B (THF-ds) para los complejos 5 al 7
mostraron sefales anchas como se puede observar en la Figura 13, esto es
debido a que el isotopo "B tiene un spin 3/2 y presenta un bajo momento
quadrupolar con lenta relajacion,®® los desplazamientos de ''B para los
complejos mononucleares se muestran en la Tabla 6, observando valores de 7-8
ppm caracteristicos de un boro tetracoordinado, comparandolo con moléculas ya

reportadas.5
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Figura 13. Espectro [5,ppm] de RMN de "'B para el complejo 5.

Tabla 6. Desplazamientos de 'H, '3C y "B para los complejos mononucleares,

comparando con los ligantes.

Molécula | 'H imino '3C imino "B (ppm)
Ligante 1 9.50 158.15 --
5 8.71 142.71 8.06
Ligante 2 9.48 146.35 --
6 9.10 143.62 7.32
Ligante4 | 8.13 165.45 -
7 8.78 151.73 7.88
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5.2.2. Datos de los espectros de masas de alta resolucion para los

complejos 5 al 7.

Los espectros de masas de alta resolucion de los compuestos 5 a 7
muestran el pico base el cual corresponde al ion molecular protonado (Tabla 7),
seguido se observa la fragmentacion cuando pierde el atomo boro con el fenilo,
quedando el fragmento del ligante; para los complejos 5 y 6 se aprecia la
formacion de un dimero debido a las interacciones intermoleculares por puentes

de hidrégeno (Figura 14, Esquema 6).

; B WTOF WS 1IR3 ta 1207 min fram DS-020713-41-01.wilf Agilent, sublracted {1,105 to 1.318 min) Max. 1.4e5 counts)

1,385
13054
| 12854
| e
| 1 ?{:5-!
| 11esd
1.1e51
1,085

a.584]

i
ELTE
8504

Intansily, counts

o o
2
z

TT5.266447

... Ligante

] | , | |
1004 | Dimero _
5000.04 1 ) - I
| 167068542 d i 753255490 Yrgg 404008 1151.406160
DO Zaf W, S 1 il —
200 00 40 500 800 fo abo 1000 1100 1200 1300 1400 1500

iz, ATy

Figura 14. Espectro de masas de alta resolucion para el complejo 5.
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Esquema 6. Fragmentos moleculares para los compuestos 5y 6.

Masas de alta resolucion para los complejos (5-7) asevera la obtencion de
los mononucleares ya que presenta bajos valores de desviacion entre los iones
moleculares encontrados y los calculados.

Tabla 7. lon molecular de los complejos 5 - 7

Complejo [M]* Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia ppm
5 377.1467 377.1462 1.2512
6 393.1405 393.1403 0.5300
7 524.3694 524.3696 0.2500

5.2.3. Analisis de los datos de IR de los complejos de boro 5-7

Los espectros de IR de los complejos de boro 5-7 muestran un
corrimiento de la banda de estiramiento del enlace C=N (Tabla 8) hacia
frecuencias menores comparando con el ligante, ya que el enlace C=N tiende a

ser mas grande por la coordinacién del atomo de nitrdgeno con el atomo de
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boro, similar a lo reportado.®® En el espectro también se alcanza a apreciar las
absorciones para sistemas aromaticos, las vibraciones de los enlaces C-H a

(2950 aprox.) cm™"

Tabla 8. Principales bandas (cm™) de IR para los complejos 5-7.

Banda Complejo 5 Complejo 6 Complejo 7
C=N 1558 1603 1627
C-H aromatico 2957 2945 2957
B-O -- 962, 1359 956, 1353

5.2.4. Analisis de las estructuras en estado sélido por difraccion de

rayos X de los complejos mononucleares.

El complejo 5 y 7 cristalizaron en disolvente acetonitrilo, los cristales del
complejo 6 se obtuvieron de THF-ds, la caracterizacién por difraccién de rayos X
de los complejos mononucleares confirma que las estructuras propuestas en
soluciéon son similares en estado sdlido. Estas moléculas muestran la
coordinacion tetraédrica del atomo de boro formando dos heterociclos de cinco y
seis miembros, los cuales provocan la distorsion de la geometria tetrahedral y

que el atomo de boro se encuentre fuera del plano del ligante Figuras 15-17.
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Figura 15. Estructura de rayos X monocristal para el complejo 5.

Figura 16. Estructura de rayos X monocristal para el complejo 6.
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Figura 17. Estructura de rayos X monocristal para el complejo 7.

Tabla 9. Comparacién de longitudes de enlace y angulos para los complejos 5-7

y la molécula XXIIl.

Enlaces / Angulos 5 6 7 XXII
B1-O1 1500 (2) 1469 (2) 1457 (3) 1,505 (1)
B1-02 1468 (2) 1499 (2)  1.474(3) 1457 (2)
B1-N1 1564 (1) 1562 (1)  1.599 (4) 1,571 (4)

B1-C19,15 1604 (2) 1601(2)  1.610(3) 1.610 (1)
01-B1-N1 97.00(8) 105.8(1)  110.8(2) 107.2 (2)
02-B1-N1 10557 (9)  96.7 (1) 95.7 (2) 96.3 (2)
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Las longitudes de enlace B-O (1.5-1.45 A) de los complejo 5-7 son
caracteristicos para complejos de boro tetracoordinado, comparandolo con la
molécula XXIII (1.5-1.46 A) reportada por Jiménez-Pérez,*’ la longitud de enlace
B1-N1 (1.56-1.59 A) muestra una coordinacion fuerte del atomo de nitrégeno el
cual cede electronegatividad al atomo de boro (Tabla 9), esto se confirma al
calcular el porcentaje del caracter tetrahedral de 88-89% para cada molécula
(Tabla 10).56

Tabla 10. Caracter tetrahedral para las moléculas 5 — 7.

Complejo Caracter tetrahedral %
5 88.58
6 88.66
7 89.70

Las estructuras de las moléculas 5 - 7 presentan interacciones
intramoleculares por puentes de hidrogeno de los atomos de oxigeno y nitrogeno
con atomos de hidrégeno de los anillos aromaticos, como se observa en la
molécula 5, interacciones de H18-O1 (2.5118 A), H14-N2 (2.5349 A), H24-02
(2.5818 A) Figura 18.

La estructura de rayos X para el complejo 6 muestra dos moléculas del
mononuclear coordinadas con cuatro moléculas de THF-ds en la celda unidad

(Figura 19), las moléculas de THF-dg presentan interacciones intermoleculares
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con el complejo, podemos observar la estructura 2 (color verde Figura 19)
presenta interaccion del atomo de boro (B2) con un oxigeno (O4) y proton (H17),
el protén H41 con el atomo de boro y oxigeno (B1 y O1) de la estructura 1 (color
amarillo), asi mismo coordinacion con un protéon de una molécula de THF-ds, la
estructura 1 (amarillo) del complejo muestra interaccién intermolecular con
protones de dos moléculas de THF-ds, C18-H56B, C12-H54A, C23-H49B, C1 vy
H1-09 dichas interacciones intra-intermoleculares permiten una estabilizacion

de los complejos.

Figura 18. Interacciones intramoleculares para el complejo 5.
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Figura 19. Estructura de rayos X e Interacciones intermolecular del
complejo 6.

En la Figura 20 se aprecia como el atomo de boro del complejo 6 se
encuentra 0.316 A fuera del plano del ligante, presentado una deslocalizacién de
electrones ineficiente, este comportamiento se observa para los tres complejos
mononucleares, esto quiza nos da un indicio de bajas propiedades fotofisicas,
sin embargo, para la aplicacion de bioimagenes no es necesario tener altos

rendimientos cuanticos luminiscentes.
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Figura 20. Plano del ligante en la estructura de rayos X para el complejo

6.

5.3. Caracterizacion de RMN de los complejos binucleares 8-11.

Los complejos 8 - 10 presentan baja solubilidad en disolventes organicos,
lo cual complicé su caracterizacion en solucién, el complejo 10 es sensible a la
humedad ya que descompone al contacto con agua, debido a esto se almaceno

bajo atmosfera de nitrégeno.

5.3.1. Caracterizacion de RMN de los complejos binucleares 8-11.

En los espectros de RMN de protdn para los complejos 8-11 desaparecen

los desplazamientos de los protones OH, NH del ligante debido a la coordinacién

con el atomo de boro, también podemos observar para los complejos 8 y 11 una
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sefal doble correspondiente al proton imino (Figura 23), probablemente debido a
que se esta alcanzando a observar los dos iminos del complejo.

Para el complejo binuclear 8 el espectro de protdn muestra nueve senales
en la zona aromatica, de las cuales cinco se traslapan, el desplazamiento del
protén imino (H11) aparece a 9.03 ppm (Figura 21), para realizar una asignacion
inequivoca de estas sefiales fue necesario realizar los experimentos en dos

dimensiones (HETCOR) los cuales se presentan en la Figura 22.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H en THF-ds para el complejo 8.
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tBu
1508502 S R =]
15085-02 ¢y tBu ol
4 9_10 — o

¢

H7 Imino ©m

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
120 115 110 105 100 S5 %0 85 8D A5 70 6*._5{ ,f.j.o 55 50 45 40 35 30 25 20 L5 L0 05
1 (pp

Figura 23. Espectro [5,ppm] de RMN de 'H en THF-ds para el complejo 11.
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De los complejos binucleares se obtuvo el espectro de resonancia "B,
para el binuclear 10, el cual muestra una sefal ancha a 7.69 ppm caracteristica
de boro tetracoordinado,®” evidenciando que los dos nucleos de atomos de boro

presentan similar comportamiento ya que solo se aprecia esta sefal.

5.3.2. Andlisis de masas de alta resolucién de los complejos
binucleares 8-11.

Los espectros de masas para las moléculas binucleares 8-11 se
obtuvieron por el método TOF (time of flight), los fragmentos que se presentan y
discuten a continuaciéon en los esquemas pertenecen a los picos de mayor
abundancia.

El espectro de masas del complejo 8 muestra el pico base 675.236 m/z, el
cual corresponde al ion molecular protonado, también se observa una sehal a
1349.46 m/z (38%) el cual proponemos sea un dimero del complejo ver figura
24, en el Esquema 7 se presenta la fragmentacion para el complejo, donde se
aprecia un fragmento del ligante coordinado con un atomo de boro a 299.09 m/z

(26.7%).
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Para confirmar que se obtuvo el complejo binuclear, el patron isotdpico
obtenido por masas de alta resolucion para el complejo se compara con uno
calculado,®® en la Figura 25 podemos visualizar que presenta igual patrén
isotopico de seis sefiales con el mismo valor de masal/carga, con esto

aseveramos la obtencion de los complejos de boro binucleares.
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Figura 25. Comparacion de patron isotépico obtenido y el calculado para
el complejo 8.

Los espectros de masas para los complejos binucleares 10,11 muestran

el ion molecular 10: 799.457 m/z (9.28%) y 11: 969.685 m/z (100%), seguido la

fragmentacién del complejo eliminando primero los metilos de los grupos

sustituyentes ter-butilos, el complejo 10 presenta bajo porcentaje de ion
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molecular debido a que es inestable y descompone con la humedad, por lo cual
el fragmento del ligante 353.22 m/z presenta 100%, contrario al complejo 11 que
es estable alcanzandose a observar el fragmento del ligante coordinado con un

atomo de boro a 446.32 m/z (6.17%) (Esquema 8 y 9).

e e e
Q_\\N—N b_\\ AQ_\\N—N
v o f }N_N\ o ¥ O\>_®

B—

B—¢g \B\O
-3 CH;
E— Em—

O—p O— O—p

\N_r\t ~o tBu ( fB\o Bu 4 f ~o {Bu
- 0 ava! L

\
tBu ‘Bu tBu

799.4568 m/z (9.28 %) 759.3556 m/z (3.1 %) 727.4162 m/z (7.2 %)

353.2235 m/z (100 %)

Esquema 8. Fragmentacion para el complejo 10.

-" " T mk
\AQBH tBu \
5
4

- O\fB\o Bu O—pg o B
X :< 470
\ N
tBu N\
tBu
969.6843 m/z (100 %) 589.3940 m/z (9.9 %) 446.3207 m/z (6.17 %)

Esquema 9. Fragmentacion para el complejo 11.
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Los espectros de masas de alta resolucion nos evidencian la obtencién de
los tres complejos binucleares 8, 10 y 11 esto lo confirmamos al obtener valores
bajos de desviacién entre los iones moleculares obtenidos con los calculados,

ejemplo: en la Tabla 11 observamos que el complejo 10 presenta 0.0207 ppm de

diferencia.
Tabla 11. lones moleculares de los complejos 8, 10-11.
Complejo [M]* Calculado m/z Encontrado m/z Diferencia ppm
8 675.2369 675.2368 0.1646
10 799.4568 799.4568 0.0207
11 969.6846 969.6844 0.3074

5.3.3. Datos de IR para los complejos binucleares 8,10 y 11.

Los espectros de IR para los binucleares muestran comportamiento
similar a los mononucleares el corrimiento de la banda C-N a numeros de onda
menores a los ligantes, debido a la disminucidn de la longitud de enlace por la

coordinacion del atomo de nitrogeno con el atomo de boro.

48



Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

Tabla 12. Principales bandas (cm™') de IR para los complejos 8 - 11.

Banda Complejo 8 9 10
C=N 1558 1629 1557
C-H arom. 2957 3053 3058
B-O 944, 1368 943, 1325 935, 1483

5.3.4. Analisis de la estructura en estado sélido por difraccion de

rayos X para el complejo binuclear 11.

El complejo 11 tiene grupos ter-butilos como sustituyentes a diferencia del

complejo 8 y 9, debido a esto presenta mejor solubilidad en disolventes

organicos, permitiendo obtener dos estructuras de rayos X en diferentes

disolventes: THF y acetona (grado reactivo).

En la Figura 26 se muestran las estructuras de rayos X del complejo 11,

donde se observan que cristalizan con una molécula de disolvente (A-THF y B-

acetona); en ellas confirmamos la obtencion de un complejo binuclear, con

geometria tetrahedral distorsionada, provocada por la formacion de dos

heterociclos de cinco y seis miembros alrededor del

caracteristica semejante con los complejos mononucleares.

atomo de boro,
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Figura 26. Estructuras de rayos X para el complejo 11, con una molécula

de disolvente, A) THF, B) acetona.

Las estructuras de rayos X (11A, 11B) muestran longitudes de enlace B-N
alrededor de 1.53-1.58 A, (Tabla 13) valores similares a complejos de boro
mononucleares®® (5-7) esto evidencia una coordinacion fuerte entre el atomo de
nitrogeno y atomo de boro y se confirma al calcular el porcentaje de caracter
tetrahedral obteniendo valores de (90.0 — 93.7% Tabla 14), adquiriendo una
coordinacion mas covalente, porcentajes mayores comparado con lo
mononucleares y moléculas reportadas®, las longitudes de enlace B-O (1.44-
1.48 A) son menores a B-N debido a la alta electronegatividad del atomo de

oxigeno. Para ambas estructuras los angulos (02-B1-N1 y 04-B2-N2) son
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menores a (O1-B1-N1 y O3-B2-N2) esto debido a la formacion del anillo de cinco

miembros.

Tabla 13. Principales enlaces y angulos para el binuclear 11.

Enlaces A / Angulos 11A 11B
B1-O1 1.4594 1451 (3)
B1-02 1.4450 1.455 (3)

B1-N1A 1.5305 1.587 (6)
B1-C29/30 1.6129 1.591 (3)
01-B1-N1 106.093 90.8 (2)
02-B1-N1 102.367 91.4 (2)

B2-03 1.4558 1.460 (3)

B2-0O4 1.4787 1.471 (3)

B2-N2A 1.5477 1.563 (6)
B2-C32/33 1.6047 1.593 (3)
03-B2-N2 109.337 90.8 (3)
04-B2-N2 98.733 91.9 (2)
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Tabla 14. Caracter tetrahedral para las estructuras de rayos X del

complejo 11(Ay B).

Complejo Caracter tetrahedral %
11A Boro1 90.00
11A Boro 2 93.65
11B Boro 1 90.01
11B Boro 2 91.66

Las moléculas de rayos X del complejo 11B, muestra interacciones

intermoleculares del protones iminos H66A con los atomos de oxigeno y boro

(04, O3, B2) de otra molécula, H67A con el atomo de oxigeno O31 del

disolvente acetona.

Las interacciones intramoleculares de la estructura de rayos X del

binuclear 11, muestra interaccion a cuatro enlaces entre el proton imino con un

proton del anillo aromatico H67A-H37 (2.104 A), H66A-H3 (2.163A) (ver Figura

27), también presenta interacciones entre los protones de los ter-butilos con

atomos de oxigeno 03-H46 (2.431 A), O3-H47A (2.359 A), 04-HB2A (2.531 A),

04-H31(2.510 A), 02-H28C (2.366 A), 02-H27A (2.307 A), O1-H14A (2.352 A),

01-H12 (2.303 A), entre otros.
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Figura 27. Interacciones intramoleculares del complejo 11B.

En la estructura de rayos X para la molécula 11B, se aprecia como los

dos atomos de boro se encuentran fuera del plano de los ligantes, cortando

perpendicularmente al anillo aromatico central (Figura 28).
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Figura 28. Planos de la estructura de rayos X del complejo 11B.

5.4. Caracterizacién optica de ligantes y complejos de boro

5.4.1. Analisis de espectros de UV-Vis y emision

Las propiedades Opticas de los compuestos fueron obtenidas en THF y
cloroformo, ya que son los disolventes que disuelve completamente a los
complejos. En las Figuras 29 y 30, se muestran los espectros de absorcién de
los ligantes y complejos, observamos que el principal pico de absorcion de los
ligantes aparece en la region de UV (320-380 nm) debido a las transiciones

electrénicas HOMO-LUMO a través de la molécula, después de coordinarse los
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ligantes con el atomo de boro presentan un desplazamiento batocromico (regién
visible 400-455 nm). Los espectros de absorcion de los complejos binucleares
presentan picos maximos similares e incluso iguales a los complejos

mononucleares ejemplo mononuclear 5 (423 nm) y binuclear 8 (423 nm).

Absorbancia Normalizada

B
380 400 420
Longitud de onda {(nm)

T T T T T
280 300 320 340 360

Figura 29. Espectro de absorcién de los ligantes 1-4 en THF.
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Absorbancia Normalizada

T T T
300 350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Figura 30. Espectro de absorcién de los complejos 5-11 en THF.

Los ligantes (1, 2) muestran luminiscencia en solucién y estado soélido (1-
color verde, 2- color amarilla), el pico maximo de emisién es localizado a 492-

507 nm (Figura 31).

Intensidad Normalizada

T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650

Longitud de onda (nm)

Figura 31. Espectro de emision de los ligantes 1-4 en THF.
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Los complejos mononucleares y binucleares exhibe un maximo de
emision en THF a longitudes de onda localizadas en (477-514 nm) y (411-512
nm) respectivamente (tabla 15, Figura 32). Las emisiones de los complejos 7, 10
y 11 muestran un efecto batocromico comparando con las emisiones de los
ligantes 3 y 4, esto debido nivel de relajacion de S1-So, comparando emisiones
de complejos mononucleares con binucleares observamos valores similares de

luminiscencia en la region visible.

Intensidad Normalizada

T T T T T T | T
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

Longitud de onda {nm)

Figura 32. Espectro de emisién de los complejos 5-11 en THF.
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En la Tabla 15 se muestra el resumen de las propiedades fotofisicas de
los ligantes y complejos determinadas en THF, donde cabe resaltar los bajos
porcentajes de rendimiento cuantico luminiscente, con la finalidad de comparar
estos resultados se determind el rendimiento cuantico luminiscente en otro
disolvente, en la Tabla 16 se muestran los resultados con cloroformo,
observando para los complejos 9 y 11 un ligero aumento hasta de 6%; sin
embargo aun sigue siendo valores bajos comparados con otras moléculas.

Tabla 15. Absorcién y emisién de los compuestos en THF.

