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RESUMEN

“Sintesis de bioconjugados y su estudio de afinidad alta a receptores

biolégicos”
por
Luceldi Carré Rangel
Doctora en Ciencias en Quimica
Instituto Tecnoldgico de Tijuana, 2022
Dr. Ignacio Rivero
Director de Tesis.

Los péptidos y proteinas son los encargados de llevar a cabo numerosos
procesos bioldgicos que se presentan cuando se desarrolla una respuesta fisiologica
en el cuerpo humano. A pesar de lo importantes que son estos procesos biologicos
para entender y diagnosticar enfermedades, aun no se comprende completamente el
papel que desempefian péptidos y proteinas en enfermedades degenerativas, como
Alzheimer, diabetes, entre otras. Esto debido a que es complejo su monitoreo en
tiempo real dentro de un sistema bioldgico. En el capitulo | del presente trabajo de
investigacion, se realizo la sintesis de 4 diferentes angiotensinas (Ang I, Ang II, Ang Il
y Ang IV), las cuales se marcaron con BODIPY, formando bioconjugados péptido

fluorescentes, para su estudio en modelos celulares.

Por otra parte, la reaccion de click, mejor conocida como quimica click, es uno
de los principales métodos de union entre moléculas, para la formacion de
bioconjuados, es por eso, que siempre se esta buscando conseguir condiciones de
reaccibn mas suaves y compatibles con moléculas biolégicas. En el capitulo Il se
realiz6 un estudio para mejorar el rendimiento de la reaccion de click. Se encontré que
la reaccién entre un azida y un alquino terminal se puede catalizar con una lamina de

cobre metalico al aplicar un voltaje. Utilizando el método descrito se realizo la sintesis
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de tres diferentes triazoles, logrando establecer las condiciones necesarias en la

sintesis de triazoles, para obtener rendimientos altos en tiempos de reaccion cortos.
Abstract

Peptides and proteins are responsible for carrying out numerous biological
processes that occur when a physiological response is developed in the human body.
Despite the importance of these biological processes to understand and diagnose
diseases, the role that peptides and proteins play in degenerative diseases, such as
Alzheimer's, diabetes, among others, is still not fully understood. This is because real-
time monitoring within a biological system is complex. In chapter | of this research work,
the synthesis of 4 different angiotensins (Ang I, Ang Il, Ang Ill and Ang 1V) was carried
out, which were labeled with BODIPY, forming fluorescent peptide bioconjugates, for

their study in cell models.

On the other hand, the click reaction, better known as click chemistry, is one of
the main methods of bonding between molecules, for the formation of bioconjugates,
which is why we are always seeking to achieve milder reaction conditions that are
compatible with biological molecules. In chapter II, a study was carried out to improve
the performance of the click reaction. It was found that the reaction between an azide
and a terminal alkyne can be catalyzed with a metallic copper foil by applying a voltage.
Using the described method, the synthesis of three different triazoles was carried out,
managing to establish the necessary conditions in the synthesis of triazoles, to obtain

high yields in short reaction times.
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CAPITULO I: BIOCONJUGADOS FLUORESCENTES DE ANGIOTENSINAS
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Los péptidos al igual que las proteinas, estan presentes en la naturaleza 'y son
responsables de un gran nimero de funciones; muchas de las cuales todavia no se
conocen en su totalidad. Las Angiotensinas, son péptidos que intervienen en
enfermedades degenerativas, ademas de sus procesos normales de regular funciones

corporales importantes.

Hasta hace poco se creia que los péptidos involucrados en las fisiologias
reguladas por el RAS eran solamente angiotensina Il y angiotensina lll. En el afio 2002,
se propuso que angiotensina Il mejoraba la capacidad de aprendizaje y memoria en
animales modelo, sin embargo, la participacion de angiotensina Il en la consolidacion
de la memoria aun no se encuentra confirmada. Estudios apuntan a que la
angiotensina IV del cerebro es responsable del comportamiento cognitivo, la confusion
se presenta ya que al degradarse angiotensina Il se convierte en angiotensina IV, la

cual presenta dichas propiedades.