Compuesto  Aapssnm]  £*10°[M-lem '] Eg[eV] lem[nm] Av[em™'] @ [%]

1 376 1.80 3.16 493 6312 0.46
2 375 1.50 3.18 492 6341 0.71
3 339 1.10 3.33 370 2471 0.04
4 342 2.50 3.46 507 9516 0.04
5 423 1.80 2.63 490 3232 0.21
6 424 7.20 2.63 477 2621 0.79
7 455 1.40 241 514 2523 0.01
8 423 4.70 2.62 488 3149 0.17
9 423 4.00 2.61 475 2588 0.98
10 403 1.80 2.71 440 2087 0.01
11 455 2.10 241 512 2447 0.10

Tabla 16. Absorciéon y emision de los compuestos en cloroformo.

Compuesto  habsnm] £*10*[M-'em '] Eg[eV] Aem[nm] Avem!] @ [%]

5 426 0.20 2.64 484 2813 0.09
6 423 0.20 2.64 484 2980 0.06
7 460 1.90 2.35 529 2836 0.09
8 425 0.40 2.63 485 2911 0.10
9 425 0.40 2.64 517 4187 6.47
10 425 0.50 2.63 495 3327 0.40
11 461 1.20 2.33 523 2572 1.69

58



Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

Con la finalidad de estudiar las propiedades de los complejos se decidid
ver el efecto de fluorescencia al mover ciertos parametros: en solucion
(viscosidad del medio, flujo de oxigeno, COz2, pH) en estado so6lido (temperatura,
acidez y alcalinidad de las moléculas, accidn mecanica-friccion, presion)
esperando ver sensibilidad con algun parametro. La viscosidad, pH, oxigeno y
CO2 juegan un papel importante en los procesos celulares, permitiendo
encontrar nuevos materiales capaces de responder a estos estimulos a nivel
micro (celular) con la finalidad de monitorear dichos efectos en los procesos

celulares.

5.4.2. Efecto de viscosidad del medio

Segun reportes recientes, las moléculas que tienen un anillo aromatico
con libre de giro, presentan las propiedades de rotores moleculares.®’
Analizando nuestras moléculas, las mononucleares y binucleares tiene el fenilo
unido al atomo de boro, el cual puede tener un movimiento (giro), provocando
que las propiedades de emision disminuyan, ya que al estar en movimiento el
fenilo, induce a la disipacion de energia y una menor deslocalizacién electrénica
por lo que el rendimiento cuantico luminiscente tiende ser bajo.6? Para corroborar
lo anterior se procedié a realizar estudios de emision en mezclas de metanol-
glicerol a diferentes proporciones 0-90% [viscosidades de 0.01, 0.6, 1.5, 5.8,

33.9, 202 cps]; ya que las moléculas al estar en contacté con un disolvente de
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mayor viscosidad, su giro (movimiento de fenilo) disminuira y su emision o
rendimiento cuantico luminiscente deberia aumentar.

En la Figura 33 y 34 se muestran las graficas de intensidad de emision Vs
longitud de onda en diferentes mezclas de disolvente (metanol/glicerol) para los
complejos (6, 9 y 7, 11), donde efectivamente se observa un aumento en la
intensidad de emisién del complejo cuando el porcentaje de glicerol es mayor
(mayor viscosidad), calculando el rendimiento cuantico luminiscente, se grafica
contra la viscosidad de disolvente apreciando un aumento en el valor de
rendimiento cuantico luminiscente al aumentar la viscosidad del medio, lo cual
aseveramos el comportamiento de rotores moleculares para este tipo de
estructuras, siendo los complejos binucleares los que presentan mayor efecto
ver Figuras 34, 36. El compuesto 6 aumenta tres veces su rendimiento cuantico
luminiscente en 95% de glicerol, mientras que el compuesto 9 incrementa hasta
18 veces su valor inicial de rendimiento cuantico. Al comparar estos complejos
con algun rotor molecular en literatura, presenta un comportamiento similar.
Ejemplo de Dioxaborina reportada por Klymchenko y sus colaboradores,®?
mostré un aumento de 22 veces el valor de ® en una mezcla de glicerol y
metanol; otra investigacion reportada por Kuimova de dos compuestos de
BODIPY, uno de ellos muestra un incremento de 20 veces su valor inicial de ®
en 95% de glicerol;®* Sin embargo, estos compuestos presentan la desventaja

de necesitar varios pasos para la sintesis.
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Figura 33. Espectro de fluorescencia de los complejos 6 y 9 en mezclas de

metanol y glicerol.
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Figura 34. Correlacion del rendimiento cuantico luminiscente de los complejos 6

y 9 con la viscosidad del medio.
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Figura 35. Espectro de fluorescencia de los complejos 7 y 11 en mezclas de

metanol y glicerol.
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Figura 36. Correlacion del rendimiento cuantico luminiscente de los complejos 7

y 11 con la viscosidad del medio.
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5.4.3. Efecto de flujo de oxigeno y CO2

Es importante estudiar la capacidad de sensar oxigeno en células debido
a que el déficit y exceso de oxigeno es asociado con problemas de salud o
enfermedades.®® Recientemente se ha reportado un compuesto de boro con la
capacidad de sensar oxigeno a nivel celular.®® Debido a esto los compuestos 5,
6 y 9 en acetonitrilo (0.5mg/50mL) fueron expuestos a un flujo de oxigeno 0.25
kg/cm? durante 2 minutos, observando el compuesto mononuclear 5 y binuclear
9 un incremento en la emisién de fluorescencia, corroborando esto al observar
un incremento en el espectro de emision (Figura 37), mientras el mononuclear 6
mostro disminucién en la emision, debido a que las moléculas de oxigeno tienen
electrones no apareados, también tienen un efecto de apagar la luminiscencia al
aceptar energia de los fluoréforos de estado excitado.®” Sin embargo cuando el
organoboro 6 y 9 son colocados en un flujo de CO2, muestran ligero aumento en

el espectro de emision, Figura 38.
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Figura 37. Espectro de emision de los compuestos 5, 6 y 9 en acetonitrilo bajo

flujo de aire y oxigeno.

64



Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

1.8
284
1.6 4
Organoboro 6 244 Organoboro 9
1.4 - w— Alre Aire
e CO, —C0,
s 1.24 * — 20+ 2
d = =
3 3
; 1.0 4 2 164
= kS
2 084 =
4 s 1.2
g >
.=. 0.6+ =
= 084
044
P 04 -
005 T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T
125 450 475 500 325 350 575 600 625 630 425 450 475 300 325 350 575 A0 625 6™
Longitud de onda [nm]| Longitud de onda [nm]

Figura 38. Espectro de emision de los compuestos 6 y 9 en acetonitrilo bajo flujo

de aire y COa.

5.4.4. Efecto de pH

Los marcadores fluorescentes estan fuertemente influenciados por el pH
del microambiente celular. La influencia del valor del pH sobre la absorcién
celular y la distribucion de marcadores fluorescentes a través de la membrana
celular es extremadamente importante,®® con la finalidad de estudiar este
comportamiento en solucion, se coloco el compuesto 6 en metanol (0.5 mg/50
mL) mostrando un pH neutro, posteriormente fue ajustado el valor de pH a: 1, 3,
5,7,9, 11y se determiné el espectro de Uv-Vis y emision.

Al ser colocado a pH 1 se observa la descomposicién a ligante ya que el
espectro de absorcidon concuerda con el ligante 2, al aumentarelpHa 3,5y 9 se
aprecia la formacién del espectro de absorcién del complejo, sin embargo

cuando esta a un pH 11 el espectro de UV es diferente al complejo. Mientras los
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espectros de emision muestran un aumento al ir ajustando alcalinamente el pH
de la solucidn ver Figura 39, esto pudiera ser debido a las interacciones que
puede estar teniendo el grupo funcional OH del complejo con los protones o

hidroxilos presente en el medio.
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Figura 39. Espectros de Uv-Vis y emision del compuesto 9 a pH 1-11.

5.4.5. Efecto de acidez y alcalinidad

Otra propiedad interesante a resaltar de los complejos 5 y 6 es el
vapocromismo (un cambio de color del material en respuesta al contacto con un
vapor organico o gas).®® Los mononucleares 5 y 6 al ser colocados en vapor
acido (HCI) y alcalino (NH3) responden al cambiar su color bajo la lampara de
UV-Vis, el compuesto 6 al contacto de vapor acido presentan una coloracién

amarilla intensa mientras al vapor alcalino muestra una coloracion naranja, esto
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se aprecia en la Figura 40. El espectro de emision muestra una disminucién en
la intensidad de luminiscencia para el complejo 6 cuando se coloca en contacto
con vapor acido y alcalino siendo el vapor alcalino el que provoca mayor cambio;
debido a que puede estar desprotonando el grupo hidroxilo del complejo

causando este cambio en la emision ver Figura 41 y Esquema 10.

Luz UV Luz de dia
Compuesto 5 Compuesto 6 Compuesto 6

3
/ N/ \
Y U Ol

Vapor HCI Vapor NH; Vapor HCI Vapor NH; Vapor NH,

o
| |
ff—— “

Figura 40. Imagen de fluorescencia de los compuestos 5-6 bajo vapor de HCl y

NHs a 25 °C.
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Figura 41. Espectro de emisién del compuesto 6 antes y después de ser

sometido a vapor de HCly NH3 a 25 °C.
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Esquema 10. Protonacién del complejo 6 al contacto con vapor acido.

5.4.6. Termocromismo y Mecanocromismo

Con la finalidad de observar la aplicabilidad de los compuestos como
sensores de temperatura en estado solido,”® los organoboro mononucleares se
sometieron a calentamiento hasta 130°C y los binucleares hasta 210 °C. Es
claro ver la perdida de luminiscencia de los compuestos 5, 6, 10 y 11 cuando se
calientan sin embargo se recupera al ser enfriados a 25 °C, comportamiento
semejante a lo reportado por Chen y colaboradores, esta propiedad es llamada
termocromismo reversible’’ y se muestra en las Figuras 42-43. Mientras los
complejos 8 y 9 muestran un cambio de coloracion al ser calentados. Otra
caracteristica a mencionar es que el compuesto 11 cuando es friccionado, pierde
la luminiscencia completamente, propiedad similar a lo reportado por Seki 72 esto

se aprecia en las Figuras 44-45.
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Visible

Uv (365nm)

25°C  130°C 25°C

Visible

Uv (365nm)
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Figura 42. Imagen de fluorescencia de los complejos 5-11. Bajo luz Uv-Vis a 25
°C, bajo luz Uv-Vis (compuestos 5-6 a 130 °C, compuestos 8-11 a 210°C) y

después de enfriar bajo luz Uv-Vis a 25°C.
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Figura 43. Espectro de fluorescencia del complejos 11 antes y después de

calentar a 210°C.

Friccion

Figura 44. Imagen de fluorescencia del compuesto 11 a 25 °C y después de ser

expuesto a friccion.
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Figura 45. Espectro de fluorescencia del compuesto 11 a 25 °C y después de

ser expuesto a friccion.

Otra interesante propiedad mecanica en estado solido es piezocromismo
(estimulacion de presion). Los complejos 9 y 10 fueron expuestos a presion de 2,
4 y 8 t (toneladas métricas) observando cambio en la coloracién. EI complejo 9
cambio de color amarillo a amarillo oscuro y perdiendo la propiedad de
luminiscencia esto se comprobé al obtener el espectro de emision (ver Figuras
47-48). Sin embargo el complejo 10 no pierde la propiedad de luminiscencia al
aplicar 8 t esto se aprecia en la Figura 46, esto es debido a que el complejo
debe contener una estructura rigida para mantener su estructura molecular
durante el proceso de compresion, asi como un modo de ordenamiento
relativamente suelto para proporcionar suficiente espacio para reordenamientos

moleculares.”®
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Figura 46. Imagen de luz de dia y Uv de los complejos 9 y 10 antes y después

de aplicar presion de 2,4y 8 t.

= Temp. amb. (25 °C)

12 — Después de aplicar 8t
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Figura 47. Espectro de fluorescencia del complejo 9 antes y después de aplicar

presion de 8 t.
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Figura 48. Rayos X en polvos del complejo 9 antes y después de aplicar presion

de 8 t.

5.5. Modelado molecular

Los complejos de boro sintetizados en este proyecto presenta bajos
rendimientos cuanticos luminiscentes, debido a esto se realizé6 un estudio de
modelado molecular usando la teoria de DFT (B3LYP) en combinacién con la
base 6-31G(d,p), con la finalidad de corroborar el comportamiento de rotores
moleculares. Las estructuras de los complejos 5-11 se optimizaron (Figuras 49,
50) y caracterizaron mediante la obtencion de las frecuencias. Posteriormente se
calcularon los espectros de absorcion y se construyeron los orbitales
moleculares involucrados.

Podemos observar las estructuras optimizadas mediante el método

(B3LYP/6-31G(d,p ).
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Figura 49. Estructuras optimizadas de los complejos de boro 5-7.
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Figura 50. Estructuras optimizadas de los complejos de boro 8-11.
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En las Figuras 51 y 52 se observan los orbitales moleculares de los
complejos de boro (5-11), en los cuales se muestran deslocalizaciones
incompletas, mas pronunciadas hacia la estructura del ligante, con lo cual se

aprecia que la deslocalizacion electrénica no es en toda la estructura.

5 6 7
\l
f\f \ l
) 1Y o
Pri o - P
LUMO 3 X ;R
(eV) = — C——
2.26 217 2.20
g o E o & :
g = E w &
E =
HOMO _5.64
(V) -5.52
-5.37

|
Yy v ¢
M@s @?5&@. 3\3@59@\

Figura 51. Orbitales moleculares HOMO y LUMO de los complejos de boro 5-7.
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Figura 52. Orbitales moleculares HOMO y LUMO de los complejos de boro 8-11.

Las longitudes de onda de absorcién calculadas para las estructuras mas
estables correspondientes a los complejos (5-11) se muestran en la Tabla 17 y
se comparan con los experimentales determinados en cloroformo, valores
ligeramente mas bajos. La densidad de electrones esta mas localizada hacia el
fragmento de ligando, las estructuras electronicas y los niveles HOMO, LUMO
son similares entre los mononucleares y binucleares, ambos muestran
transiciones electréonicas So-S+1, por ejemplo para el binuclear 11 involucran

principalmente los orbitales frontera HOMO-1— LUMO y HOMO — LUMO +1

que corresponden a las transiciones n-n*.
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Tabla 17. Comparacién de longitudes de onda (Absorcion) experimental y

calculada.
Absorcion calculada [nm] Absorcion experimental [nm]
5 424 426
6 425 423
7 463 460
8 429 425
9 429 425
10 421 425
11 465 461

Para evaluar la propiedad de rotor molecular se utilizaron dos estrategias:
a) se calcularon las energias totales para cada estructura rotando el enlace
CPH-B1 cada 30 ° y b) rotando el anillo aromatico cada 30° ver ejemplo para

estructura 7 y 11, Figura 53.

77



Universidad Autonoma de Nuevo Ledon

¥ .Y
1;::,' = ‘YY Rotando ¢l enlace CPh-B1 cada 30° Y Y\T\Y
AN 2 A /'I.W/-\ N~

A

» er ) _;\‘

q‘wﬁ: M’K’

\ \r’ \,\,‘ \ }/
Gt Py = ‘l“"
x ? £ SRR
o 2 (cis)
' > :3})2\ Rotando el anillo aromatico cada 30°
N
/~<‘I\ ) A W / Wl 0

Vo \ ,
11 (trans) ~ - ‘%“ \ Sdos oy SN
P o o) ‘f s
Y'Y, R

Figura 53. Estructuras de los complejos 7-11, rotandolas cada 30°.

En la siguiente grafica se resume las energias relativas obtenidas de los
complejos binucleares, cuando se rotan el enlace CPH-B1 y el anillo aromatico
(Figura 54), de ello podemos apreciar una mayor barrera energética para el
binuclear 11 debido a la presencia de los grupos sustituyentes ter-butilo, ya que
provocan un efecto estérico. Sin embargo es mayor la barrera energética para
ambos binucleares cuando se rota el anillo aromatico. Los valores obtenidos nos

dan un indicio de que estas estructuras presentan libre giro caracteristica de
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rotores moleculares, comportamiento similar a lo reportado por Zhang vy

colaboradores.”™

12 —&— || (rotando anillo aromatico)
] —&— |1 (rotando enlace CPh-B1)
—A— 9 (rotando anillo aromatico)
—¥— 9 (rotando enlace CPh-B1)

E(Kcal/mol)

| | T | | |
0 50 100 150 200 250 300 350

Op_c/Grados

Figura 54. Energia interna rotacional de los complejos de boro 9 y 11.

Los complejos organoboro presentan bajo rendimiento cuantico
luminiscente, una de las causas podrian ser que el atomo de boro no se
encuentra dentro del plano del ligante esto fue observado en las estructuras de
rayos X obtenidas; por lo cual se construy6 la molécula 11 con los atomos de
boro dentro del plano de ligante y en la Figura 55 se observan los orbitales
moleculares involucrados, donde se muestra una transferencia electrénica mas

eficiente entre los dos bloques (ligantes) y el anillo aromatico, caracteristica
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semejante a un compuesto tipo Bodipy, con estructura plana donde presenta

una mayor deslocalizacion electronica en toda la molécula.”

Figura 55. Estructura de complejo de boro 11 con los atomos de boro

dentro del plano del ligante.

5.6. Determinacion de citotoxicidad de complejos y obtencién de

bioimagenes.

La citotoxicidad in vitro de los complejos 5-11 fue evaluada en la linea
celular A-431 (Epidermoid carcinoma) a diferentes concentraciones (20-1ug/mL)

durante 24 horas. Se utiliz6 DMSO como disolvente para los complejos, su
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citotoxicidad fue analizada. La viabilidad de las células a concentraciones de 1-
2ug/mL mostré resultados arriba del 80 % para todos los complejos, cuando se
aumenta la concentracién a 5-20 ug/mL el complejo 6 muestra una viabilidad
superior a 70% y la viabilidad para los complejos restantes supera el 80% (Tabla
18, Figura 56) con estos datos podemos mencionar, que este tipo de complejos

muestran baja citotoxicidad semejante a los reportado para complejos de boro.®

Tabla 18. Viabilidad de los complejos 5-11 a diferentes concentraciones, en la

linea celular A-431.

20 pg/mL 10 pg/mL 5 ug/mL 2 ug/mL 1 ug/mL
Compuesto| Media | SD | Media | SD | Media | SD | Media | SD | Media | SD
Control 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
5 86.2 4.4 89.2 0.0 89.2 |30.5| 106.2 | 45.7| 954 | 39.2
6 72.3 6.5 73.8 | 131 | 754 2.2 90.8 6.5 84.6 6.5
7 89.2 0.0 84.6 6.5 815 | 109 | 985 |13.1| 93.8 2.2
8 80.0 4.4 93.8 2.2 93.8 | 109 | 96.9 |15.2| 106.2 | 6.5
9 86.2 |26.1| 846 |283 ]| 969 |283| 1323 |21.8| 100.0 [ 10.9
10 83.1 4.4 84.6 | 19.6 | 80.0 0.0 | 106.2 | 6.5 83.1 0.0
11 87.7 2.2 93.8 | 15.2 | 96.9 2.2 98.5 | 13.1] 110.8 | 8.7
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Figura 56. Viabilidad de los complejos 5-11 en la linea celular A-431.

Para determinar la capacidad de los complejos de boro como marcadores
celulares; las células A-431 (cancer de piel-humano), CaCo (cancer de colon-
humano) y B16F10 (cancer de piel-roedor) fueron tratadas con 10 pg/mL de
cada compuesto durante 2 horas, posteriormente se analizaron mediante un
microscopio Confocal. Los complejos 8 y 10 no se lograron integrar
completamente en la solucion de las células debido a su baja solubilidad en
disolventes polares. Las células A-431 y CaCo tratadas con el complejo 5
(Figura 57-A y C) mostro una tincion fuerte, apreciandose el citoplasma y el
nucleo de las células, sin embargo los compuestos 6, 7 y 11 presentaron baja
tincion observando las imagenes B,DE y F.

Las ceélulas B16F10 tratadas con los compuestos 7 y 11 mostraron baja

tincion del citoplasma, encontrando material precipitado del complejo 7 en
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algunas de las células, debido a su baja solubilidad en disolventes polares

(Figura 58-B).

CaCo

Comp. 7 Comp. 11

C | F
A-431

Figura 57. Bioimagenes obtenidas para los complejos 5-7 y 11 en las lineas

celulares CaCo y A-431.