La facilitacion cognitiva que mostraron pacientes con enfermedades
neurodegenerativas, como Alzheimer, la cual originalmente fue atribuida a la
angiotensina ll, se debe a la accion de la angiotensina IV unida al receptor AT4, para

el cual actia como agonista con selectividad y afinidad alta.

La mayoria de los procesos bioldgicos mediados por péptidos, no se entienden
por completo, debido a eso es importante desarrollar herramientas para su estudio y

mejor comprension.

Los bioconjugados son la union de dos o mas moléculas entre si,
generalmente por un enlace covalente, para crear un complejo formado por las
moléculas ligadas, de las cuales, al menos alguna es de origen biolégico, 0 es un
fragmento o derivado de una biomolécula. La bioconjugacion ha hecho posible el
descubrimiento de nuevas biomoléculas, la elucidacion de nuevos procesos bioldgicos
complejos, el crecimiento de la industria médica, diagndéstico, ciencias de la vida y

ciencia de materiales. Crear bioconjugados a partir de moléculas individuales para
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formar nuevos complejos que tengan las propiedades combinadas de cada
sustituyente de los que estan hechas, resulta en la construccion de estructuras que

tienen caracteristicas no naturales para esas moléculas.

En el presente proyecto se plantea la sintesis de bioconjugados fluorescentes
basados en angiotensinas (I, II, lll y IV) y andlogos de BODIPY, para la evaluacién de
sus propiedades quimicas y biolédgicas, su aplicacibn como marcador y su estudio en

sistemas biologicos
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La reciente relacion que presentaron los péptidos angiotensinas en el
desarrollo y tratamiento de enfermedades degenerativas, los ha convertido en
moléculas de interés para el estudio de los procesos biol6gicos en los que estan
involucrados. Debido a eso y al éxito que han tenido los bioconjugados fluorescentes
en la elucidacion de sistemas complejos, se plantea la sintesis de bioconjugados
fluorescentes basados en dichos péptidos, para la evaluacion de sus propiedades
guimicas y biologicas, su aplicacion como marcador y en estudios de sistemas

bioldgicos.
2.2 Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es sintetizar bioconjugados con
angiotensinas como molécula de afinidad y BODIPY como molécula fluorescente para

su aplicacion en estudios bioldgicos.

2.3 Objetivos especificos

1. Sintetizar analogos de BODIPY para utilizarse como marcador fluorescente en
bioconjugados.
2. Caracterizar los BODIPY por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),

Espectrometria de Masas (EM), Espectroscopia de Infrarrojo (IR),

Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-vis) y Fluorescencia Molecular (FM).
3. Sintetizar los péptidos angiotensina l, Il, I, IV por la técnica de fase sdlida para

utilizarse como molécula de afinidad en la formacién de bioconjugados.

Caracterizar los péptidos por IRy EM.

Preparar bioconjugados con cada péptido usando diaminas alifaticas como

molécula de reticulacion, para aplicarse en estudios biologicos.

6. Caracterizar los bioconjugados por EM, IR, FM y Resonancia de Plasmoén
Superficial (SPR).
7. Realizar estudios de permeabilidad celular para determinar su aplicacion como

etiquetas fluorescentes.
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3.1 Sistema Renina Angiotensina circulatorio

El sistema Renia-Angiotesina (RAS) esta relacionado con funciones renales y
vasculares. En el RAS se generan hormonas llamadas Angiotensinas, que surgen a
partir de la accion de las proteasas sobre la proteina Angiotensinégeno. Las
Angiotensinas se unen a los receptores de la superficie celular, generando sefiales
gue se traducen en respuestas fisioldgicas.! A este RAS se le conoce como clasico o
circulatorio, y en él se presenta un cascada de degradacion enzimética, en donde la
angiotensinégeno es convertida por Renina en Angiotensina | (Ang 1), que
posteriormente es convertida en Angiotensina Il (Ang Il) por la enzima convertidora de

angiotensina (ACE).