Dl\[SO 7 7, precipitado 11

Figura 58. Bioimagenes obtenidas de los complejos 7 y 11 en la linea celular

B16F10.
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Los complejos 5, 6 y 9 lograron una mejor tincion en las células B16F10 a
la concentracién 10 ug/mL, (Figura 59 A-C, blanco DMSO). Las imagenes D
(Bright light), E y F corresponden al complejo 5; G-l al complejo 6 y J-L para el
binuclear 9. Estos compuestos fueron excitados a 405 nm, los tres emiten
fluorescencia color azul, sin embargo 5 y 6 muestran mayor tincién en el
citoplasma. La excitacién a 488 nm resulta en fluorescencia color verde, estas
bioimagenes muestran rapida penetracion a la membrana celular y se distribuye
en el citoplasma sin aparente degradacion. Sin embargo la fluorescencia es
observada en toda la célula, el mononuclear 6 muestra mejor propiedad como
marcador celular esto debido a la presencia del grupo sustituyente OH, el cual le
confiere mayor solubilidad en disolventes polares para tener una mejor bio-

distribucion dentro de las células.
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Ex. 405nm Ex. 488nm
Luz brillante Em. 410-530nm Em. 500-600nm

Figura 59. Bioimagenes obtenidas de los complejos 5, 7 y 9 en la linea celular

B16F10 a una concentracién de 10 pg/mL.
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Figura 60. Viabilidad de los complejos 5, 6 y 9 en la linea celular B16F10 a 48 h.

La viabilidad complejos organoboro 5, 6 y 9 en células B16F10,
mostraron ser inocuos a la concentraciéon (0.1 ug/mL). EI complejo 5 fue
ligeramente téxico (no mayor a 30%) a altas concentraciones (Figura 60, linea
azul), comportamiento similar para el complejo 6, sin embargo a concentracion
de (10 pug/mL) resulta ser mas téxico. El complejo 9 resulto ser el menos toxico
observando una toxicidad de 15% cuando fue usado a (10 ug/mL), sin embargo
estas pruebas fueron realizadas a 48 horas un esquema extremo, ya que las

bioimagenes son obtenidas a 2 horas de incubacién.

Estos resultados obtenidos nos muestran que los complejos 5, 6 y 9 son
buenos prospectos para ser aplicados como marcadores celulares, sin embargo

dan una pauta para seguir disefiado moléculas con mejores propiedades.
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5.7. Estudio de fotoestabilidad de los complejos de boro

Para ver aplicabilidad de los complejos en bioimagenes, es deseable que
las moléculas demuestren que al ser expuestas a la luz no cambia sus
propiedades quimicas-6pticas, por lo cual se realizé el estudio de fotoestabilidad
a dos longitudes de onda (365 y 312 nm). Los complejos organoboro 5 y 6
mostraron mejores caracteristicas como marcadores celulares debido a esto,
fueron expuestos a una fuente de luz a 365 nm cada 10 minutos durante 40
minutos a temperatura ambiente y fue monitoreado el espectro de absorcion;
para ambos complejos se aprecia minima degradacion (ver Figura 61, 62),
presentando una aceptable fotoestabilidad. Sin embargo cuando estos
complejos 5 y 6 son expuestos a 312 nm durante 10 minutos a temperatura
ambiente, son degradados observando el espectro de absorcion del ligante ver
Figura 63, con lo cual pueden ser considerados como compuestos organicos no
persistentes, ya que pueden ser degradados cuando se exponen a 312 nm ver

Figura 62.
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Figura 60. Fotoestabilidad de los complejos 5y 6 (1mg/50mL) en cloroformo.
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Figura 61. Degradacion de los complejos 5 y 6 cuando son irradiados a

UV 365 nm.
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Figura 62. Degradacion de los complejos 5 y 6 cuando son irradiados bajo Uv a

312 nm.
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Figura 63. Comparacion de la foto-degradacién del compuesto 2 cuando

es irradiado bajo UV a 312 nm y el espectro del ligante 2.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron mediante métodos espectroscopicos
cuatro ligantes bases de Schiff (1-4) y siete complejos de boro (5 - 11). Los
grupos sustituyentes ter-butilos en el ligante 4, permiten mayor solubilidad en
disolventes organicos, favoreciendo obtener cristales de los organoboro mono
(7) y binuclear (11). Se logré caracterizar los ligantes y complejos por RMN ('H,
13C, "B) y masas de alta resolucion, obteniendo diferencias bajas de los iones
moleculares obtenidos con los calculados, los espectros nos muestran el patrén
isotopico de las moléculas, el cual se compara con el calculado y permite
confirmar la obtencion de ellas.

Por difraccién de rayos X se logré elucidar cinco estructuras de rayos X
(5, 6,7, 1A y 11B) de los complejos de boro, las cuales confirman lo propuesto
en solucidon es similar en estado sélido, el compuesto 6 cristaliza con cuatro
moléculas de THF-ds, las cuales lo estabilizan mediante interacciones
intermoleculares. Para el binuclear 11 se logré obtener dos estructuras de rayos
X en diferente disolvente: THF y acetona.

Las estructuras de rayos X confirman la obtencién de complejos de boro
tetracoordinados, los cuales forman dos heterociclos de cinco y seis miembros
alrededor del atomo de boro, provocando distorsién en la geometria tetrahedral y
que el atomo de boro se encuentre fuera del plano del ligante.

Se determin6é el espectro de absorcion y emision de los ligantes y

complejos, observando picos maximos de absorcién para 1-4 a (340-376 nm)
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mientras que los complejos sufren un desplazamiento batocromico debido a las
transiciones electrénicas a través de las moléculas, los espectros de emision de
los complejos muestran picos maximos a 411 - 514 nm. Los complejos
mostraron  bajos rendimientos cuanticos luminiscentes, debido al
comportamiento de rotores moleculares. Corroborando esta propiedad mediante
modelado molecular.

Los complejos mostraron respuesta en la propiedad de fluorescencia a
multi-estimulos en solucion: viscosidad del medio, pH del medio, flujo de
oxigeno; en estado sdlido: vapor (acido y alcalino), presion y temperatura, lo cual
los hace interesantes para posterior estudios como sensores en estado solido y
solucion.

Un aspecto importante a resaltar de estos complejos es su baja
citotoxicidad cuando son aplicados en la linea celular (A-431) ademas de que los
complejos 5, 6 y 9 mostraron buenas propiedades como marcadores celulares a
pesar de tener bajos rendimientos cuanticos luminiscentes, ya que logran tefir
células B16F10. Otra propiedad a mencionar de los organoboro 5 y 6,
presentaron hasta 60% de estabilidad después de ser expuesto a 365 nm
durante 40 minutos, siendo fotoestables para la aplicacibn de marcadores

celulares.
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7. SECCION EXPERIMENTAL DETALLADA

Los reactivos para los compuestos de boro son comerciales y fueron
usados sin ninguna purificacion. Los puntos de fusion se determinaron en un
Mel-Temp. Los espectros de RMN se obtuvieron en el espectrofotometro Bruker
advanced DPX 400: 'H, 3C y ""'B; los espectros IR en Espectrofotémetro FT-IR
1600 Perkin Elmer, para los espectros de masas de alta resolucién se utiliz6 AB
Sciex APl 2000™ (LC/MSD TOF). Los espectros de UV y emisidén fueron
obtenidos con el espectrofotometro Shimadzu 240 IPC UV/VIS y Perkin-Elmer
LS-50B, para las mediciones fotofisicas se utilizaron disolventes grado
espectrofotométrico (THF).

El estudio de rayos-X se realizd en el difractometro de rayos-X Bruker
SMART APEX CCD area detector system equipped with a Oxford Cryosystems
700 Series Cryostream cooler, a graphite monochromator, y Mo Ka fine-focus

sealed tube (A = 0.710 73 A).
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7.1. Sintesis de ligantes

7.1.1. (E)-N'-((2-hidroxinaftalen-1-yl)metileno)benzohidrazida (1)

Se coloca (0.82 g, 6 mmol) de benzohidrazina, (1.03 g, 6 mmol) de 2-
hidroxinaftaldehido en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de
agua y condensador, se adiciona 40 ml de metanol y posteriormente se lleva a
reflujo con agitacion durante 24 horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el

sélido precipitado y lava con metanol.

El soélido obtenido se recristaliza en
una mezcla de acetato de etilo, hexano y 69

5
THF (4/2/4), obteniendo cristales color 41 ”\

El 5 2 N—NH
OH 16
ligante es soluble en acetato de etilo y THF. 0]

amarillo-verde (luminiscente en UV).

14 15

Rendimiento de 1.45 g (84%). P.f. 218-220 °C. '"H RMN (400 MHz, DMSO-d,
298K) & = 7.24 (d, 1H, H2), 7.42 (d, 1H, H6), 7.63 [m, 4H, (H8, H15 y H16)], 7.90
(d, 1H, H5), 7.96 (d, 1H, H3), 8.04 (d, 2H, H14), 8.22 (d, 1H, H8), 9.49 (s, 1H,
H11), 12.50 (s, 1H, NH), 12.59 (s, 1H, OH). ¥C RMN (100 MHz, DMSO-ds,
298K) & = 108.45 (C10), 118.86 (C2), 120.47 (C8), 123.29 (C6), 127.52 (C14),
127.74 (C7), 128.61 (C15), 128.94 (C5), 130.82 (C4), 131.55 (C16), 132.06 (C9),
132,59 (C13), 146.78 (C11), 157.96 (C1), 162.47 (C12). EM (TOF) [M*]

291.112804, Encontrado: 291.11295 (error 0.500437 ppm). IR v (cm™) 3167
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(OH), 1640 (C=N). UV-Vis (THF): Aabsimax: 376 nm. Fluorescencia (THF):

AFluo/max: 493 nm.

7.1.2. (E)-4-hidroxi-N'-((2-hidroxinaftalen-1yl)metileno)benzohidrazida (2)

El procedimiento es similar al ligante 1. Se coloca (0.91 g, 6 mmol) de 4-
hidroxybenzohidrazina, (1.03 g, 6 mmol) de 2-hidroxinaftaldehido en un matraz
bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y condensador, se adiciona
40 mL de metanol y posteriormente se lleva a reflujo con agitacion durante 24
horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el sélido precipitado y lava con metanol.

El sélido obtenido se recristaliza en

7 8
una mezcla de acetato de etilo, acetona y 69
THF (2/4/4), obteniendo cristales color 01 11\
4
amarillo (luminiscente en UV). El ligante es ;¢ N=NH .
OH - 16OH
soluble en DMSO y THF. Rendimiento de O N s

1.70 g (92.7%). P.f. 294-296 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K) 5 = 6.93
(d, 1H, H15), 7.23 (d, 1H, H3), 7.39 (t, 1H, H7), 7.59 (t, 1H, H8), 7.88 (m, 1H,
H4), 7.88 (m, 1H, H14), 8.18 (d, 1H, H6), 9.48 (s, 1H, H11), 10.26 (s, 1H, OH),
12.03 (s, 1H, NH), 12.92 (s, 1H, OH). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds, 298K) & =
109.05 (C1), 115.72 (C3), 119.41 (C9), 120.92 (C7), 123.5 (C14 y C18), 123.96
(C15y C17), 128.16 (C6), 128.26 (C5), 129.45 (C10), 130.15 (C8), 132.06 (C13),
132.93 (C4), 146.35 (C11), 158.34 (C16), 161.50 (C2), 162.64 (C12). EM (TOF)

[M*] 307.1079, Encontrado: 307.108 (error 0.4332 ppm). IR v (cm™") 3250 (OH),
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1635 (C=N). UV-Vis (THF): Aabsmax: 375 nm. Fluorescencia (THF): Ariuoimax: 492

nm.

7.1.3. (E)-N'-(3,5-di-tert-butil-2-hidroxibenzilideno)benzohidrazida (3)

El procedimiento es similar al ligante 1. se coloca (0.82 g, 6 mmol) de
benzohidrazina, (1.04 g, 6 mmol) de 3,5-di-tertbutil-2-hidroxibenzaldehido en un
matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y condensador, se
adiciona 40 mL de metanol y posteriormente se lleva a reflujo con agitaciéon
durante 24 horas, al finalizar se deja enfriar, se filtra el sélido precipitado y lava
con metanol.

El sélido obtenido se recristaliza en

una mezcla de acetato de etilo, hexano
(7/3), obteniendo cristales incoloros (no

luminiscente en UV). El ligante es soluble

en acetona y THF. Rendimiento de 1.56 g

(73.7%). P.f. 276 °C. 'H RMN (400 MHz, Acetona-d, 298K) & = 1.29 (s, 9H, ¢ Bu-
5), 1.45 (s, 9H, t Bu-3), 7.10 (d, 1H, H4), 7.36 (d, 1H, H6), 7.45 (t, 1H, H11), 7.52
(d, 1H, H12), 7.92 (d, 1H, H10), 8.53 (s, 1H, H7), 11.28 (s, 1H, NH), 12.10 (s, 1H,
OH). 13C RMN (100 MHz, Acetona-d, 298K) 5 = 28.94 (CH3, ¢ Bu-3), 30.87 (CH3,
t Bu-5), 33.79 (Couster, t Bu-3), 34.81 (Couater, t Bu-5), 120.20 (C11), 125.33 (C6),
125.66 (C4), 128.20 (C1), 131.40 (C12), 133.60 (C9), 136.22 (C3), 140.20 (C5),

151.07 (C7), 155.64 (C2), 162.56 (C8). HETCOR [3n/5c]: 1.33/30.75 (CH3, t Bu-5
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/| C, t Bu-5), 1.48/28.79 (CH3, t Bu-3 / C, t Bu-3), 7.40/125.61 (H6/C6),
7.12/126.15 (H4/C4), 7.54/131.37 (H12/C12), 7.97/127.40 (H10/C10),
8.57/151.01 (H7/C7). COSY [5w/5H]: 1.48/1.33 (CH3, t Bu-3 / CH3, t Bu-5),
7.39/7.16 (H6/H4), 7.48/7.97 (H11/H10). EM (TOF) [M*] 353.2223, Encontrado:
353.2225 (error 0.4222 ppm). IR v (cm™") 3066 (OH), 1586 (C=N). UV-Vis (THF):

Aabsimax: 339 nm. Fluorescencia (THF): Ariuomax: 370 nm.

7.1.4. (E)-2,4-di-tert-butil-6-((3,5-di-tert-butil-2-hidroxibenzilideno)amino)

Fenol (4)

Se coloca (0.66 g, 3 mmol) de 3,5-ditert

butil-6-hidroxianilina, (0.70 g, 3 mmol) de 3,5-di- |tBu 6
5 tBu
tertbutil-2-hidroxibenzaldehido en un matraz bola L7 9 10
4 N\ 8
de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y 3 2 N 11
tBu OH 13 3
destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y HO tBu

posteriormente se lleva a reflujo con agitacién durante 48 horas, al finalizar se
deja enfriar, el disolvente se evapora y adiciona hexano, el solido precipitado se
filtra y desecha, el licor de filtrado se concentra y afnade acetonitrilo se deja
evaporar lentamente, después de 5 dias se obtiene cristales amarillos (no
luminiscente en UV) los cristales pierden el brillo al paso de los dias es posible
que cristalice con disolvente. El ligante es soluble en hexano. Rendimiento de
0.72 g (54.9%). P.f. 104 °C. '"H RMN (400 MHz, CsDs, 298K) & = 1.29 (s, 9H, t

Bu-5), 1.31 (s, 9H, ¢ Bu-10), 1.60 (s, 9H, t Bu-3), 1.63 (s, 9H, t Bu-12), 6.83
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(d,1H, H4), 6.98 (d, 1H, H11), 7.43 (d, 1H, H6), 7.60 (d, 1H, H9), 8.13 (s, 1H,
H7), 12.92 (s, 1H, OH). 3C RMN (100 MHz, CsDs, 298K) & = 29.84 (CH3, t Bu-
3), 29.94 (CH3, t Bu-12), 31.77 (CH3,t Bu-5), 31.93 (CH3, t Bu-10), 113.5 (C4),
122.98 (C6), 127.90 (C11), 128.14 (C9), 165.45 (C7). HETCOR [dH/dc):
1.29/31.25 (CH3, t Bu-5), 1.59/29.34 (CHS3, t Bu-3), 6.89/113.93 (H4/C4),
6.98/127.4 (H11/C11), 7.42/122.46 (H6/C6), 7.60/127.99 (H9/C9), 8.12/165.94
(H7/C7). COSY [5n/6H]: 7.43/6.82 (H6/H4), 7.60/6.98 (H9/H11). EM (TOF) [M*]
438.3367, Encontrado: 438.3368 (error 0..3639 ppm). IR v (cm™) 3063 (OH),
1629 (C=N). UV-Vis (THF): Aabsimax: 342 nm. Fluorescencia (THF): Ariuo/max: 507

nm.

7.2. Sintesis de complejos de boro mononucleares y binucleares

7.2.1. 4,6-difenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronina (5)
Se coloca (0.29 g, 1 mmol) del ligante (1), (0.122 g, 1 mmol) de acido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y

destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion
durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el
disolvente se evapora y adiciona acetato de

etilo para evaporacion lenta, después de 10

dias se obtienen cristales amarillos. El

complejo es soluble en cloroformo. m
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Rendimiento de 0.28 g (73.7%). P.f. 152 °C. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K)
8= 7.20 (m, 1H, H3), 7.21 (m, 1H, H15), 7.41 (m, 1H, H7), 7.43 (m, 1H, H-m),
7.45 (m, 2H, H-o y p), 7.52 (t, 1H, H14), 7.57 (m, 1H, H8), 7.59 (m, 1H, H16),
7.80 (m, 2H, H4 y 6), 8.03 (d, 1H, H9), 8.85 (s, 1H, H11). 13C RMN (100 MHz,
DMSO-de, 298K) & = 112.04 (C1), 120.62 (Cp), 121.03 (C4), 124.91 (C7), 127.40
(C5), 127.68 (C15), 128.32 (C3), 128.42 (C10), 128.76 (C14), 128.97 (C8),
129.27 (C6), 131.45 (Cm), 131.53 (C13), 132.98 (C16), 138.33 (C9), 142.71
(C11), 156.79 (C2), 171.85 (C12). HETCOR [6n/6c]: 7.20/7.80 (H3/C3),
7.21/127.68 (H15/C15), 7.41/12491 (H7/C7), 7.43/131.45 (H-m/C-m),
7.45/120.64 (H-p/C-p), 7.52/128.76 (H14/C14), 7.57/128.97 (H8/C8), 7.59/132.98
(H16/C16), 7.8/129.27 (H6/C6), 7.84/121.03 (H4/C4), 8.03/138.33 (H9/C9),
8.85/142.11 (H11/C11). COSY [6n/on]: 7.20/7.84 (H3/H4), 7.80/7.41 (H6/H7),
7.57/8.03 (H8/H9), 7.52/7.21 (H14/H15), 7.21/7.59 (H15/H16). "B RMN (128
MHz, CDCls, 298K) & = 8.06 ppm. EM (TOF) [M*] 377.1467, Encontrado:
377.1462 (error 0.1.2512 ppm). UV-Vis (THF): Aabsmax: 423 nm. Fluorescencia

(THF): AFuomax: 490 nm.