La Renina es una enzima proteasa de 37 kDa. En humanos es liberada en los
rifones como Pro-Renina, su liberacibn se da en respuesta de tres estimulos:
disminucion en la presion arterial, disminucion en el sodio entregado al tubulo distal y
activacion del sistema nervioso simpatico. La Pro-Renina se activa por medio de la
remocion del fragmento prolina. La proteina precursora, angiotensinégeno, es
secretada por el higado y enviada a la sangre, donde, una vez activa, la renina hidroliza

a Angiotensinégeno, convirtiéndolo en Ang I.?

La Renina regula la presion arterial y el volumen de fluido extracelular (plasma
sanguineo, linfa y fluido intersticial), por medio de la formacién de angiotensinas. Por
ello, se han desarrollado inhibidores de Renina como tratamiento en enfermedad
cardiovascular. Estos inhibidores previenen la formacion de Ang | y por consecuencia
de los metabolitos de angiotensina. Actualmente existen tres generaciones de
inhibidores sintéticos de Renina y se sigue trabajando en mejorar su absorcion y

disminuir efectos secundarios.!

Después de la hidrdlisis de angiotensinogeno, la Ang | inactiva es convertida
por ACE al péptido activo Ang Il mediante la remocion del fragmento C-terminal del

dipéptido His-Leu.
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ACE es una metaloenzima de zinc que se inhibe por agentes metal quelantes,
se encuentra en la superficie de las células endoteliales de los pulmones, en las células
epiteliales del rifidn y colon, entre otros organos. Por ello, el primer inhibidor ACE
usado clinicamente, captopril, es un compuesto de tiol con la capacidad de quelar al
zinc.

En la actualidad son muchos los compuestos con diversas estructuras que han
sido aceptados para su uso como inhibidor de ACE. Los inhibidores de ACE, disminuye
la generacion de Ang Il, por lo que se disminuye la presion arterial y la reabsorcion de
agua y sodio y reduce el volumen de fluido extracelular. Los inhibidores de ACE
presentan efectos secundarios porque la ACE hidroliza otros péptidos ademas de Ang
[, por ello, ha aumentado el interés en el desarrollo de antagonistas para los receptores

de angiotensina, que mejoren la selectividad y elimine efectos secundarios.?!

La Ang Il se produce de la unién de Ang | con ACE o de Ang Il mediante su
degradacion al eliminar el extremo N-terminal con la peptidasa de zinc A
(Aminopeptidasa A: APA) Ang Ill puede ser convertido en Ang IV por aminopeptidasa
B mediante la eliminacion de arginina por el extremo N-terminal (APB) o
aminopeptidasa N (APN) (Figura 1).t

_ Tipos de receptores

Renina > l
\lm V xp W . Y g
e
ACE : COOH
v
— Angiotensina Il —— N o
APA 2 e 2 AT
Ap D AngiOtenSina I" COOH
ApN 2D
- Angiotensina IV — — AT4

Figura 1. Diagrama de degradacion catalitica de péptidos en el RAS
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3.2 Funciones del Sistema Renina Angiotensina circulatorio

Las funciones mas conocidas del RAS circulatorio, son la de regular la presion
sanguinea y balancear los fluidos corporales, mediante la interaccion de Ang Il con el
receptor de angiotensinatipo 1 (AT1R). Sin embargo, las funciones del RAS, se pueden
dividir en dos grandes grupos: el primero, las angiotensinas se unen a ATiR y
promueven vasoconstriccion, fibrosis e hipertrofia en el sistema cardiovascular; el
segundo, la union de Ang Il con el receptor de angiotensina tipo 2 (AT2R) genera los
efectos opuestos, como vasodilatacion y prevencion de hipertrofia, fibrosis y

proliferacion.?