7.2.2. 4-(6-Fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-4-yl) fenol (6)

Se coloca (0.343 g, 1.1 mmol) del ligante (2), (0.12 g, 1.3 mmol) de acido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y
destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y posteriormente se lleva a reflujo

con agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el disolvente se
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evapora y adiciona 2 ml de THF y se coloca a -10°C, después de 24 horas se
obtiene cristales amarillos. El complejo es soluble en cloroformo. Rendimiento de

0.35 g (80.5%). P.f. 170 °C. "H RMN (400

MHz, THF-ds, 298K) & = 6.93 (d, 2H, H8 y
9), 7.10 (t, 1H, H16), 7.35 (m, 3H, H-0, p y
H15), 7.46 (t, 1H, H-m), 7.7 (d, 1H, H14 ),
7.99 (m, H, H4 ), 8.11 (d, 2H, H6 y H7),

9.10 (s, 1H, H11), 9.29 (s, 1H, OH). 13C

RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) 6 = 116.50

(C8y C9), 121.29 (C-p), 122.37 (C7), 125.37 (C-0), 129.78 (C15y C16), 131.60
(C14), 132.14 (C-m), 138.31 (C6), 143.62 (C11), 157.44 (C2), 163.22 (C12).
HETCOR [6+/3c]: 6.95/116.54 (H8 y 9/C8 y 9), 7.30/125.38 (H-o/C-0),
7.371121.21  (H-p/C-p), 7.40/132.15 (H15/C15), 7.45/129.38 (Hm/Cm),
7.72/129.78 (H14/C14), 7.96/138.36 (H4/C4), 7.96/122.31 (H7/C7), 8.16/131.6
(H6/C9), 9.08/143.57 (H11/C11). "B RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) § = 7.32
ppm. EM (TOF) [M*] 393.1405, Encontrado: 393.1403 (error 0.5300 ppm). IR v
(cm™) 2945 (C-Haromatico), 1603 (C=N). UV-Vis (THF): Aabsimax: 424 nm.

Fluorescencia (THF): Aruomax: 477 nm.

7.2.3 2,4,8,10-tetra-tert-butil-6-fenildibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronine (7)
Se coloca (0.219 g, 0.5 mmol) del ligante (4), (0.064 g, 0.52 mmol) de acido
fenilboronico en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con trampa de agua y

destilador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo y posteriormente se lleva a reflujo
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con agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el disolvente se

concentra y se deja evaporar lentamente, a las

12 horas se obtiene cristales color naranja. El
complejo es soluble en THF. Rendimiento de

0.26 g (82.5%). P.f. 258 °C.'"H RMN (400 MHz,

THF-ds, 298K) & = 1.32 (s, 9H, t Bu-5), 1.33 (s,

9H, t Bu-10), 1.45 (s, 9H, ¢ Bu-3), 1.48 (s, 9H, ¢t

Bu-12), 6.98 (t, 1H, H-p), 7.26 (m, 2H, H-o y m),

7.32 (d, 1H, H11), 7.58 (d, 1H, H4), 7.51 (d, 1H, H6), 7.64 (d, 1H, H9), 8.78 (s,
1H, H7). 3C RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) & = 29.92 (CH3, t Bu-12), 30.22
(CH3, t Bu-3), 31.86 (CH3, t Bu-10), 32.19 (CH3, t Bu-5), 35.12 (Ccuater, t Bu-5),
35.58 (Ccuater, t Bu-10), 35.68 (Ccuater, t Bu-3), 36.30 (Ccuater, t Bu-12), 110.93
(C6), 120.66 (C10), 126.08 (C11), 126.81 (C4), 127.78 (C-p), 132.34 (C-0 y m),
132.96 (C9), 136.67 (C5), 140.11 (C12), 142.77 (C3), 142.59 (C1), 151.73 (C7),
155.11(C2), 155.82 (C13). HETCOR [6n/3c]: 1.46/30 (CH3, t Bu-3/C-t Bu-3),
1.32/31.91 (CH3, t Bu-5/C-t Bu-5), 6.96/127.8 (H-p/C-p), 7.25/132.33 (H-o y m/C-
oy m), 7.32/126.11 (H11/C11), 7.39/126.81 (H4/C4), 7.52/110.98 (H6/C6),
7.63/132.95 (H9/C9), 8.80/151.66 (H7/C7). COSY [1/6H]: 7.26/6.97 (H-0 y m/H-
p). 1B RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) & = 7.88 ppm. EM (TOF) [M*] 524.3694,
Encontrado: 524.3696 (error 0.2500 ppm). IR v (cm™') 2957 (C-Haromatico), 1627

(C=N). UV-Vis (THF): Labsimax: 455 nm. Fluorescencia (THF): Ariuomax: 514 nm.
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7.2.4. 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno

(8)

Se coloca (0.29 g, 1 mmol) del ligante (1),
(0.083 g, 0.5 mmol) de acido benceno 1,4-

diboronico en un matraz bola de 100 mL,

acondicionado con trampa de agua y destilador,

se adiciona 40 mL de acetonitrilo, 1 mL de acido

acético como catalizador y posteriormente se O\B\
\ 470
, N N—-N
lleva a reflujo con agitaciéon durante 48 horas, al \ Q
finalizar se deja enfriar, el solido amarillo O

precipitado es filtrado y lavado con hexano. El

complejo es DMSO vy parcial en THF. Rendimiento de 0.28 g (81.6%). P.f. 358
°C. 'H RMN (400 MHz, THF-ds, 298K) & = 6.99 (d, 4H, H17), 7.19 (d, 2H, H3),
7.24 (m, 7H, H7), 7.33, 7.41 (m, 4H, H14 y H16), 7.66 (m, 4H, H4 y H6), 7.91 (m,
4H, H15 y H9), 7.99 (m, 2H, H8), 9.03 (d, 2H, H11). 3C RMN (100 MHz, THF-ds,
298K) 6 = 120.81 (C3), 121.98 (C9), 128.70 (C8), 128.86 (C14,C16), 129.19
(C6), 130.59 (C17), 132.83 (C4), 138.03 (C15), 144.32 (C11), 157.27 (C2),
171.58 (C12). HETCOR [3n/5c]: 6.94/130.52 (H17/C17), 7.23/124.68 (H3/C13),
7.17/120.73 (H7/C7), 7.33/128.83 (H16/C16), 7.39/128.74 (H14/C14),
7.41/132.80 (H4/C4), 7.65/129.14 (H6/C6), 7.89/138.01 (H15/C15), 7.92/121.14
(H9/C9), 8.00/128.68 (H8/C8), 9.03/144.30 (H11/C11). EM (TOF) [M*] 675.2369,
Encontrado: 675.2368 (error 0.1646 ppm). IR v (cm™') 2957 (C-Haromatico), 1558

(C=N). UV-Vis (THF): Aabsimax: 423 nm. Fluorescencia (THF): Aromax: 488 nm.
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7.2.5. 1,4-bis(4-fenilnafto[1,2-h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboronin-6-yl) benceno

(9)

Se coloca (0.306 g, 1 mmol) del ligante

(2), (0.083 g, 0.5 mmol) de acido benceno 1,4-
diboronico en un matraz bola de 100 mL,
acondicionado con trampa de agua vy
condensador, se adiciona 40 mL de
acetonitrilo, 0.5 mL de acido acético y

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion

durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el
sélido amarillo precipitado es filtrado y lavado con hexano. El complejo es
soluble en DMSO y parcial en THF. Rendimiento de 0.26 g (72.18%). P.f. 284 -
286 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds, 298K) & = 6.95 (d, 4H, H17), 7.06 (s, 2H,
OH), 7.37 (d, 2H, H3), 7.50 (t, 2H, H7), 7.62 (t, 2H, H14), 7.94 [m, 4H, (H6 y
H4)], 8.18 [m, 6H, (H8, H9 y H15)], 9.45 (s, 2H, H11). '*C RMN (100 MHz,
DMSO-de, 298K) & = 143.89 (C11), 156.44 (C16), 162.63 (C2), 171.39 (C12). EM
(TOF) [M*]-OH 675.2368 Encontrado: 675.2368. UV-Vis (THF): Aabs/max: 423 nm.

Fluorescencia (THF): Aromax: 475 nm.
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7.2.6. 1,4-bis(9,11-di-tert-butil-4-fenilbenzo[h][1,3,5,6,2]dioxadiazaboro nin-
2-yl) benceno (10)

Se coloca (0.35 g, 1 mmol) del ligante (3), (0.083 g, 0.5 mmol) de acido

5 6
7
\N N 10 11
3
B
3

benceno 1,4-diboronico en un matraz bola de 100

mL, acondicionado con trampa de agua vy

4
condensador, se adiciona 40 mL de acetonitrilo, 0.5
tB O

-0

©1

1
ml de acido acético como catalizador,
. . . . O—p
durante 48 horas, al finalizar se deja enfriar, el ®_< 10 !
\

posteriormente se lleva a reflujo con agitacion

\
N—N

tB
tB

complejo es parcialmente soluble en THF, DMSO y acetona. Rendimiento de

sélido amarillo-verde precipitado es filtrado y

u

lavado con hexano (luminiscente en UV). EIl

0.28 g (70.73%). P.f. 336-338 °C. 'TH RMN (400 MHz, THF-ds, 298K) 5 = 1.18 (s,
9H, ¢ Bu-5), 1.33 (s, 9H, t Bu-3), 6.90 (s, 4H, H13), 7.23 (d, 2H, H4), 7.34 (t, 2H,
H11), 7.43 (t, 2H, H12), 7.47 (d, 2H, H6), 8.04 (d, 2H, H10), 8.39 (s, 2H, H7). 3C
RMN (100 MHz, THF-ds, 298K) & = 29.16 [(CH3), t-Bu-5], 30.62 [(CH3), t-Bu-3],
33.92 [(Couater), t-Bu-5], 35.13 [(Couater), t-Bu-3], 125.62 (C4), 128.40 (C10),
130.05 (C13), 132.38 (C12), 132.74 (CB), 147.24 (C7), 152.62 (C2), 171.71 (C8).
HETCOR [51/5c]: 8.38/147.24 (H7/C7), 8.02/128.26 (H10/C10), 7.62/132.67
(H6/CB), 7.41/132.3 (H12/C12), 7.33/128.27 (H11/C11), 7.22/125.60 (H4/C4),
6.89/130.02 (H13/C13), 1.32/29.01 (CH3 t-Bu-3), 1.17/30.49 (CH3 t-Bu-5).
COSY [5H/5H]: 7.40/7.32 (H12/H11), 7.46/7.23 (H6/H4), 8.03/7.33 (H10/H11). 1B

RMN (128 MHz, THF-ds, 298K) & = 7.69 ppm. EM (TOF) [M*] 799.4568,
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Encontrado: 799.4568 (error 0.0207 ppm). IR v (cm™') 3058 (C-Haromatico), 1557

(C=N). UV-Vis (THF): Aabs/max: 403 nm. Fluorescencia (THF): Aruomax: 411 nm.

7.2.7. 1,4-bis(2,4,8,10-tetra-tert-butildibenzo[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-

yl)benceno (11)

Se coloca (0.44 g, 1 mmol) del ligante (4), 56 (Bu
4 7 9 10,
(0.083 g, 0.5 mmol) de acido benceno 1,4-diboronico ) T\ s 1"
L. tBu ’ O\f A2
en un matraz bola de 100 mL, acondicionado con B—¢0 ~ ‘(Bu

trampa de agua y condensador, se adiciona 40 mL

de acetonitrilo, 0.5 mL de acido acético como |tBu O—

B
4>0  Bu
catalizador, posteriormente se lleva a reflujo con N
N\

agitacion durante 48 horas, al finalizar se deja |tBu

enfriar, el sdlido naranja precipitado es filtrado y lavado con hexano
(luminiscente en UV). ElI complejo es soluble en acetona y parcial en THF. Se
cristaliza por separado en acetona grado reactivo y una mezcla de
THF/acetonitrilo/acetona, obteniendo cristales amarillos-naranja. Rendimiento de
0.38 g (80.31%). P.f. 350-352 °C. '"H RMN (400 MHz, THF-ds, 298K) & = 1.1 (s,
18H, t-Bu-5), 1.20 (s, 18H, t-Bu-10), 1.21 (s, 18H, t-Bu-3), 1.23 (s, 18H, t-Bu-12,
6.98 (d, 4H, H-14), 7.06 (d, 2H, H11), 7.15 (d, 2H, H4), 7.18 (d, 2, H6), 7.46 (d,
2H, H9), 8.13 (d, 2H, H7). 3C RMN (100 MHz, THF-de, 298K) & = 28.17 [(CH3) t-
Bu-12], 28.49 [(CH3) t-Bu-3], 30.26 [(CH3) t-Bu-10], 30.56 [(CH3) t-Bu-5], 33.14
[(Ccuater) t-Bu-5], 33.54 [(Ccuater) t-Bu-10], 33.71 [(Ccuater) t-Bu-3], 34.30 [(Ccuater) t-

Bu-12], 108.11 (C4), 124.14 (C11), 124.31 (C6), 129.34 (C14), 131.16 (C9),
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147.14 (C7), 15313 (C2), 153.77 (C13), 153.83 (C8). HETCOR [5n/dc]:
6.95/129.33 (H14/C14), 7.07/124.18 (H11/C11), 7.09/107.98 (H4/C4),
7.16/124.27 (H6/C6), 7.47/131.16 (H9/C9), 8.15/147.03 (H7/C7). COSY [5H/5H]:
7.46/7.06 (H9/H11). EM (TOF) [M*] 969.6846, Encontrado: 969.6844 (error
0.3074 ppm). UV-Vis (THF): Aabsimax: 455 nm. Fluorescencia (THF): Ariuo/max:

512 nm.

7.3. Determinacion de absorbancia, emision y rendimiento cuantico

luminiscente

El espectro de absorcion UV-Vis fue determinado en un espectrofotémetro
365. Band gap (Eg) fue determinado del espectro de absorcion, el espectro de
emision se obtuvo en el fluorometro al excitar 10nm abajo de la longitud de onda
de absorcion. El rendimiento cuantico luminiscente en solucion fue determinado
de acuerdo al procedimiento reportado en literatura’’ y usando sulfato de quinina
en H2SO4 0.1 M como estandar. Tres soluciones a una absorbancia menor a 0.1
de absorbancia fueron analizadas y para cada muestra determinado el
rendimiento cuantico y obtenido un promedio de los tres resultados. La
viscosidad de la mezcla de disolventes (metanol/glicerol) fue determinada en un

viscosimetro ViscolLab 3000.
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7.4. Estudio de citotoxicidad en células y bioimagenes.

La linea celular A431 fue usada para observar el efecto de citotoxicidad
de los complejos 5-11. Células de A431 fueron mantenidas en (DMEM) con 4
mM L-glutamina y suplementado con 10% de suero fetal de bovino, 100 1U/mL
penicilina y 100 g/mL estreptomicina, posteriormente se incubaron a 37 °C con
95% de aire y 5% de CO2 de atmosfera. La citotoxicidad de los compuestos 5-11
fue analizada a 1, 2, 5, 10 and 20 pg/mL, durante 24 horas por triplicado. Las
células que sobrevivieron fueron determinadas por el método MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] y cuantificadas al medir la absorbancia a 590 nm para determinar la
viabilidad mediante una microscopio al observar los cambios morfologicos de las
células.

Células de melanoma murino B16F10, fueron selladas en pocillos de 12
cavidades con polilisina a una densidad de 1x10° células por pocillo con 1 mL de
medio DMEM/F12 como suplemento con 10% de suero fetal de bovino y
mantenido a 37 °C con una atmdsfera de 5% CO2 y 95% aire. Después de 24
horas fue removido el medio y las células expuestas a los complejos a
concentracion de 10 ug/ mL (6.5 ppm) durante dos horas. Un pocillo con células
se trataron con DMSO para ser usadas como control. El supernadante de los

pocillos fueron removidos y lavados con 1 mL de PBS, posteriormente las
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células se fijaron con Vectashield y se llevaron a observar usando un

microscopio confocal laser.

7.5. Detalles computacionales

Los calculos para modelado molecular fueron realizados usando el
software GAUSSIAN 09.7® La geometria de las estructuras 5-11 se optimizaron
con el método B3LYP 1/6-31G(d,p).”° Los minimos fueron caracterizados al
calcular los modos vibracionales con el mismo nivel de teoria. Para conocer la
energia de rotacion del grupo fenilo y la parte del ligante en las estructuras de
los complejos, los enlaces involucrados fueron rotados 30 ° a 180 °, o 360 °,
dependiendo del caso. Los resultados se visualizaron usando el programa

Chemcraft v1.7.
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ANEXOS

ESPECTROS DE RMN, MASAS, TABLAS DE RAYOS X
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Tabla 1. Datos cristalinos y parametros de coleccion del (Complejo 5) y (6).

Compuesto 5 6
Formula quimica C24H17BN202 Ce4H65B2N4010
Peso Molecular 375.20 1071.82
Tamano del cristal [mm] 0.44x0.41x0.23 0.47x0.40x0.24
Sistema cristalino Triclinica Monoclinico
Grupo espacial P-1 P2(1)/n
a, [A] 9.4370(6) 16.6839(12)
b, [A] 9.4682(6) 11.1619(8)
c, [A] 11.5742(8) 30.099(2)
a, [°] 110.6635(10) 90
B, [°] 101.7422(10) 94.6244(13)
Y, [°] 100.2423(11) 90
V, [A%] 911.53(10) 5586.9(7)
Z 2 4
p(calcd.)[Mg/m?3] 1.367 gcm3 1.274
g [mm] 0.087 0.085
FO00 390 2268
Intervalos indexados -11<h21, -11<k=11, - -20<h=20, -14<k=14, -

14<1214 37<1237

201 2.82-37.83 3.06 — 37.52
Temperatura, [K] 100 (2) 100 (1)
Refl. Colectadas 8980 56151
Refl. Unicas 3703 114542
Refl. Observadas 3526 10256
(4sigma)
R(int.) 0.0366 0.0429
GooF 1.047 1.020

R1, wR2 (I>2 o (1))
R1, wR2 (all data)

0.038/0.0963
0.0366/0.0950

0.0499/0.1175
0.0447/0.1132
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Estructura de rayos-X para el complejo (5)



142

Estructura de rayos-X para el complejo (6)
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Tabla 2. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo

(5y6)
5 6

B(1)-O(1) 1.468 (2) 1.469 (2)
B(1)-0(2) 1.500 (2) 1.499 (2)
B(1)-N(1) 1.564 (1) 1.562 (2)
B(1)-C(19) 1.604 (2) 1.601 (2)
C(2)-0(1) 1.345 (1) 1.343 (2)
C(12)-0(2) 1.331 (1) 1.332 (2)
C(11)-N(1) 1.293 (1) 1.293 (2)
N(1)-N(2) 1.392 (2) 1.395 (2)
N(2)-C(12) 1.309 (1) 1.311 (2)
C(12)-C(13) 1.469 (2) 1.460 (2)
C(11)-C(1) 1.441 (2) 1.436 (2)
C(16)-O(3),N3 1.354 (2)
0O(1)-B(1)-C(19) 113.19 (9) 112.90 (1)
C(19)-B(1)-0(2) 113.21 (9) 113.50 (1)
0(2)-B(1)-0(1) 112.69 (9) 112.80 (1)
N(2)-C(12)-0(2) 119.80 (1) 119.20 (1)
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Tabla 4. Datos cristalinos y parametros de coleccion del (Complejo 7).

Compuesto 7
Formula quimica Cs35H46BNO2
Peso Molecular 523.54
Tamano del cristal [mm] 0.43x0.41x0.28
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2(1)/n
a, [A] 12.6934(11)
b, [A] 18.5229(16)
c, [A] 14.3034(12)
a, [°] 90
B, [°] 112.1797(12)
Y, [] 90
V, [A%] 3114(5)
Z 4
p(calcd.)[Mg/m?3] 1.117 gcm3
M [mm-] 0.067
FO00 1136
Intervalos indexados -15<h=5, -22<k=>22, -17<1217
20 2.93 - 27.58

Temperatura, [K]

Refl. Colectadas

Refl. Unicas

Refl. Observadas
(4sigma)

R(int.)

GooF

R1, wR2 (I>2 o (1))

R1, wR2 (all data)

100 (2)
29497
6096
5426

0.0283

1.033
0.0529/0.1298
0.0596/0.1355
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Tabla 5. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo

(7)

Enlaces / angulos 7
B(1)-O(1) 1.4536(18)
B(1)-O(2) 1.4774(19)
B(1)-N(1) 1.596(2)

B(1)-C(14) 1.609(2)
O(1)-C(2) 1.3506(17)
C(2),(7)-C(1) 1.480(2)
C(2)-C(1) 1.401(2)
C(7)-N(1) 1.280(2)
N(1)-C(8) 1.4149(19)
C(8)-C(13) 1.397(3)
C(13)-0(2) 1.3554(18)
0(2)-B(1)-C(14) 111.61(11)
0(1)-B(1)-C(14) 113.77(11)
0(2)-B(1)-N(1) 95.13(11)
0O(2)-B(1)-O(1) 112.75(11)
N(1)-B(1)-C(14) 110.81(11)
O(1)-B(1)-N(1) 111.33(12)
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Tabla 6. Datos cristalinos y parametros de coleccion del (Complejo 11B)

Compuesto 11B
Formula quimica Ce7H92B2N20s5
Peso Molecular 1027.04
Tamano del cristal [mm] 0.25x0.24x0.17
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2(1)/n
a, [A] 18.851(6)
b, [A] 17.727(6)
c, [A] 18.924(6)
a, [°] 90
B, [°] 96.903(5)
Y, [°] 90
V, [A] 6278(4)
Z 4
p(calcd.)[Mg/m?3] 1.087
g [mm-] 0.066
Intervalos indexados -23<h223, -21<k=21, -23<I=223
2017 5.58-51.996
Temperatura, [K] 100(2)
Refl. Colectadas 60444
Refl. Observadas 12238
(4sigma)
R(int.) 0.0499
GooF 1.014
R1, wR2 (I>2 o (1)) 0.0719/0.1758
R1, wR2 (all data) 0.1061/0.1971
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Estructura de rayos-X para el complejo (11)
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Tabla 7. Seleccion de longitudes (A) y angulos de enlace (°) para el complejo (11B)

Enlaces / angulos 11B
B(1)-O(1) 1.451(3)
B(1)-0(2) 1.455(3)
B(1)-N(1) 1.587(6)
B(1)-C(14) 1.591(3)
0(1)-C(2) 1.343(3)
C(2),(7)-C(1) 1.482(7)
C(2)-C(1) 1.396(4)
C(7)-N(1) 1.266(7)
N(1)-C(8) 1.454(7)
C(8)-C(13) 1.388(4)
C(13)-0(2) 1.346(3)
0(2)-B(1)-C(14) 114.83(19)
O(1)-B(1)-C(14) 112.56(19)
0(2)-B(1)-N(1) 91.4(2)
0(2)-B(1)-0(1) 110.57(18)
N(1)-B(1)-C(14) 110.0(2)
O(1)-B(1)-N(1) 90.8(2)
B(2)-C(17) 1.593(3)
B(2)-O(4) 1.471(3)
B(2)-N(2) 1.563(6)
B(2)-0(3) 1.460(3)
0(4)-C(32) 1.352(3)
C(32)-C(27) 1.391(4)
C(27)-N(2) 1.462(6)
N(2)-C(26) 1.327(7)
C(21)-0(3) 1.346(3)
0O(4)-B(2)-C(17) 113.03(18)
0(3)-B(2)-C(17) 111.89(18)
0(3)-B(2)-N(2) 90.8(3)
0(4)-B(2)-N(2) 91.9(2)
0(4)-B(2)-0(3) 111.45(18)
C(17)-B(2)-N(2) 114.5(2)
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ABSTRACT: We report the design, synthesis, and characterization ) Reversible Thermochromism
of two new fluorescent molecular rotors of boron derived from Schiff '
bases: (2,4,8,10-tetra-tert-butyl-6-phenyldibenzo[d,h][1,3,6,2]-
dioxazaboronine (3) and 1,4-bis(2,4,8,10-tetra-tert-butyldibenzo[d,h]-
[1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzene (4), as well as the free ligand 2-
[[(3,5-di-tert-butyl-2-hydroxyphenyl)imino Jmethyl]-4,6-di-tert-butyl-
phenol 1. All compounds were fully characterized by NMR ('H, ''B,
and C), IR, UV/vis, fluorescence spectroscopy, and high-resolution
mass spectrometry. The crystal structures of 3 and 4 showed
tetracoordinated boron atoms with semiplanar skeleton ligands. The %
free rotation of the fluorescent molecular rotor, only observed in the  Fluorescent molecular rotor
binuclear compound, was decreased with increasing viscosity, while T T
the quantum yield was increased. Interestingly, the property of

reversible thermochromism was found in organoboron 4 in the solid

state. DFT calculations to determine the both complexes have free rotation around the CPh—B1 bond. The boron compounds 3
and 4 have shown low cytotoxicity activity in cell line A-431 and low green staining in cells.

Heating Cooling

N N

215°C

Cells B1gpyq

1. INTRODUCTION and accompanying distortion of the dipyrromethene frame-
work.® In another example, Shiraishi et al. reported that the
compound V serves as a fluorescent thermometer in water and
the fluorescence increases in the copolymer due to increase in
viscosity,” with behavior similar to that reported in compound I
in which the fluorescence intensity increases with the restricted
rotation of the phenyl group in a medium of high viscosity. This
property can be exploited as a practical and versatile tool to
measure microviscosity.'’ Other groups have investigated
chalcone derivatives. Klymchenko and co-workers reported

Fluorescent molecular rotors (FMRs) with viscosity-sensitive
quantum yields' have received tremendous attention due to their
potential application in the detection of biomolecular
interactions,” polymerization processes,” and microviscosity."
Viscosity plays an important role in living organisms, and
fluorescence imaging with molecular rotors is a technique that
helps viscosity studies on a cellular scale.’ Other potential
applications of rotors involve their use as sensors to measure

viscosity in biofluid.” Organoboron compounds are interesting in
this regard. Different types of luminescent rotors of boron are that compound VII shows solvatochromic property and acts as a

. oo 11
known, such as BODIPYs, chalcone derivatives, and boronates viscosity-sensitive molecular.r.otolri The organo.boron com-
(Chart 1, I-X).” The BODIPYs are the most widely studied pounds show low cytotoxicity. © The synthetic methods,

group. Benniston and co-workers reported that the compound I however, involve several steps and require specific conditions
can be used to record how certain fluids respond to applied

pressures and changes of viscosity in the medium. The Received: November 23, 2016

mechanism involves the gyration of the mesophenylene ring Published: January 30, 2017
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Chart 1. Luminescent Molecular Rotors of Organoboron Compounds
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Fluorescent sensors have received attention because they have
advantages in terms of sensitivity, selectivity, and the easy
detection of the fluorescence changes of the systems.'
Previously, transition-metal complexes have been reported that
exhibit the property of change in color at different temperatures.
This phenomenon is called luminescent thermochromism and

represents an important area of solid-state chemistry."” The
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thermochromic materials are potentially useful in thermometers,
as temperature sensors, and in the development of warning
signals and optoelectronic display devices.'® An interesting study
of the thermochromism properties of copper pyrazolates,
promising compounds for sensor applications, was reported by
Dias and co-workers.'” Other examples involve copper iodine
clusters that show reversible luminescence thermochromism
with intense orange emissions'® and Au'—Cu' phosphine
complexes that exhibit reversible emission change from yellow
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Figure 1. Comparison of theorical and experimental isotopic distributions of spectra of the [M + H]* of compound 4; the spectrum clearly indicates the

presence of two boron atoms.

to green.'” Another group has investigated triarylboron
compounds and their utility as excellent real-time and reversible
temperature indicators with a concentration-independent
feature.”

Recently, our research group reported the synthesis of a series
of novel luminescent boron derivatives of tridentate ligands with
good solubility in polar solvents.”" In this work, we describe the
synthesis of luminescent boron derivatives of Schiff bases that act
as molecular rotors and their use as cell markers.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Synthesis. Previously, similar binuclear organoboron
compounds derived from tridentated ligands have been
synthesized and characterized by common spectroscopic and
spectrometric methods. However, due to the low solubility in
some organic solvents, it was not possible to isolate the crystal
structures or complete the solution characterization.”” In order
to improve the solubility, we have designed a new Schiff base
ligand 2 which was prepared by condensation reaction of 3,5-di-
tert-butyl-2-hydroxybenzaldehyde with 3,5-di-tert-butyl-6-hy-
droxyaniline (1), and the boron compounds 3 and 4 were
obtained by condensation of phenylboronic acid and diacid with
the ligand under reflux in acetonitrile (Scheme 1), respectively.
The resulting organoboron complexes are soluble in several
organic solvents; both complexes were stable in the solid state.
The compounds were fully characterized by NMR ('H, ''B, and
BBC) and IR spectroscopy, and mass spectrometry. The
complexes 3 and 4 were characterized by single-crystal X-ray
diffraction (vide infra).

2.2, Solution and Solid Structures. The existence of the N
— B coordination bond was evidenced by ''B NMR spectra for
compound 3 with one broad signal of 7.88 ppm indicative of a
tetracoordinated boron atom.”” In the '*C spectra of boron for
complexes, the signals for C7 were shifted to low frequencies
(151.73, 147.14 ppm) with respect to the ligand (165.4S ppm)
owing to coordination to boron, and the imine proton was
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observed at (3) 8.78 ppm, (4) 8.13 ppm.”* IR spectral analysis
showed that the C=N stretching vibration bands for 3 and 4
were shifted to lower wavenumbers in comparison with the
ligand.” The mass spectra of boron derivatives showed the base
peak corresponding to the molecular ion peak and, for complex
4, the first fragmentation of the complex by removing the methyl
substituent groups tert-butyl and the fragment of ligand
coordinated to a boron atom 446.32 m/z (6.17%); the isotopic
distribution of parent ions in the spectra demonstrated the
presence of two atoms of boron in the organoboron 4. The
comparison of predicted theoretical and experimental isotopic
distributions of spectra for compound 4 is given in Figure 1.
2.3. X-ray Structure. Complexes 3 and 4 crystallized from
slow evaporation of ACN and THEF/acetone. Suitable single

Figure 2. View of the structure of the 3. Ellipsoids are drawn at the 30%
probability level. Distances: B(1)—O(1) 1.4536 (18), B(1)—0(2)
1.4774(19), B(1)-N(1) 1.596(2), B(1)—C(14) 1.609(2) A. Bond
angles: O(2)—B(1)—C(14) 111.61 (11), O(1)-B(1)—C(14) 113.77
(11), 0(2)-B(1)-N(1) 95.13(11), O(2)-B(1)—0O(1) 112.75(11),
N(1)-B(1)—C(14) 110.81(11), O(1)-B(1)-N(1) 111.33(12)°.
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Figure 3. View of the structure of the 4. Ellipsoids are drawn at the 30%
probability level. Distances: B(1)—C(14) 1.591(3), B(1)-0(1)
1.451(3), B(1)—0(2) 1.455(3), B(1)—N(1) 1.587(6), B(2)—C(17)
1.593(3), B(2)-0(4) 1471 (3), B(2)-N(2) 1.563(6), B(2)—-0(3)
1.460(3) A. Bond angles: O(2)—B(1)—C(14) 114.83(19), O(1)—
B(1)—C(14) 112.56(19), O(2)—B(1)—N(1) 91.4(2), O(1)-B(1)—
N(1) 90.8(2), O(2)-B(1)—0(1) 110.57(18), N(1)—B(1)—C(14)
110.0(2), O(4)—-B(2)-C(17) 113.03(18), O(3)-B(2)-C(17)
111.89(18), O(3)—B(2)—N(2) 90.8(3), N(2)—B(2)—0(4) 91.9(2),
0O(4)-B(2)—0(3) 111.45(18), C(17)—B(2)—N(2) 114.5(2)°.

crystals for X-ray analysis were obtained for 3 and 4, and their
molecular structures are shown in Figures 2 and 3, while data

collection and refinement parameters and bond lengths and
angles are available in Tables S1 and S2. Both complexes
crystallized in P2,/n space group and are monoclinic. Complex 3
crystallized as an orange block, and 4 crystallized as an orange
diamond with molecules of solvent acetone.

The crystal structures of 3 and 4 display tetracoordinated
boron atoms with distorted tetrahedral geometry and the
formation of two fused heterocycles of five and six members.
The B—O bond distances [3 (1.454—1.477 A), 4 (1.451—1.471
A)] are characteristic for tetracoordinated boron complexes and
are comparable to the previously reported values.”® The B—N
bond lengths [3 (1.596 A), 4 (1.560—1.587 A)] suggest strong
coordination of the nitrogen atoms with boron atoms because are
they are less than the estimated covalent N—B distance; this is
confirmed by the tetrahedral character of 89.8 and 90.0—91.7%
for each molecule.”” The distortion of the tetrahedral geometry
causes the boron atom to lie outside the plane from the
salicylidene ring (3: plane: N1-C1—-C2—C3—-01, 6 = 0.519 A,
4: plane: N1-C1—C2—C3-01, 0 = 0.407 A). Crystal structures
of 3 and 4 show various close intermolecular [3 (H7—C1S5, 2.80
A), 4 (imine H—O other molecule, 2.291, 2.514 A); (imine H—
acetone oxygen, 2.222 A); (H of acetone with ring (centroids 1
and 2, see Figure S18), 2.921 and 2.771 A)] and intramolecular
interactions [3 (H19—01, 2.603 A), (H15-02, 2.758 A); 4
(H15-N1, 2.515), (H19-01, 2.975), (H16—03, 2.510), see
Figure 4].

2.4. Photophysical Characterization. The optical proper-
ties of compounds were obtained in THF, chloroform, and
methanol (Table 1). The absorption and emission spectra for 3
and 4 are shown in Figure S. For compounds 3 and 4, the
absorption bands show two 4., in 319 and 460 nm, which can be
ascribed to the HOMO—LUMO electronic transition; the molar
extinction coefficients (¢) of 3 and 4 were in the range of 4000—
21000 M™' cm™" in different solvents. The optical band gaps
(eV) are characteristic of semiconductor materials. The
fluorescence spectrum of complexes 3 and 4 show emissions
around 520 nm in THF and CHCI;. However, it is interesting to
observe that both compounds showed one emission at 386 nm in

Figure 4. Intramolecular interactions of 3 and 4 [3 (H19—01, 2.603), (H15—02, 2.758); 4 (H15—N1, 2.515), (H19—01, 2.975), (H16—03, 2.510)].
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Table 1. Photophysical Data of Compounds 3 and 4

compd solvent Aws (nm) ex10* (M em 7Y) E, (eV) Aem (nm) dyn viscosity (mPa-s) Dy (%)
3 THF 319, 455 1.4 241 514 0.55 0.002
chloroform 324, 460 1.9 2.35 529 0.55 0.09
methanol 320, 447 0.5 241 387 0.60 0.68
4 THF 319, 45§ 2.1 241 512 0.55 0.10
chloroform 322, 461 12 2.33 523 0.55 1.69
methanol 319, 450 04 241 385 0.60 0.56
- - -3THF
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Figure S. Absorption and emission spectrum of compounds 3 and 4 in THF, CHCl;, and MeOH.
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Figure 7. Correlation of the fluorescence quantum yield (@) of organoboron 3 (A) and 4 (B) with values for the viscosity of the medium r* (goodness

of fit) of 0.98—0.95.

methanol. This behavior is due to the difference of solvent
dynamic viscosities (Table 1) as has been reported by molecular
rotors.”®

Fluorescence measurements of mononuclear 3 and dinuclear 4
in methanol/glycerol mixtures of different viscosities (% of
glycerol) show that the fluorescence quantum yield increases

with increasing solvent viscosity (Figure 7) according to the
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Foster—Hoffman equation.”” The observed increase in fluo-
rescence intensity is consistent with the restricted rotation of the
phenyl (bonded to the boron atom see Figure 6) in the medium
of high viscosity and dissipated energy by intramolecular
rotation, and the photoactivated molecule may relax by a
nonradiative decay processes. The emission intensity increased
more for compound 4 with medium viscosity (see Table 2)

DOI: 10.1021/acs.joc.6b02802
J. Org. Chem. 2017, 82, 2375—2385


http://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.6b02802

The Journal of Organic Chemistry

because it has two points of rotation in the structure of the

molecule; in the literature, we find this behavior for ligands and

30
complexes.

Table 2. Spectroscopic Properties of Compounds 3 and 4 in
Binary Mixtures of Methanol and Glycerol®

compd 3 compd 4
glycerol fraction Asbs em Aabs -
(v/v) (nm) nm) @p(%) (nm nm) Dp (%)

0 447 387 0.61 448 387 0.51
10 449 388 1.59 446 398 1.15
30 449 391 2.35 453 397 2.87
S0 450 392 4.50 455 397 s21
70 451 394 7.64 454 397 10.81
90 463 395 11.82 460 395 17.63

“Methanol/glycerol mixture; A, and A, are absorption and emission
maxima; @y, is the fluorescence quantum yield.

2.5. Reversible Thermochromism. The organoboron 4
shows the ability to behave as a thermochromic material; the
luminescence property was modified when the complex was
exposed to different temperatures. During heating at 215 °C, the
color changed from yellow to orange and the luminescence
intensity decreased under UV radiation to the naked eye, but
after cooling at room temperature the property returned (Figure
8A—C).”" The thermochromic property of 4 was determined by

Heating Cooling

N

25°C 215°C 25°C
Figure 8. Fluorescence image of compound 4: (A) under vis and UV
light at 25 °C; (B) under vis and UV light at 215 °C; (C) after cooling

under vis and UV light at 25 °C.

luminescence spectroscopy in the solid state (Figure 9).
However, when compound 4 was ground for 2 min on a mortar
the luminescence property was lost (see Figure S19), similar to
that reported by Seki et al.*

2.6. DFT Calculations. In order to explain the molecular
behavior for complexes 3 and 4, we performed a theoretical study
using the density functional theory (DFT, B3LYP) in
combination with the 6-31G(d,p) basis set. All of the structures
were characterized by calculating their frequencies. Our results
suggest that structure 4 with a trans conformation is more stable
than the cis configuration by only 1.38 kcal/mol; the explanation
for this is that the structure with the cis conformation has more
steric hindrance (Figure 10). Interestingly, the structure that has
crystallized and characterized by X-ray has no symmetry because
one of the two ligands is displaced by 60°. This behavior could be
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Figure 9. Luminescence spectra of compound 4 at room temperature

after heating and after grinding.

attributed to acetone trapped into the crystal lattice (see Figure
S18).

To better understand the process of rotation of the aromatic
ring for complex 4, we have followed two strategies; the first was
to rotate only one ligand, and the second was to rotate only the
aromatic ring, keeping the two ligands fixed, and both rotating
processes were performed every 30° along the potential energy
surface (Figure 10). The results of these calculations can be
observed in Figure 11. The energy barrier value for complex 4 to
rotate the aromatic ring is higher because of steric effects
generated by the tert-butyl groups. However, when only one
ligand is rotated the relative energy value (energy barrier) is
smaller.

On the other hand, the rotation of the phenyl group in the
complex 3 was also studied. Complex 3 shows an energy barrier
value of 6.26 kcal/mol by rotating the CPh—B1 bond every 30°;
with these results, we can mention that both complexes present
free rotation.

In addition, we have also calculated the UV—vis spectra in both
complexes 3 and 4. The experimental (460 and 461 nm,
respectively) absorption values are very similar to those
calculated (463 and 465 nm, respectively).When we explored
the rotational energy barrier of the rotational ligand and phenyl
groups, we found that for the complex 4 up to 120° the degree of
absorption (482 nm) is slightly higher than that found in the
global minimum (465 nm). This difference is because the
structure 4 (120°) involves 7— transitions (see Figure S1). It is
important to mention that the B3LYP method tends to slightly
modify the energies of the rotation barriers,” compared to other
functional ones. We have used B3LYP because of its wide use in
organic molecules.

Molecular orbitals and their energies for the complexes 3 and 4
are shown in Figure 12 The electron density is mostly located on
the ligands of both complexes and the electronic transitions,
which mainly involve the HOMO—-1 — LUMO and HOMO —
LUMO+1 frontier orbitals for the binuclear compound that
corresponds to the 7—z* transitions (Tables S4—6).

2.7. Cytotoxicity Activity and Cell Images. In vitro
cytotoxicity activity of organoboron 3 and 4 were evaluated on
epidermoid carcinoma cell line A-431 in different concentrations
(from 20 to 1 pug/mL) for 24 h. As DMSO was the solvent used
for the compounds, its toxicity was analyzed. The viability of the
cells shows lower toxicity for organoboron 3 and 4 in all tested

DOI: 10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 11. Rotation barrier energies for complex 4. Blue line belongs to
the rotation of the phenyl group, while the red line belongs to the
rotation of the CPh—B1 bond.

concentrations (20—38 uM, 20 pg/mL highest concentration);
see Figure 13. This behavior has already been reported for
molecules having low cytotoxicity to 10 #M.** The dinuclear
compound shows lower cytotoxicity and tends to be less soluble
and less penetrating for the compound in the cell.