La union de Ang Il a ATiR genera vasoconstriccion y retencion de sodio y
agua, incrementando con esto la presion arterial, por lo que el RAS se ha relacionado
al desarrollo de algunas enfermedades en humanos, como hipertension, diabetes,
inflamacioén, fibrosis, arritmias, enfermedades del rifién, entre otras.! Varias patologias
se han asociado a la desregulacion del RAS. Por ello, se ha desarrollado farmacos
gue interrumpen y/o modifican diferentes pasos de la cascada metabdlica del sistema

con el fin de controlar la presion sanguinea, fallas de corazén vy rifién.t

La Ang Ill tiene la misma afinidad por AT1:R y AT2R que Ang Il, incluso ejerce
acciones similares, como generar vasoconstriccion y liberar aldosterona, sin embargo,
la Ang Ill presenta acciones mas importantes que Ang Il mediante su unién a AT:1R,

como liberacion de vasopresina.?

La Ang IV se une especificamente a AT4R, que es una enzima transmembrana,
un receptor aminopeptidasa regulado por insulina/ Leu-N-exopeptidasa (IRAP). Ang IV
actia como inhibidor de IRAP, al cual no se unen Ang Il y sus analogos o antagonistas.
AT4R se localiza predominantemente en el cerebro, corazon, riidn y vasos

sanguineos.

El mecanismo de sefalizacion de AT4R no estd bien definido, pero se ha

descrito que interfiere en el flujo sanguineo local y se le asocia a la regulacién de
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procesos cognitivos, asi como funciones motoras y sensoriales.! A pesar de que se ha
demostrado que diversos procesos biologicos son mediados por la unién de ang IV al
AT4R, la forma como se desencadenan dichos procesos aun no se comprende por

completo.* Debido a ello, es importante desarrollar herramientas para su estudio.

La Ang Il es un constrictor de los vasos sanguineos, pero también incrementan

la reabsorcion de agua y sodio lo que genera un aumento en el volumen de sangre.!

3.3 Sistema Renina Angiotensina de tejido y celular

El RAS se encuentra de forma “local” en un gran numero de tejidos; incluidos
los rifiones, glandulas suprarrenales, pancreas, corazoén, piel, grasa y sistemas como
vascular, nervioso, reproductivo y digestivo. Estos RAS locales contienen todos los
elementos necesarios para la produccion de Ang Il y los otros derivados de
angiotensindgeno, ademas de receptores renina/prorenina. EI RAS local, pueden
llevar a cabo diversas funciones: independientes del RAS circulatorio como en las
glandulas adrenales y el cerebro, en donde las angiotensinas son responsables de
respuestas fisioldgicas que incluyen funciones no cardiovasculares; y también,

funciones asociadas con el RAS circulatorio, como en el corazén y rifiones.?

Anteriormente la Ang Il era considerada como una hormona producida en la
circulacion y trasmitida por la sangre, pero ahora se conoce que Ang Il se produce
localmente en varios tejidos, como en el cerebro, rifién, corazén y paredes de vasos
sanguineos y funciona como hormona paracrina y autocrina. Ademas de los efector
clasicos del RAS, Ang Il y otros péptidos metabolizados de esta y Ang | (Ang Ill, Ang
IV y Ang(1-7)) mediante la accién de varias enzimas (APA, APB, APN, y ACE2),

controlan el sistema de una forma diferente a la clasica.!

El RAS circulatorio se conoce por su accion reguladora de fluido, presion
sanguinea y balance de electrolitos, mientras que el RAS local tiene efectos en los

tejidos especificos que incluyen la proliferacion, crecimiento y sintesis de proteinas.?
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Aunado a eso, algunos estudios sugieren que existe un RAS intracelular, en
células como neuronas y cardiomiocitos. De acuerdo con estos estudios, la Ang Il
puede entrar a la célula durante la internalizacién, mediante AT1R de membrana, o ser
retenido en el compartimiento intracelular después de la sintesis. En el compartimiento
intracelular, Ang Il puede interaccionar con receptores localizados sobre el nucleo,

mitocondria y reticulo endoplasmico.?

3.4 Sistema Renina Angiotensinay la obesidad

El RAS y todos sus componentes se expresan también en el tejido adiposo
blanco (TAB). La expresion local de angiotensinégeno en TAB incrementa después de
la alimentacion y disminuye con la inanicién, a diferencia de la produccién sistémica
de RAS. Una dieta alta en grasas aumenta la expresion de angiotensindgeno en TAB,
lo que representa de 20-30% del angiotensindGgeno circulatorio en personas con
obesidad, y es responsable por la hipertension asociada a la obesidad. La disminucion
de angiotensindégeno suprime la acumulacion de lipidos y la expresion del factor de
trascripcion adipogénico, por el contrario, la sobreexpresion de angiotensinégeno en

TAB aumenta la adiposidad.?

3.5 Sistema Renina Angiotensina y Diabetes e hipertension

La Diabetes Mellitus (DM) es una condicion crénica que se presenta cuando
hay niveles elevados de glucosa en la sangre, esto es debido a que el cuerpo no puede
producir suficiente o nada insulina, o incluso no puede usar la insulina existente de
forma efectiva. La insulina es una hormona producida en el pancreas, y se encarga de
trasportar la glucosa del torrente sanguineo a las células, donde es convertida en
energia. La falta de insulina o la incapacidad de las células para responder a la insulina
producen altos niveles de glucosa en la sangre o hiperglucemia. La hiperglucemia,
puede causar dafio a varios 6rganos del cuerpo, si no se controla en inicios de la
enfermedad, lo que lleva a complicaciones de salud incapacitantes y potencialmente

mortales, como enfermedades cardiovasculares, neuropatia, nefropatia vy
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enfermedades oculares que conducen a la retinopatia y la ceguera.® Multiples factores
gue incluyen hiperglucemia, triglicéridos elevados, presion arterial alta y adiposidad
central, una condicion clinica considerada como sindrome metabolico, resultan en

enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus.®

Las causas de la diabetes no se conocen por completo, pero existe una fuerte
asociacién con el sobrepeso y la obesidad. La diabetes se observa generalmente en
adultos mayores, pero se presenta cada vez mas en nifios, adolescentes y adultos
jovenes debido a los crecientes niveles de obesidad, inactividad fisica y una mala

alimentacion.®”

La hipertension y diabetes son los factores de riesgo mas comunes para el
desarrollo de enfermedad cardiovascular y generalmente se presentan juntos. Muchas
vias activadas por Ang Il se encuentran desreguladas en pacientes con diabetes,
incluyendo estrés oxidativo® e inflamacién.® El incremento en las especies reactivas de
oxigeno desencadenada por la activacion cronica de Ang Il puede llevar a generar
resistencia a la insulina® y dislipidemias, causando diabetes, ademas, puede generar
un incremento en la retencion de sodio contribuyendo a la hipertensién.! La activacion
cronica del RAS lleva a hipertension y al deterioro de los sistemas renal y

cardiovascular.?

3.6 Sistema Renina Angiotensinay Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa progresiva, resultado de
la pérdida neuronal en areas especificas del cerebro, cuyas causas no han sido
determinadas y no cuenta con una forma de ser prevenida o curada hasta el
momento.'® Esta enfermedad se relaciona con la edad, ya que se presenta
comunmente en individuos mayores de 65 afios.!* El Alzheimer representa un
problema de salud y econémico mundial, ya que es la primera causa de demencia en