To determine the capacity of the organoboron compounds to
produce fluorescent stain on cells, A431 and B16F10 cells were
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treated with 10 pg/mL for 2 h and then analyzed by confocal
laser microscopy; cells treated with the organoboron compounds
3 and 4 presented a low green staining, due to poor solubility of
the compounds in the polar solvents, and fluorescence was
observed from the cytoplasm in both cases (Figure 14).

3. CONCLUSIONS

In summary, we describe the synthesis, characterization in
solution and solid state, and X-ray structure of two new
fluorescent organoboron compounds. The binuclear compound
shows that the fluorescence quantum yield increases strongly
with increasing solvent viscosity, and due to the rotor molecular
property, it was corroborated through B3LYP that organoboron
has the property of reversible thermochromism. Both fluorescent
organoboron compounds have shown low cytotoxicity, which is
good for potential medical applications but has a poor capacity
for staining cells. We are working to improve the hydrophilicity
of fluorescent molecular rotors of organoboron compounds. The
binuclear molecular rotor showed reversible thermochromism as
well as visco- and solvoluminescene. To the best of our
knowledge, this is the first example which showed this
multiresponse.

4. EXPERIMENTAL SECTION

4.1. Material and Equipment. All starting materials and solvents
were used without further purification. Compound 1 was synthesized as
previously reported.*® Melting points were performed on an Mel-Temp
apparatus and are uncorrected. High-resolution mass spectra were
obtained by LC/MSD TOF with APCI as ionization source. Infrared
spectra were recorded using a 27 FT-IR spectrophotometer equipped

DOI: 10.1021/acs.joc.6b02802
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Figure 13. Effects of organoboron 3 and 4 on viability of A431 cells. Cell
proliferation was determined by MTS after treatment with different
concentrations of compounds 3 and 4 (20, 10, 5, 2, and 1 pg/mL) over
24 h.

with an ATR accessory with a single-reflection ZnSe ATR crystal. UV
spectra were obtained with a UV/vis spectrophotometer, and emission
measurements were performed on a spectrofluorometer. 'H, *C, and
"B NMR spectra were recorded on a DPX 400. Chemical shifts (ppm)
are relative to (CH,),Si for 'H and C. "B NMR spectra were
referenced externally to BF;-OEt,. Mass spectra were recorded on an
API 2000 LC/MS/MS system.

4.2. Crystal Structure Determination. The crystals of 3 and 4
were covered with a layer of hydrocarbon oil that was selected and
mounted with paratone-N oil on a cryo-loop and immediately placed in
a low-temperature nitrogen stream at 100(2) K. The data for 3 and 4
were recorded on a diffractometer equipped with a graphite
monochromator and a Mo Ka fine-focus sealed tube (1 = 0.71073 A).
The structure was solved by direct methods using SHELXS-97°¢ and
refined against F* on all data by full-matrix least-squares with SHELXL-
97.%7 All of the software manipulations were done under the WIN-GX
environment program set.’® All heavier atoms were found by Fourier
map difference and refined anisotropically. Some hydrogen atoms were
found by Fourier map differences and refined isotropically. The
remaining hydrogen atoms were geometrically modeled and are not

1] ke
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Compound 3

DMSO Compound 4

C

Figure 14. Staining of cells with organoboron compounds. Confocal
microscopy of melanoma cells B16F10 (A, B) and A-431 (C, D) treated
with 10 ug/mL of each compound for 2 h.

refined. Crystallographic data for the structure reported in this paper
have been deposited in the Cambridge Crystallographic Data Centre
(CCDC 1518382 and 1518383).

4.3. Synthesis of (E)-2,4-Di-tert-butyl-6-((3,5-di-tert-butyl-2-
hydroxybenzylidene)amino)phenol (2). A solution of 3,5-di-tert-
butyl-6-hydroxyaniline (1) (0.66 g, 3 mmol) and 3,5-di-tert-butyl-2-
hydroxybenzaldehyde (0.70 g, 3 mmol) in acetonitrile were heated
under reflux for 48 h using a Dean—Stark apparatus for removal of water
by azeotropic distillation. The reaction mixture was slowly cooled to
room temperature, the solvent was evaporated, hexane was added, the
precipitated solid was filtered and discarded, the liquor filtrate was
concentrated, and acetonitrile was added. Solvent was allowed to
evaporate slowly, and after S days yellow crystals were obtained that lost
brightness over time, possibly due to crystallization with solvent. The
compound was soluble in hexane to give 0.72 g. Yield: 54.9%. Mp: 104—
10S °C. 'H NMR (400 MHz, C¢Dg, 298 K): 6 = 1.29 (s, 9H, t Bu-5),
1.31 (s, 9H, t Bu-10), 1.60 (s, 9H, t Bu-3), 1.63 (s, 9H, t Bu-12), 6.83
(d,1H, H4), 6.98 (d, 1H, H11), 7.43 (d, 1H, H9), 7.60 (d, 1H, H6), 8.13
(s, 1H,H7), 12.92 (s, 1H, OH). *C NMR (100 MHz, C¢D¢, 298 K): 6 =

DOI: 10.1021/acs.joc.6b02802
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29.8 (CH;, t Bu-3),29.9 (CH,, t Bu-12), 31.8 (CH,, t Bu-S), 31.9 (CH,,
tBu-10),113.5 (C4), 122.9 (C6), 127.9 (C11), 128.1 (C9), 165.5 (C7).
HETCOR [y/5c]: 1.29/31.25 (CH,, t Bu-S), 1.59/29.34 (CH,, t Bu-
3), 6.89/113.93 (H4/C4), 6.98/127.4 (H11/C11), 7.42/122.46 (H6/
C6), 7.60/127.99 (H9/C9), 8.12/165.94 (H7/C7). COSY [8y4/8y]:
7.43/6.82 (H6/H4),7.60/6.98 (H9/H11). HRMS (APCI/TOF-Q) m/
z: [M + 1]* caled for CpH3NO, 438.3367, found 438.3368. IR v
(em™): 3063 (OH), 1629 (C=N). UV—vis (THF): A, /max Emax X 10%:
342 nm, 2.5 M~ em™". Fluorescence (THF): Agyor/max 507 nim.

4.4. Synthesis of 2,4,8,10-Tetra-tert-butyl-6-phenyldibenzo-
[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronine (3). A solution of 2 (0219 g 0.5
mmol) and phenylboronic acid (0.064 g, 0.52 mmol) in acetonitrile
were heated under reflux for 48 h using a Dean—Stark apparatus for the
removal of water by azeotropic distillation. The reaction mixture was
slowly warmed to room temperature, and the solvent was concentrated
and allowed to evaporate slowly at 12 h. Orange crystals were obtained.
The compound was soluble in THF. Yield: 0.26 g (82.5%). Mp: 258—
259 °C. "H NMR (400 MHz, THF-dy, 298 K): § = 1.32 (s, 9H, t Bu-5),
1.33 (s, 9H, t Bu-10), 1.45 (s, 9H, t Bu-3), 1.48 (s, 9H, t Bu-12), 6.98 (t,
1H, H-p), 7.26 (m, 2H, H-0 and m), 7.32 (d, 1H, H11), 7.58 (d, 1H,
H4),7.51 (d, 1H, H6), 7.64 (d, 1H, H9), 8.78 (s, 1H, H7). 3*C NMR
(100 MHz, THF-dg, 298 K): 6 = 29.9 (CH,, t Bu-12), 30.2 (CH,, t Bu-
3),31.9 (CH;, t Bu-10), 32.2 (CHy, t Bu-S), 35.1 (Cyuyeen t Bu-5), 35.6
(Cquaten t Bu-10), 35.7 (Cypyens t Bu-3), 36.3 (Cypaer t Bu-12), 110.9
(Cé6), 120.7 (C10), 126.1 3C11), 126.8 (C4), 127.8 (C-p), 132.3 (C-o
and m), 133.0 (C9), 136.7 (CS), 140.1 (C12), 142.8 (C3), 142.6 (C1),
151.7 (C7), 155.1 (C2), 155.8 (C13). HETCOR [8,/5c]: 1.46/30
(CH,, tBu-3/C-tBu-3),1.32/31.91 (CH,, t Bu-5/C-t Bu-5), 6.96/127.8
(H-p/C-p), 7.25/132.33 (H-0 and m/C-0 and m), 7.32/126.11 (H11/
Cl11),7.39/126.81 (H4/C4),7.52/110.98 (H6/C6), 7.63/132.95 (H9/
C9), 8.80/151.66 (H7/C7). COSY [6y/6y]: 7.26/6.97 (H-0 and m/H-
p).'BNMR (128 MHz, THF-dg, 298 K): & = 7.88 ppm. HRMS (APCI/
TOF-Q) m/z: [M + 1] caled for CyH,BNO, 524.3694, found
524.3696. IR v (ecm™): 2957 (C—H,omaic), 1627 (C=N). UV—vis
(THF): Aybs/maw Emax X 10455 nm, 1.4 M™" ecm™". Fluorescence (THF):
j'Fluo/max 514 nm.

4.5. Synthesis of 1,4-Bis(2,4,8,10-tetra-tert-butyldibenzo-
[d,h][1,3,6,2]dioxazaboronin-6-yl)benzene (4). A solution of 2
(0.44 ¢, 1 mmol), benzene-1,4-diboronic acid (0.083 g, 0.5 mmol), and
acetic acid (0.5 mL) in acetonitrile was heated under reflux for 48 h using
a Dean—Stark apparatus for the removal of water by azeotropic
distillation. The reaction mixture was slowly warmed to room
temperature; the precipitated solid was filtered and washed with hexane.
The compound was partially soluble in acetone and THF, and it
crystallized separately in acetone and a mixture of (THF/acetonitrile/
acetone), obtaining yellow-orange crystals. Yield: 0.38 g (80.31%). Mp:
350—352 °C. '"H NMR (400 MHz, THF-d,, 298 K): § = 1.20 (s, 18H, t-
Bu-5), 1.23 (s, 18H, t-Bu-10), 1.32 (s, 18H, t-Bu-3), 1.36 (s, 18H, t-Bu-
12, 6.98 (d, 4H, H-15), 7.06 (d, 2H, H11), 7.15 (d, 2H, H4), 7.18 (d, 2,
H6),7.46 (d,2H, H9), 8.13 (d, 2H, H7). >*C NMR (100 MHz, THF-d,,
298 K): 6 = 28.2 [(CH,) t-Bu-12], 28.5 [(CH;) t-Bu-3], 30.3 [(CH,) t-
Bu-10], 30.6 [(CH;) #Bu-5], 33.1 [(Cyuuer) t-Bu-5], 33.5 [(Couaeer) t-
Bu-10], 33.7 [(Cyuuer) t-Bu-3], 343 [2Cquater) t-Bu-12], 108.1 (C4),
124.1 (C11), 124.3 (C6), 129.3 (C1S), 131.2 (C9), 147.1 (C7), 153.1
(C2), 153.8 (C13), 153.8 (C8). HETCOR [64/6c]: 6.95/129.33
(H15/C15), 7.07/124.18 (H11/C11), 7.09/107.98 (H4/C4), 7.16/
124.27 (H6/C6), 7.47/131.16 (H9/C9), 8.15/147.03 (H7/C7). COSY
[6u/64]: 7.46/7.06 (H9/H11). 'B NMR (128 MHz, THF-dg, 298 K):
§ = 842 ppm. HRMS (APCI/TOF-Q) m/z: [M + 1]* caled for
CesHgeB,N,O, 969.6846, found 969.6844. IR v (cm™): 2955 (C—
H,omatic)y 1617 (C=N). UV—vis (THF): dys/meo Emae X 10* 455 nm,
2.1 M™'em™. Fluorescence (THF): Apyor/max 512 nm.

4.6. Absorbance, Emission, and Luminescence Quantum
Yields. UV—vis absorption spectra were measured on a 365
spectrophotometer. Optical band gap (E,) was determined from the
intercept with the X axis of the tangent of the absorption spectrum
drawn at absorbance of 0.1. The emission spectra have been recorded
with a spectrofluorometer, by exciting 10 nm below the longer
wavelength absorption band. Fluorescence quantum yields in solution
were determined according to the procedure reported in literature® and
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using quinine sulfate in H,SO, 0.1 M as the standard. Three solutions
with absorbance at the excitation wavelength lower than 0.1 were
analyzed for each sample, and the quantum yield was averaged. The
viscosity of the solvent mixture (methanol/glycerol) was determined
using a Viscometer-ViscoLab 3000.

4.7. Cytotoxicity Assays in Cells and Cell Image. Human
epidermoid carcinoma ATCC cell line A431 was employed to test the
cytotoxic effects of compound 3 and 4. A431 cells was maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) with 4 mM L-glutamine
and supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 IU/mL of
penicillin, and 100 g/mL of streptomycin. Culture of cell line was carried
out at 37 °C in an incubator with 95% air and 5% CO, atmosphere.
Cytotoxicity of compounds 3 and 4 was tested against this cell line at 1,
2, S, 10, and 20 pug/mL. Tumor cells were seeded in 24-well tissue
culture plates with § X 10* cells/well, and 24 h after platting they were
supplemented by triplicate with compound s3 and 4. All dilutions were
prepared with fresh culture media, and plates were incubated for S days.
Cells in plates were washed with PBS pH = 7.4 to remove death cells.
Surviving cells were measured by the MTS method [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium] and related to the mock cell population by measuring
absorbance at 590 nm to establish cell viability with previous
microscopic analysis for morphological changes exploration in cells.

B16F10 murine melanoma cells were seeded in 12-well plates on
polylysine-coated sterile coverslips at a density of 1 X 10° cells per well in
1 mL of DMEM/F12 media supplemented with 10% fetal bovine serum
and maintained at 37 °C in a controlled humid atmosphere of 5% CO,
and 95% air. Twenty-four hours later, the medium was renewed and cells
were exposed to the compounds at a concentration of 10 yg/mL (6.5
ppm) for 2 h. Untreated cells or treated with DMSO were used as
controls. Supernatants were removed, and coverslips were washed once
with 1 mL of PBS, mounted on microscope slips using Vectashield, and
imaged using confocal laser microscopy. Samples were excited at 458
nm, and the fluorescence emission was measured at 478—612 nm for
compounds 3 and 4.

4.8. Computational Details. All calculations were performed using
the GAUSSIAN 09 software package.*” The geometry of structures 3
and 4 was fully optimized with the B3LYP 1/6-31G(d,p) method.*' The
minima were characterized by calculating their vibrational modes at the
same level of theory. In order to know the rotation energy of the phenyl
group and one of the ligands, the bonds involved for that rotation were
rotated by 30—180° or 360°, depending on the case. Results were
visualized using the Chemcraft program v1.7.
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Abstract

In this paper, we report a series of Schiff bases synthesized by the condensation
reaction between 2-hydroxy-1-naphthaldehyde with aniline derivatives as well as their
further coordination with diphenylborinic acid for giving the corresponding boron Schiff
bases (BOSCHIBASs) (E)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)methylene)pyridin-
3-amine (1a), (E)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)methylene)-2,6-di-
methylaniline (2a), and (E)-N-((2-((di-phenylboryl)oxy)naphthalen-1-yl)methylene)-2,6-di-
isopropylaniline (3a). The resulting BOSCHIBAs were characterized by NMR ('H, "°C,
and ''B), FT-IR, and atmospheric pressure ionization time-of-flight mass spectrometry.
BOSCHIBA1a was structurally characterized by single-crystal. Structure analysis indicates
that the boron atom adopts a tetrahedral molecular geometry into a six-membered ring with
a half-chair conformation. BOSCHIBAs 1a-3a and their ligands 1-3 exhibit relatively low
quantum yields in a range from 1 to 3 %. In a bioimaging study by using the BOSCHIBAs
2a, and 3a as fluorescent staining dyes, those materials showed enhanced features in terms
of low cytotoxicity, simple synthesis, photostability, hydrolytic stability and specific

staining for cytoplasm structures.

Keywords: BOSCHIBAs, cytoplasm staining, low cytotoxicity, high photostability,

fluorescent bioimaging.



Introduction

Nowadays fluorescence bioimaging (FBI) based on small organic molecules have
gained tremendous attention as an indispensable tool in cellular biology and biomedical
research because it provides a unique approach for the visualization of cell internal
structures with morphological details in tissue at a subcellular resolution level. Hence, FBI
might advance knowledge of cellular biology and disease at the molecular level: both in
vitro and in vivo [1]. Nevertheless, this technique is not invasive, and it is revolutionizing
the biomedical research and clinical practice [2].

On the flip side, the cytoplasm is a fluid thicker than water which contains all the
cell organelles and it provides mechanical support to the internal cell structures. Moreover,
the most important activities into the cell occur in the cytoplasm which include metabolic
process, breakdown of waste, glycolysis, and cell division. In this sense, recently
fluorescent cytoplasm markers have gained much interest since they can associated with the
diseases and abnormal cellular functions [3]. As examples of fluorescence cytoplasm
markers in the literature, there are reported antibodies, nanoparticles [4], quantum dots
[5,6], lanthanide complexes [7], and small organic molecules such as organoboron
compounds [8]. All these fluorophores must cover some important features for practical
analyses which include solubility, low cytotoxicity, photostability, and degradability. In
particular, the cytotoxicity, and photostability are two important parameters to be
measurement before thinking about the practical purpose or application. It is remarkable
that in recent years there has been considerable curiosity in the synthesis of organoboron
compounds in areas such as supramolecular chemistry [9], medicinal chemistry [10],

materials chemistry [11], imaging materials [12], organic light-emitting diodes [13],



organic field effect transistors [14], and photo-responsive materials [15,16]. Specially, the
responsiveness has increased to those boron Schiff bases (BOSCHIBAs) due to they
provide an interesting variety of molecular structural conformations and while electron
withdrawing imine group (C=N) interacts with metal ions giving rise to materials with
different optoelectronic properties [17] and several new applications [18]. Furthermore,
bidentate Schiff bases could act as fluorescent molecular sensors for detection of toxic
heavy metals in living cells by confocal microscopy [19,20]. In the literature there are many
reports of the synthesis of BODIPY type boron compounds which have shown to be useful
in FBI. These compounds display adequate permeability through cell membrane and it
diffuses within the cytoplasm [21,22]. Likewise, to get FBIs in vitro or in vivo for practical
situations, the photostability under UV-Vis light irradiation plays an important role. With
the purpose to avoid the photobleaching, some strategies have been reported by the addition
of antifading compounds, organic antioxidants, triplet state quenchers [23], and
micrometer-sized polydimethylsiloxane wells [24]. However, it has scarcely been studied to
use the bulky groups in organic dyes to reduce the photobleaching effect [25]. We have
recently reported that mononuclear and binuclear BOSCHIBAs (Figure 1) [26] exhibit a
low cytotoxicity level which is good for potential biomedical application but they have also
a poor capacity for staining cells with a low quantum yield ( Pp~1%) attributed to the
boron atom is outside the ligand-plane.

Keeping this in mind, we designed new fluorescent BOSCHIBAs where the 7-
system delocalization was increased by the addition of the naphthyl group [27] and the
photo-stability was also increased by the use of bulky groups (Scheme 1). All BOSCHIBAs

1a-3a and their free ligand1-3 were fully characterized by NMR (lH, B, and 13C), ATR-



IR spectroscopy, and atmospheric pressure ionization time-of-flight mass spectrometry. In

the case of BOSCHIBA 1a, it was characterized by X-ray diffraction.

Figure 1. Here

Experimental Section
General marks

All starting materials were procured from Aldrich Chemical Company. Solvents
were used without further purification. The diphenylborinic acid (Ph,BOH) was prepared in
situ as previously reported in the literature [28]. Melting points were confirmed by using an
Electrothermal Mel-Temp apparatus. Infrared spectra were recorded using a Bruker Tensor
27 FT-IR spectrophotometer equipped with a Pike Miracle™ ATR accessory with single
reflection ZnSe ATR crystal. lH, 13C, and "B NMR spectra were recorded in CDCI; on a
Bruker advance DPX 400. Chemical shifts (ppm) are relative to (CHj3)4Si for 'H and "“C.
"'B NMR spectra were referenced externally to BF;-OEt,. Atmospheric pressure ionization
time-of-flight mass spectrometry(APCI-TOF-MS) in positive ion mode was acquired on an

Agilent Technologies instrument.