adultos mayores y cada 4 segundos se diagnostica un caso nuevo.®®

10
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La enfermedad de Alzheimer se identifica por la presencia de dos tipos de
elementos estructurales en el cerebro de los pacientes diagnosticados: se encuentran
depésitos de proteinas B amiloide anormales,316 (altamente insolubles, se localizan
entre las células neuronales), nudos neurofibrilares (formados dentro del cuerpo
celular de la neurona)'’ y presencia de hiperfosforilacion de la proteina tau. Estos
elementos se asocian al dafio neuronal y pérdida sinaptica progresivos, lo que conduce
inicialmente a deterioros cognitivos y demencia (pérdida de memoria; disminucion del
lenguaje y en la capacidad de tomar decisiones; falta de atencion y juicio; cambios en
la conducta y personalidad), pero en etapas avanzadas, los pacientes pierden
funciones motrices, por lo que se vuelve necesario la asistencia de otros para realizar

tareas simples.1819:20

Actualmente se han aprobado solo cuatro tratamientos para la enfermedad de
Alzheimer, sin que haya un nuevo tratamiento eficaz en ensayos clinicos en mas de
15 afios.'? Se ha demostrado un RAS en el cerebro, que trabaja independiente del
resto de los 6rganos y que tiene todos los elementos del RAS.! Se ha descrito que la
enfermedad cardiovascular disminuye el flujo de sangre cerebral, lo que lleva a estrés
oxidativo y a su vez provoca neurodegeneracion, por ello se ha demostrado que existe

relacion entre la enfermedad cardiovascular y Alzheimer.*?

El RAS del cerebro que aun no se encuentra completamente explorado, pero
su estudio abre la posibilidad de desarrollar farmacos especificos para dichas

enfermedades.?!

3.7 Simulacion de membrana plasmaética

Las primeras detecciones de ACE fueron en su forma libre en plasma, sin
embargo, menos del 10% de la cantidad total de ACE en el organismo es soluble,
alrededor del 90% del ACE esta distribuido en tejido, lo que sugiere que la mayor parte

del ACE en humanos, se encuentra ligado a la membrana.??

11
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Algunos estudios han reportado que existe diferencia entre la actividad de
inhibidores de ACE que se evaluaron en tejido homogeneizado y tejido ex vivo, esto
debido a que el proceso de homogeneizacion de tejido puede dafiar la estructura de la
membrana y alterar el estado de ACE, pasando de estar unida a la membrana a su
estado libre. Lo anterior indica que la interaccion entre ACE y sus inhibidores se ve

afectada dependiendo de la interaccion de la enzima con la membrana.??

La ACE presenta dos dominios cataliticos en su estructura, el dominio C y el
dominio N. El primero, esta mas cerca de la membrana plasmatica y es el que domina

la regulacion de la presion sanguinea y las funciones cardiovasculares.??

Una de las estrategias utilizadas para reducir la diferencia entre los resultados
obtenidos en estudios in vivo e in vitro, es simular la membrana plasmatica utilizando
liposomas unidos a la proteina de interés, creando un ambiente celular sintético. Los
liposomas presentan caracteristicas estructurales similares a la membrana, pero estan

exentos de los factores ambientales complejos del organismo.??

3.8 Florescencia Molecular

La Fluorescencia Molecular (FM) es un fendmeno en el cual las moléculas son
excitadas por la absorcion de fotones de cierta longitud de onda y posteriormente se
relajan y emiten fotones a una longitud de onda distinta a la que fueron irradiados. El
espectro de emision que se obtiene de la excitacion de las moléculas provee
informacion cualitativa y cuantitativa del sistema de estudio. La medicion de la
intensidad de fluorescencia permite determinar cuantitativamente una gran variedad
de compuestos organicos e inorganicos en cantidades de trazas. Una de las
caracteristicas mas atractivas de la fluorescencia es su sensibilidad, cuyos limites de
deteccidn se encuentran entre uno y tres ordenes de magnitud debajo de los métodos

denominados espectroscopia de absorcion.?3

La FM es de gran utilidad en analisis médicos y biolégicos ya que es una
técnica analitica de alta sensibilidad y selectividad. Las sondas fluorescentes en

combinacion con la espectroscopia de fluorescencia, son una herramienta poderosa

12
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para detectar en tiempo real moléculas transitorias, importantes en células y otros
organismos vivos. Un aspecto importante para el disefio de sondas fluorescentes es
gue cuenten con sensibilidad de deteccion alta, para que asi permitan obtener

imagenes de las moléculas transitorias.?