X-ray crystallography

The X-ray crystallography data for 1a (CCDC: 1520512)were measured at 100(2) K
on a Bruker D8 Quest with a Photon 100 CMOS detector equipped with an Oxford
Cryosystems 700 series cooler, a Triumph monochromator, and a Mo Ka fine-focus sealed

tube (A = 0.71073 A). Intensity data were processed using the Bruker Apex II program



suite. All the calculations for the structure determination were carried out using the
SHELXTL package (version 6.14). Initial atomic positions were located by direct methods
using XS, and the structures of the compounds were refined by the least-squares method
using SHELXL. Absorption corrections were applied by using SADABS. All the non-
hydrogen atoms were refined anisotropically. Hydrogen atoms were placed in idealized

positions and refined as riding atoms with relative isotropic displacement parameters.

Optical measurements

UV-Vis absorption spectra were measured on a UV spectra were obtained with a
Perkin Elmer Lambda 365 UV/Vis spectrophotometer. The emission spectra have been
recorded with a Fluorolog-3 research spectrometer, by exciting 10 nm below the longer
wavelength absorption band. Fluorescence quantum yields (Pp) in solution were
determined according to the procedure reported in the literature [29] and using quinine
sulfate in HySO4 0.1M (P= 0.54 at 310 nm) as the standard. Temperature was regulated at
25.0+0.5 °C with a water circulating bath. Three solutions with absorbance at the excitation
wavelength lower than 0.1 were analyzed for each sample and the ®r was averaged.®r
measurements were measured by the relative method and the quantum yield of the

unknown, ®,, is calculated according to the following equation:

2
, = dp JEEET ()

Ay ER Iy 'n%
where @y, is the quantum yield of the standard, A is the absorbance of the solution, E is the
corrected emission intensity, / is the relative intensity of the exciting light and n is the
average refractive index of the solution. Subscripts R and X refer to the reference and

unknown compound, respectively.



Photostability testing and stability in aqueous DMSO solutions

With the purpose to perform stability assay, BOSCHIBAs 1a-3a were adjusted to
give absorption of 0.5 u.a at the short wavelength absorption band. The samples were
illuminated with 1.2 mW/cm? (365 nm) for 60 min with interval of 10 min at room
temperature with air atmosphere. Each absorption spectrum was measured by using a
Perkin Elmer Lambda 365 UV/Vis spectrophotometer in the region of 190-700 nm.
Likewise, the stability in aqueous solutions at 1% v/v of DMSO was evaluated under the
same experimental condition without photoirradiation. Both analyses are critical to assess

how stable the dye is during imaging applications discussed later.

Cytotoxicity Assays

B16F10 murine melanoma cells (ATCC CRL-6475, Manassas, VA) were used to
determine the cytotoxic effects of 1a-3a complexes. Cells were maintained in GIBCO-
DMEM/F12 culture media supplemented with 10% FBS and 1X antibiotic-antimitotic (all
from ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), at 37°C in an atmosphere of 5% CO,. For
the experiments cells were plated in 96-wells plates at a cell density of 2000 cells per well
in 100 pL of media and let them undisturbed overnight before the treatments were added.
Compounds were added at concentrations of 0.1, 1, 2.5, 5, and 10 pg/mL. Forty-eight hours
later 10 ul of alamarBlue (Biosource Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) were

added to each well to determine cell viability following manufacturer’s instructions.



Bioimaging Assays

To assess the BOSCHIBASs capabilities to stain cells in vitro, BI6F10 cells were
plated at densities of 5x10* cells per well in 500 UL of media on coverslips in 12 wells
plates. After overnight incubation 10 pg/mL of each complex were added to each well and
2 hours later coverslips were mounted with Vectashield (Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA) and analyzed by confocal microscopy in a Leica TCS SP5 Confocal
System at excitation wavelength of 405 nm and emission of 420-550 nm, or excitation of
488 nm and emission of 500-600 nm. DMSO treated cells were used as a control to

determine endogenous fluorescence.

General procedure of synthesis of BOSCHIBAs la-3a and Schiff bases 1-3.
(E)-1-((pyridin-3-ylimino )methyl)naphthalen-2-ol (1)

A homogeneous mixture of 2-hydroxy-1-naphthaldehyde (0.50 g, 2.91 mmol) with
3-aminopyridine (0.27 g, 2.91 mmol) in acetonitrile was heated under reflux for 48 h. The
reaction mixture was slowly cooled at room temperature and the precipitated product was
filtrated and washed with hexane to give 0.57 g (2.30 mmol, 79 % yield) of 1 as a yellow
solid. M.P.: 182° C; FT-IRymax (cm™): 3048, 1624 (C=N), 1562, 1484; UV/Vis (THF):
Aabs/max (M), [Emax 10" (M em™)]: 377 [0.10 1, 322; Fluorescence (CHCl3): Aguor (nm): 490;
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 7.16 (1H, d, , °J = 8.0 Hz, H-3), 7.37 2H, m, , H-7,
H-14), 7.54 (IH t, °J = 16 Hz, H-8), 7.65 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-13), 7.75 (1H, d, *J = 8.0
Hz, H-6), 7.84 (1H, d, °J = 12 Hz, H-4), 8.13 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-9), 8.54 (1H, d, *J =
8.0 Hz, H-15), 8.63 (1H, d, *J = 4.0 Hz, H-17), 9.42 (1H, s, H-11), 14.93 (1H, s, OH); "°C

{'"H} NMR (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 109.42 (C-1), 119.22 (C-9), 120.68 (C-3), 123.96



(C-14), 124.09 (C-7), 127.80 (C-13), 128.35 (C-8), 129.53 (C-6), 132.94 (C-10), 136.52
(C-4), 142.99 (C-17), 143.75 (C-12), 147.76 (C-15), 158.70 (C-11), 166.20 (C-2); 'H/"*C
HETCOR NMR & (ppm): 7.16/120.54 (H-3/C-3), 7.36/123.84 (H-14/C-14), 7.54/128.21
(H-8/C-8), 7.64/127.66 (H-13/C-13), 7.75/129.41 (H-6/C-6), 7.84/136.39 (H-4/C-4),
8.12/119.09 (H-9/C-9), 8.54/147.64 (H-15/C-15), 8.64/142.89 (H-17/C-17), 9.42/158.57
(H-11/C-11); 'H/'"H COSY NMR & (ppm):7.89/7.15 (H-4/H-3), 7.55/7.38 (H-8/H-7),

7.64/7.38 (H-13/H-14), 7.73/7.38 (H-6/H-7), 8.12/7.54 (H-9/H-8), 8.54/7.38 (H-15/H-14).

(E)-1-(((2,6-dimethylphenyl)imino)methyl)naphthalen-2-ol (2)

Preparation of 2 was accomplished like that of 1 from 2-hydroxy-1-naphthaldehyde
(0.50 g, 2.91 mmol) with 2,6-dimethylaniline (0.35 g, 2.91 mmol). The product was
obtained as a yellow solid with yield of 75 % (0.60 g, 2.18 mmol). M.P.: 118° C. ATR-
IRymax: 3074, 2990, 2948, 1613 (C=N), 1573, 1161 cm™; UV/Vis (THF): Agpymax (NM),
[emax*10" (M'em™)]: 364 [0.58 1, 315; Fluorescence (CHCL): Afor (nm): 473;'H NMR
(400 MHz, CDCly), ¢ (ppm): 7.13 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-3), 7.20 (3H, m, H-14, H-15, H-
16), 7.36 (1H, t, °J = 16.0 Hz, H-7), 7.51 (1H, t, °J = 16.0 Hz, H-8), 7.77 (1H, d, °J = 8 Hz,
H-6), 7.86 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-4), 8.00 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-9), 2.34 (6H, s, H-18, H-
19), 9.14 (1H, s, H-11), 15.24 (1H s, OH); *C NMR {'H}(100 MHz, CDCls) ¢ (ppm):
18.77 (C-18,C-19), 108.49 (C-1), 118.85 (C-9), 121. 61 (C-15), 123.50 (C-7), 125.70 (C-3),
127.41 (C-5), 128.14 (C-8), 128.70 (C-14, C-16), 129.39 (C-6), 129.70 (C-13, C-17),
133.27 (C-10), 136.06 (C-4), 145.86 (C-12), 161.32 (C-11), 168.02 (C-2); 'H/"*C HETCOR
NMR &ppm): 2.31/18.60 (H-18,19/C-18,19), 7.14/125.66 (H-3,/C-3), 7.20/128.69 (H-14,

16/C-14, 16), 7.23/121.56 (H-15/C-15), 7.37/123.46 (H-7/C-7), 7.52/128.10 (H-8/C-8),



7.79/129.36 (H-6/C-6), 7.87/136.04 (H-4/C-4), 8.01/118.79 (H-9/C-9), 9.16/161.27 (H-
11/C-11); 'H/'H COSY NMR§ (ppm):7.86/7.13 (H-4/H-3), 7.77/7.38 (H-6/H-7), 7.51/7.38

(H-8/H-7), 7.99/7.51 (H-9/H-8).

(E)-1-(((2,6-diisopropylphenyl)imino )methyl)naphthalen-2-ol (3)

Preparation of 3 was accomplished like that of 1 from 2-hydroxy-1-naphthaldehyde
(0.5 g, 291 mmol) with 2,6-diisopropylaniline (0.51 g, 2.91 mmol). The product was
obtained as a yellow solid with yield of 73 % (0.70 g, 2.12 mmol). M.P.: 192° C. AT-IRymax
cm™: 2980, 2964, 2943, 1620 (C=N), 1575, 1172, UV/Vis (THF): Aabsimax (M), [Emar*10*
Mem™)]: 362 [0.71 1, 315; Fluorescence (CHCL): Aguor (nm): 477; 'H NMR (400 MHz,
CDCl3), § (ppm): 1.13 (12H, d, *J = 8.0 Hz, H-19, H-20, H-22, H-23), 3.02 (2H, septet, >J =
28.0 Hz, H-18, H-21), 7.10 (1H , d, °J = 8.0 Hz, H-3), 7.15 (3H, m, , H-14, H-15, H-16),
7.24 (t, 1H, *J = 16 Hz, H-8), 7.39 (1H, t, °J = 16 Hz, H-7), 7.66 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-6),
7.76 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-4), 7.89 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-9), 8.98 (1H, s, H-11), 15.13
(1H, s, OH); *C NMR {'H}(100 MHz, CDCl3) & (ppm): 22.66 (C-19, C-20, C-22, C-23),
27.27 (C-18, C-21), 107.30 (C-1), 117.70 (C-9), 120.34 (C-3), 122.39 (C-8), 122.49 (C-14,
C-16), 125.21 (C-15), 126.38 (C-5), 127.07 (C-7), 128.30 (C-6), 132.15 (C-10), 134.87 (C-
4), 139.22 (C-13, C-17), 142.94 (C-12), 160.61 (C-11), 166.35 (C-2); 'H/**C HETCOR
NMR &ppm): 1.09/22.54 (H-19, 20, 22, 23/C-19, 20, 22, 23), 3.01/27.14 (H-18, 21/C-18,
21), 7.10/120.31 (H-3/C-3), 7.14/122.43 (H-14, 16/C-14, 16), 7.15/125.17 (H-15/C-15),
7.23/122.34 (H-8/C-8), 7.38/127.05 (H-7/C-7), 7.65/128.26 (H-6/C-6), 7.74/134.83 (H-4/C-
4),7.88/117.65 (H-9/C-9) 8.98/160 (H-11/C-11); "H/'H COSY NMR & (ppm):7.75/7.09 (H-

4/H-3), 7.38/7.25 (H-7/H-8), 7.38/7.65 (H-7/H-6), 7.88/7.25 (H-9/H-8);



(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen- 1-yl)methylene)pyridin-3-amine (la)

A solution of (E)-1-((pyridin-3-ylimino)methyl)naphthalen-2-ol 1 (0.1 g, 0.40
mmol) with diphenylborinic acid (0.18 g, 1.0 mmol) in acetonitrile was heated under reflux
for 48 h. The reaction mixture was slowly cooled to room temperature, and the precipitated
product was filtrated and washed with hexane followed by recrystallization in a
chloroform/hexane mixture to give 0.16 g (0.39 mmol, 95%) of BOSCHIBA 3a as a yellow
crystalline solid. M.P.: 222° C; FT-IR ymax (cm'l): 2962, 1624, 1608(C=N), 1550, 1458,
1312, 1204, 1140, 892, 878, 825, 795, 745, 702 (0-B),623,597; UV/Vis (THF): Aups/max
(nm), [Ema*10* (M 'em™)]: 425 [0.51 1, 337; Fluorescence (CHCl3): Aguor (nm): 530; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) d (ppm): 7.98 (1H, d, *J = 4 Hz, H-3), 7.09 (7H, m, H-13, 4H-m,
2H-p), 7.27 (2H, m, H-7, H-8), 7.36 (4H, d, °J = 8.0 Hz, H-8, 4H-0), 7.43 (1H, t, °J = 16
Hz, H-14), 7.59 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-6), 7.77 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-4), 7.81(1H, d, *J =
12 Hz, H-9), 8.33 (1H, d, °J = 4.0 Hz, H-15), 8.37(1H, s, H-17), 8.86 (1H, s, H-11); "*C
NMR {'H}(100 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 111.56 (C-1), 119.27 (C-9), 121.52 (C-3), 123.04
(C-7), 124.70 (C-13), 126.79 (C-14), 127.27 (C-m, C-p), 127.75 (C-5), 129.42 (C-8),
129.72 (C-6), 132.31 (C-10), 132.60 (C-4), 133.73 (C-0), 141.29 (C-i), 142.56 (C-17),
144.99 (C-12), 148.82 (C-15), 157.75 (C-11), 165.96 (C-2); ''B NMR (128 MHz, CDCl3) &
(ppm): 7.38; APCI-TOF-MS in positive ion mode calc. for [(CosHy N,O4B+H)™]: 413.1700

u.m.a; Exp.: 413.1822 um.a

(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen- 1 -yl)methylene)-2,6-dimethylaniline (2a)
Preparation of BOSCHIBA 2a was accomplished like that of 1a from Schiff base 2

(0.1 g, 0.36 mmol) with diphenylborinic acid (0.17 g, 0.93 mmol). The product was



obtained as a yellow solid with a yield of 92 % (0.14 g, 0.32 mmol); M.P.: 212° C; FT-
IRoymax (cm™): 2964, 1624, 1605(C=N), 1549, 1458, 1312, 1205, 1140, 1000, 892, 879, 825,
796, 745, 702 (O-B), 635; UV/Vis (THE): Agpgmax (NM), [Ema*10* (M 'em™)]: 400 [0.39 1,
327; Fluorescence (CHCIL3): Agor (nm): 480; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 0 (ppm): 6.82
(1H, d, *J = 8.0 Hz, H-3), 6.97 (7H, m, H-15, 4H-m, 2H-p), 7.16 (2H, d, *J = 12 Hz, H-14,
H-16), 7.27 (14, t, °J = 12 Hz, H-7), 7.32 (1H, d, *J = 8.0 Hz, 4H-0), 7.45 (14, t, >J = 20
Hz, H-8), 7.67 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-6), 7.77 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-4), 7.86 (1H, d,*J =8
Hz, H-9), 1.79 (2H, s, H-18, H-19), 8.64 (1H, s, H-11); °C NMR {'H}(100 MHz, CDCl3) &
(ppm): 18.12 (C-18, C-19), 110.45 (C-1), 118.22 (C-9), 120.72 (C-15), 123.20 (C-7),
125.16 (C-13), 125.47 (C-m, C-p), 126.59 (C-5), 126.70 (C-8), 127.47 (C-14, C-16), 128.00
(C-13, C-17), 128.53 (C-6), 132.10 (C-0), 132.67 (C-i), 133.67 (C-10), 138.88 (C-4),
144.01 (C-12), 159.89 (C-11), 163.70 (C-2); ''B NMR (128 MHz, CDCls) J (ppm): 4.76;
APCI-TOF-MS in positive ion mode calc. for [(C3;HaNO4B+H)™]: 440.2100 u.m.a; Exp.:

440.2182 u.m.a

(E)-N-((2-((diphenylboryl)oxy)naphthalen- 1 -yl)methylene)-2,6-diisopropylaniline (3a)
Preparation of BOSCHIBA 3a was accomplished like that of 1a from Schiff base 3
(0.1 g, 0.30 mmol) with diphenylborinic acid (0.13 g, 0.71 mmol). The product was
obtained as a green solid with a yield of 30 % (0.044 g, .091 mmol ); M.P.: 200° C; FT-
IRymax (cm™): 2967, 1623, 1607(C=N), 1547, 1456, 1343, 1312, 1206, 1141, 999, 894, 878,
825, 796, 745, 702 (O-B), 634; UV/Vis (THF): Aupymax (NM), [€ma*10* M 'em™)]: 398
[0.81 ], 329; Fluorescence (CHCI3): Afjuor (nm): 480;'H NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm):

1.13 (6H, d, *J = 8.0 Hz, H-22, H-23), 1.16 (6H, d, *J = 8.0 Hz, H-19, H-20,), 3.57 (2H,



septeto, °J = 28 Hz, H-18, H-21), 7.20 (1H, d, *J = 8.0 Hz, H-3), 7.29 3H, m, , H-14, H-15,
H-16), 7.35 (6H, m, 4H-m, 2H-p), 7.49 (1H, t, °J = 16 Hz, H-7), 7.54 (5H, m, H-8, 4H-0),
8.00 (1H, d, °J = 12 Hz, H-6), 8.14 (1H, d, °J = 12 Hz, H-4), 8.28 (1H, d, °J = 8.0 Hz, H-9),
8.90 (1H, s, H-11); *C NMR {'H}(100 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 23.40 (C-19, C-20, C-22,
C-23), 28.28 (C-18, C-21), 108.82 (C-1), 119.12 (C-9), 121.42 (C-3), 124.13 (C-14, C-16),
124.80 (C-7), 127.31 (C-15), 128.04 (C-m, C-p), 129.05 (C-5), 129.37 (C-8), 129.79 (C-6),
130.87 (C-10), 132.74 (C-4), 135.16 (C-13, C-17),135.69 (C-0), 140.2234 (C-i), 144.33 (C-
12), 161.06 (C-11), 163.21 (C-2); ''B NMR (128 MHz, CDCl3) & (ppm): 4.42; APCI-TOF-
MS in positive ion mode calc. for [(CssH3sNO4B+H)™]: 496.2700 u.m.a; Exp.: 496.2807

u.m.a

1-naphthylmethyllidenebenzoilhydrazone-phenyl-boron(4a).

A solution of (E)-N'-((2-hydroxynaphthalen-1-yl)methylene)benzohydrazide (0.29
g, 1 mmol) and phenylboronic acid (0.122 g, 1 mmol) in acetonitrile were heated under
reflux for 48 hours. The reaction mixture was slowly warmed to room temperature, the
solvent is evaporated and adding ethyl acetate, it was allowed to evaporate slowly at 10
days, giving a yellow solid. Yield of 0.28 g (74%). M. P.: 152 °C. '"H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 7.09 (1H m,H-3), 7.33 (1H, m,H-15), 7.39 (1H, m, H-7), 7.43 (1H, m,
H-m), 7.45 (2H,m,H-o, p), 7.52 (1H, tH-14), 7.57 (1H, m, H-8), 7.67 (1H,m,H-16), 7.87
(2H, m, H4,H-6), 8.11 (1H,d,H9), 8.71 (1H,s,H-11); °C NMR {'H}(100 MHz, DMSO-ds)
0 (ppm):110.43 (C1), 119.79 (Cp), 121.03 (C4), 123.74 (C7), 127.16 (C5), 127.68 (C15),
128.32 (C3), 128.42 (C10), 128.76 (C14), 128.97 (C8), 129.27 (C6), 131.45 (Cm), 131.53

(C13), 132.12 (C16), 137.47 (C9), 141.53 (C11), 155.61 (C2), 170.89 (C12).



Results and Discussion
Synthesis

The BOSCHIBAs 1a-3a were obtained by condensation of diphenylborinic acid
(synthesized in situ) with the corresponding free ligand under reflux in acetonitrile (Scheme
I). In order to carry out a comparative study of the photophysical properties, the
corresponding Schiff bases 1-3 were also prepared by a condensation reaction between 2-
hydroxy-1-naphthaldehyde with the corresponding aniline. All the BOSCHIBAs and their
ligands were obtained in nearly quantitative yield (73 to 95%) with high atom economy
(1a: 92; 2a: 91, and 3a: 93%) and low environmental E factor (1a: 0.05; 2a: 0.09), except
3a, that showed a poor chemical yield (30%) after the final purification step as well as a
high E value (2.30) (See electronic supporting information). In general, the condensation
reactions demonstrated to be a cheap, simple, faster, and reproducible synthetic route with a

high atomic economy and low E values.

Scheme 1. Here

Spectroscopic and spectrometric characterization

The formation of the N—B coordinate bond for BOSCHIBAs 1a-3a was evidenced
in the first instance by Boron NMR spectroscopy (See electronic supporting information
Figures S1-S3). For example, one broad signal can be observed in a range from 7.38 to 4.42
ppm, corresponding to tetracoordinated boron atoms respectively (See Table 1). In the °C
NMR spectra of BOSCHIBAs 1a-3a, the signals for C-11 are shifted to low frequencies

(157.7-161.0 ppm) with respect to the Schiff bases 1-3 (158.7-161.3 ppm) owing to the



coordination to boron [30]. 'H NMR spectra confirmed the formation of the Schiff bases 1-
3 with simple signals in the range from 8.64 to 9.42 ppm which are typical for imine groups
(See electronic supporting information figures S4-S21) [31]. In the solid state, the FT-IR
spectral analysis showed the stretching vibration bands attributed to imine group (C=N) for
BOSCHIBAs 1a-3a which were shifted to lower wavenumbers in comparison with the free
ligands 1-3, demonstrating a decrease in strength when the new coordination bond is
formed (See electronic supplementary information Fig. S22-S27) [32]. Atmospheric
pressure ionization time-of-flight mass spectrometry(APCI-TOF-MS) analysis in positive
ion mode for BOSCHIBA 1a-3a confirm the molecular ion peak (la: 413.1822, 2a:
440.2183, and 3a: 496.2807) which correspond to the expected molecular ion mass (See
electronic supplementary information Fig. S28-S30). As a characteristic for BOSCHIBAs
2a, and 3a, both molecules show a fragment due to the loss of one ring of benzene bonded
to boron atom as well as the formation of boratropylium ion is attributed to loss of a
fragment from 86 Da to 33 Da. In addition 3a shows a fragment at m/z 157 that is related to

loss of 2,6-diisopropylaniline fragment from 175 Da (Scheme 2).

Table 1. Here

Scheme 2.Here
X-ray analyses.
The crystal structure for BOSCHIBA 1a is represented in Figure 2. BOSCHIBA 1a
belongs to the monoclinic space group P21/c, and its crystal structure analysis reveals that

contains a tetra-coordinated boron atom and a three-ring-fused skeleton with a N—B



coordination bond length of 1.632(1) A where boron atom adopt typical tetrahedral
geometry. According to Hopfl formula, the boron atom has a strong dative bond from
nitrogen atom corroborated by a tetrahedral character equal to 94.35 % [34]. The bond
length of B-O is 1.505(1) A, which is similar to those of the organoboron complexes
reported previously [35,36]. The imine bond length for 1a is 1.310 (2) A, a value closer to
that single bonds due to the formation of new N-B coordination bond. Moreover, the imine
bond shows a configuration £ with regard to the naphthalene group due to the quelate ring
formation. Figure 3 exhibits the formation of a dimer through [C-H(13)---wt-system(N-2)
2.5912 A] as well as the formation of a 1D chain through [C-H(21)---mt-system(O-2)
intermolecular interactions. BOSCHIBA 1a has a non-planar structure which is deduced
from the dihedral angle (41.08°) calculated between naphthalene and pyridine rings. An
aspect of relevance of the structure la is the deviation (0) of the boron atom from the
naphthalenimino-plane that has a value equal to 0.336 A, which is less than those
previously reported by our group research. In this study, we found that boron compounds
derivatives from salicylidenebenzohydrazide have great 6 from the salicylidenimino-plane
with values in a range from 0.488 to 0.749 A [37]. Most likely this parameter could
increase the luminescence properties as it has been reported for fluorescent borinates
derived from benzoxazoles and benzothiazoles [38]. In those structures, the authors found
two phenyl groups attached to the boron atom affectively keep luminescent rigid-fused 7-

conjugated skeletons apart, making these molecules highly emissive.

Figure 2. Here



Figure 3. Here

Table 2. Here

Photophysical properties.

The optical properties of BOSCHIBAs 1a-3a and their free ligands 1-3 were
obtained in spectroscopic grade tetrahydrofuran (Table 3), as it is a common solvent that
dissolves all molecules reported here. Figure. 4 shows the electronic absorption spectra of
BOSCHIBAs 1a-3a, and (Inset) those corresponding ligands. The BOSCHIBAs 1a-3a
show a main absorption band in a range from 328 to 341 nm attributed to the m-7*
electronic transition through the molecule. Moreover by making comparison with their
corresponding free ligands, this m-7t* intraligand electronic transition is observed in the
BOSCHIBAs at longer wavelengths relative likely because a less distortion of the naphtyl
imine system after complexation (torsion angle of C12-N1-C11-C1 is 171.91° (9)). When
the BOSCHIBAs are formed (Figure 4), the bands are red-shifted due to the larger
electronic delocalization because of the formation of the imine system, in according to the

displacement observed for H-11 protons in 'H NMR analysis (Table 1).

Figure. 4 Here

The fluorescence spectra of the BOSCHIBAs 1a-3a and their free ligands are shown

in the figure. 5. BOSCHIBAS 2a and 3a show a broad blue emission bands at 492, and 493

nm without an apparent change in the fluorescence emission maximum with respect to their



free ligands. In fact, both emission wavelengths are practically identical which indicates
that the addition of bulky substituents can not tuned the emission wavelength in the visible
spectrum (See table 3).Conversely, BOSCHIBA 1a presents a broad band centered at 528
nm with a moderated red shift of 92 nm with respect its free ligand. This change implies
that the complexation with boron affects the geometry in the excited state of the
naphthalene fluorophore when it is substituted with a heterocyclic compound. An
interesting aspect is that the emission can be tuned from the blue (1) to the green (3a)
regions by changing from free ligand to complex. As a general remark, the fluorescence
quantum yield (Pg) is very weak for all molecules, except 3a, that exhibits a moderate
increase of 3%. It is important to mention that 1a showed the highest ®r might be the
coplanarity of heterocyclic system. In all cases, large Stoke's shift (Av) indicates that the
geometry of the molecule changes dramatically after excitation and non-radiative losses are
probably due to an internal conversion process, according to the previously reported studies
by our research group [36] and could also be related to the low ®r measured for all

molecules under our experimental conditions.

Figure 5. Here

Table 3. Here

Photostability testing and stability in aqueous DMSO solutions

For bioimaging applications, it is desirable that the molecules demonstrate that the

light exposure does not change their chemical-optical properties. The photostability curves



for the BOSCHIBAS 1a-3a are given in the electronic supplementary information (Fig.
S31-S33). Figure 6 shows the degradation plots of BOSCHIBAs at different exposure time
under UV light irradiation at 365 nm. Based on our strategy of bulky groups, the molecules
were irradiated at 365 nm under ambient temperature with air atmosphere by time intervals
from 10 to 60 min, and they were monitored by UV spectroscopy. BOSCHIBA 1a, without
bulky organic groups, shows a degradation of less than 15% at 20 min, affording the free
ligand 1 after the light exposure. In the case of BOSCHIBAs 2a and 3a, with bulky groups,
an insignificant degradation is observed after being exposed for 40 min at the same
wavelength. The spectral analysis revealed that there are not remarkable changes in the
main absorption bands for 2a and 3a which suggests that chemical modification using
bulky groups increase the photostability. In order to compare the effect of bulky groups on
the photostability of BOSCHIBAs 1a-3a, a BOSCHIBA identified as 4a with an
unsubstituted phenyl group was synthesized (Scheme 1). Photo-stability studies, performed
at 365 nm, revealed that 4a shows a slightly lower resistance to degradation (~10% at 40
min) in comparison with BOSHIBAs 2a and 3a (~5% at 40 min) when they are exposed at
this long wavelength. Therefore according with the behavior of experimental data
measured, the inclusion of a benzene ring and its substitution with bulky groups increase
the resistance to degradation compared with pyridyl group which is less stable and more
reactive than benzene (Figure 6). Likewise, the stability in aqueous solutions at 1% v/v of
DMSO for BOSCHIBAs were evaluated under the same experimental condition without
photoirradiation. All the BOSCHIBAs 1a-3a demonstrated to be highly stable in aqueous
DMSO solution after 60 min because there were not any important changes in the

absorption peaks (See electronic supporting information Fig. S35 and S36).



Figure 6. Here

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of BOSCHIBAs 1a-3a were assessed by reassuring assay, using
DMSO as solvent at different concentrations (0.1 to 10 pg/mL) for 24 hours (Figure 7).
Following incubation of 0.1 ug/mL for 24 hours, it is observed that less than 9% of B16F10
cells died. The same happened when the concentration is increased to 2.5 pg/mL. When the

concentration of la was increased to 10 ug/mL, cell viability remained above 60 %, while
for 2a and 3a it is above 50%. Therefore, BOSCHIBAs 1a-3a showed relatively low
cytotoxicity in the concentration range and incubation times examined in this study. In
general, the cytotoxicity, cell-permeable characteristics of fluorescent materials are critical
to the bio-imaging application, since the analysis of the viability of cytotoxicity showed

BOSCHIBASs are not toxic to the corresponding cells.

Figure 7. Here.

Bioimaging cells.

The capacity of BOSCHIBAs 1a-3a to produce fluorescent staining in cells was
tested on B16F10 cells. Figure 8 shows on the top row that DMSO treated cells do not
fluoresce at either wavelength (Figure 8-B and 8-C). When cells were treated with 1a a
very weak blue cytoplasm fluorescent stain was observed (Figure 8-E), but a strong green
stain was observed throughout the whole cell including nucleus (Figure 8-F). 2a, and3a

produced a strong cytoplasm blue stain with a few brighter spots in each cell (Figure 9 a



and b), which could suggest an endocytic internalization pathway. On the other hand, 2a
and 3a also produced a weak green stain in the cells; however, this stain is generalized to
the whole cell (Figure 8-I). Cells treated with 3a show a similar fluorescent stain pattern as
described for 2a, only the blue staining is significantly stronger when 2a is used (Figure 8-
K and 8-L). The fact that blue and green stains compartmentalize differently could mean
that once the original BOSCHIBAs reach the cell interior are being metabolized to at least
two different molecules, one with capacity to get all the way into the nucleus, staining the
whole cell; while the other can only reach the cytoplasm. By comparison, the BOSCHIBAs
2a and 3a with bulky aryl groups showed better fluorescent staining while 1a exhibits a

poor staining.

Figure 8. Here

Figure 9. Here

Conclusions

In summary, we have reported the design, synthesis and chemo-optical
characterization of three BOSCHIBAs with good chemical yields based on easy and cheap
condensation reactions. BOSCHIBAs 2a and 3a showed a low fluorescence emission
(Pr~1%) while that inclusion of bulky groups induces a higher resistance to degradation
compared with unsubstituted cyclic and heterocyclic analogs. All the BOSCHIBAs 1a-3a
demonstrated to be high stability in aqueous solution. Bioimaging studies for 2a and 3a

revealed their potential application as enhanced cytoplasmic staining dyes with a low



cytotoxicity, a better staining (from 0.1 to 2.5 ug/mL), a high stability against UV radiation

and hydrolytic stability.
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Appendix A Supplementary Data

The CCDC 1520512 contains the supplementary crystallographic data. These data
can be obtained free of charge via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif or from the

Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), 12 Union Road, CB2 1EZ, UK).

Appendix B Supplementary Data

Supplementary figures and calculation of green chemistry metrics of the

BOSCHIBASs 1a-3a.

References

[1] F. Hu, B. Liu, Org. Biolmol. Chem. 2016, 14, 9931.

[2] R. Vadivambal, D.S, Jayas, Bio-imaging: Principles, Techniques, and Applications,
CRC Press, 2017, 381 pages.

[3] B. Wang, C. Zhu, L. Liu, F. Lv, Q. Yang, S. Wang, Polym. Chem. 2013, 4, 5212.

[4] O.S. Wolfbeis, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 4743.



[5] K.D. Wegner, N. Hildebrandt, Chem. Soc. Rev. 2015, 44, 4792.

[6] P. Zrazhevskiy, M. Sena, X. Gao, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 4326.

[7] M. Rajendran, E. Yapici, L.W. Miller, Inorg. Chem. 2014, 53, 1839.

[8] T. Terai, T. Nagano, Curr. Opin. Chem. Bio. 2008, 112, 515.

[9] M.S. Taylor, Acc. Chem. Res. 2015, 48, 295.

[10] J. Killoran, L. Allen, J.F. Gallagher, J. Gallagher, and M. O’Shea, Chem. Commun.
2002, 17, 1862.

[11] Y. Kubo, M. Yamamoto, M. Ikeda, M. Takeuchi, S. Shinkai, S. Yamaguchi, and K.
Tamao, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 2036.

[12] L. Zeng, E.W. Miller, A. Pralle, E. Isacoff, and C.J. Chang, J. Am. Chem. Soc. 2006,
128, 10.

[13] D. Suresh, P.S. Lopes, B. Ferreira, C.A. Figueira, C.S.B. Gomes, P.T. Gomes, R.E. Di
Paolo, A.L. Maganita, M.T. Duarte, A. Charas, J. Morgado, M.J. Calhorda, Chem. Eur. J.
2014, 20, 4126

[14] Y. Sun, D. Rohde, Y. Liu, L. Wan, Y. Wang, W. Wu, C. Di, G. Yu, and D.J. Zhu, J.
Mater. Chem. 2006, 16, 4499.

[15] Y.L. Rao, H. Amarne, L.C. Chen, N. Mosey, and S. Wang, J. Am. Chem. Soc. 2013,
135, 3407

[16] Z.M. Hudson, S.B. Ko, S. Yamaguchi, and S. Wang, Org. Lett. 2012, 14, 5610.

[17] B.B. Tushar, S.M. Cheerfulman, W. Willem, and B. Monique, J. Organomet. Chem.
2005, 690, 3080.

[18] M. Nath and K.S. Pramendra, Dalton. Trans. 2011, 40, 7077.



[19] D. Maity D. and T. Govindaraju, Eur. J. Inorg. Chem. 2011, 36, 5479.

[20] Z.M. Hudson, S.B. Ko, S. Yamaguchi, and S. Wang, Org. Lett. 2012, 14, 5610.

[21] X. Junchao, Z. Leiming, W. Qiusheng, Z. Lintao, H. Xichao, F. Bogiao, and S. Zhe,
Tetrahedron. 2014, 70, 5800.

[22] C. Hui, L. Hsing-An, S. Mo-Yuan, L. Ching-Yuan, Z. Haichao, and Y. Hsiao-Hua,
Org. Lett. 2015, 17, 3198.

[23]J. Widengren, A. Chmyrov, C. Eggeling, P.-A. Lofdahl, C.A.M. Siedel, J. Phys. Chem.
A. 2007, 111, 429.

[24] Gou, L. and Gai, F. J. Phys. Chem. A. 2013, 117, 6164.

[25] K. Kazlauskas, J. Mikulenait, R. Karpicz, V. Gulbinas, J. Simokaitiene, A.
Michaleviciute, J. Keruckas, J.V. Grazulevicius, Dyes Pigm. 2009, 83, 168.

[26] M. Ibarra-Rodriguez, B.M. Muifioz-Flores, H.V. Rasika-Dias, M. Sdnchez, A. Gomez-
Trevifio, R. Santilldn, N. Farfan, and V.M. Jiménez-Pérez, J. Org. Chem. 2017, 82, 2375.
[27] V.M. Jiménez-Pérez, M.C. Garcia-Lopez, B.M. Muiioz-Flores, R. Chan-Navarro, J.
Berrones, I. Moggio, E. Arias, H.V. Rasika Dias, J.A. Serrano, and A. Chavez-Reyes, J.
Mat. Chem. B. 2015, 3, 5731.

[28] G.N. Chremos, H. Weidmann, and H.K. Zimmerman, H.K. J. Org. Chem. 1961, 26,
1683.

[29] A.T. Williams, S.A. Winfield, and J.M. Miller, Analyst. 1983, 108, 1067.

[30] C.C. Jiménez, N. Farfin, M. Romero-Avila, M. Rodriguez, L. Aparicio-Ixta, G.
Ramos-Ortiz, J.L. Maldonado, R. Santillin, N.E. Magafa-Vergara, M.E. Ochoa, J.

Organomet. Chem. 2014, 755, 33.



[31] O. Masoumeh, Z. Peyman, S. Mohammad, A. Saeid, Inorg. Chim. Acta. 2017, 467,
227.

[32] V. Barba, D. Cuahutle, R. Santillan, and N. Farfan, Can. J. Chem. 2001, 79, 1229.

[33] R.H. Cragg, J.FJ. Todd, R.B. Turner, A.F. Weston, J. Chem. Soc., Chem.
Commun.1972, 0, 206.

[34] H. Hopfl, J. Organomet. Chem. 1999, 581, 129.

[35] D. Li, Z. Zhang, S. Zhao, Y. Wang, and H. Zhang, Dalton Trans. 2011, 40, 1279.

[36] D. Li, K. Wang, S. Huang, S.N. Qu, X.Y. Liu, and Q.X. Zhu, J. Mater. Chem. 2011,
21, 15298.

[37] R. Chan-Navarro, V.M. Jiménez-Pérez, B.M. Muioz-Flores, H.V. Rasika Dias, I.
Moggio, E. Arias, G. Ramos-Ortiz, R. Santillan, C. Garcia, M.E. Ochoa, M. Yousufuddin,
N. Waskman, Dyes Pig. 2013, 99, 1036.

[38] D. Li, H. Zhang, C. Wang, S. Huang, J. Guo, and Y. Wang, J. Mater. Chem. 2012, 22,

4319.



Table 1. Selected 'H, °C, and ''B NMR (ppm), and IR (cm™") spectroscopic data for
BOSCHIBAs 1a-3a, and their ligands 1-3.
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Table 2. Crystal data for BOSCHIBA 1a.

Empirical formula

Formula weight
Temperature, K
Wavelength
Crystal system
Space group

a, [A]

b, [A]

c, [A]

o, [°]

B, [']

Y. [°]

v [A%]

Z

pcalc,mgAcm-

W, mm’!

20 range for data collection

No. of reflns collected

No. of indep reflns

[Rint]

Goodness of fit

R1, wR2 (I>206(1))
R1, wR2 (all data)

CyH2:BN,O
412.29
100(2)
1.54056
Monoclinic
P2(1)/c
17.2063(14)
8.1494(7)
16.6279(13)
90.00
114.3280(10)
90.00
1367.5(8)

4

1.289

0.078

1.27 -27.00°

20996

4322
[Rin]
1.048
0.0366; 0.0993
0.0388; 0.1019




Table 3. Photophysical properties of BOSCHIBAs 1a-3a and their ligands 1-3 in THF.

Aabs e *10* Aem Av D
Compound e '

[nm] [M cm ] [nm] [cm™] [%]
1 324 (378) 0.10 (0.12) 490 6047 0.05
2 316 (366) 0.58 (0.52) 461 5630 0.03
3 316 (364) 0.71 (0.60) 475 6420 0.01
la 341 (426) 0.51 (0.38) 528 4535 3.80
2a 328 (402) 0.39 (0.21) 492 4550 1.07

3a 328 (402) 0.81 (0.44) 493 4592 1.01
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Highlights

e New fluorescent boron Schiff bases (BOSCHIBAs) showed their application as cytoplasm

staining dyes in vitro.

e The BOSCHIBAs 2a, and 3a as cytoplasm staining dyes in vitro showed very low cytotoxicity,

simple synthesis, high photo-stability, and specific staining for cytoplasm structure.

e The BOSCHIBAs syntheses are cheap, simple, fast, and reproducible with a high atomic

economy and low E-factor values.