Los tintes organicos han sido disefiados para exhibir longitudes de onda de
excitacion y emision, compatibles con medios de observacion biologicos. La adicion
de moléculas fluorescentes modifica las propiedades quimicas y farmacoldgicas de la

sonda fluorescente resultante, lo cual modifica su comportamiento celular.?®

3.9 BODIPY

La abreviatura de BODIPY se refiere al difluoro boro dipirrometeno (por sus
siglas en inglés), es una molécula fluorescente que juega un papel importante en
aplicaciones tan variadas como: marcador en sondas biomoleculares in vivo®,
fotosensibilizador en terapia fotodinamica?’, en concentradores solares

luminiscentes?8, etc.??

3 4 0 6 7/ 7 8 1
N X
Fenn B v RS OS
N\_NH Nx \_N. Nx
1 9 5 4a ' B"3a 3 .
Dipirrometeno ’ 4 s-indaceno

4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno
Figura 2. Estructura y numeracion de anillos.

En la Figura 2 se puede observar la estructura y numeracién segun IUPAC
para el dipirrometeno, boron dipirrometeno y s-indaceno. En el boron dipirrometeno,
las posiciones numeradas como 3 y 5 son comunmente llamadas a, mientras que las

posiciones numeradas como 1, 2, 6 y 7, son llamadas posiciones (3. La posicién
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numerada como 8, es conocida como la posicion meso, analogamente, estas son las

mismas posiciones que se tienen para BODIPY.*

El BODIPY comun tiene dos atomos de fluor unidos al boro, en la posicion 4;
las posiciones 1-8 son sitios posibles para funcionalizar en alguna etapa de la sintesis.
El BODIPY cuenta con 7 posibles estructuras resonantes, debido a la deslocalizacion
de los electrones presente en los enlaces dobles, sin embargo, la carga negativa

siempre permanece en el boro (Figura 3).3!

CP—ax
N N= —N %

B B
F

FF F

Figura 3. Representacion de 2 de las 7 estructuras resonantes que presenta el
BODIPY.

Estan reportadas dos metodologias diferentes para obtener BODIPY, ambas
adaptaciones de la quimica de porfirinas. El primer paso para la obtencion del BODIPY,

es la sintesis del dipirrometeno.

La primera metodologia comienza con la condensacion de pirrol con un
aldehido aromético, mediante una catdlisis acida, para formar el dipirrometano. Los
dipirrometanos generalmente son inestables y sensibles a la luz, agua y acidos, por lo
gue es mejor usarlos inmediatamente después de ser preparados. La oxidacion del
dipirrometano, nos lleva a la formacion del dipirrometeno. Debido a la dificultad de
separar el dipirrometeno por cromatografia, regularmente se obtiene con bajos
rendimientos. La reaccion de dipirrometeno y BF3OEt2 en presencia de un exceso de
base, nos da como producto el BODIPY (Figura 4). Es posible hacer las reacciones en
secuencia y purificar después de la obtencién de cada producto o una reaccion de un
solo paso. A pesar de que la reaccion en un solo paso es fécil, tiende a dejar

rendimientos mas bajos que la otra metodologia. Para estas metodologias se pueden
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usar pirroles sustituidos y no sustituidos. El uso de pirroles sustituidos da como

resultado los BODIPY's sustituidos.3!

Ar

_— OX|dante SN N\ BF3 OEt,
N NHHN NH Nx< Base N

H

T1+

Figura 4. Sintesis de BODIPY mediante la metodologia de condensacion de pirrol con
un aldehido aromaético.

En la segunda metodologia se realiza una condensacién catalizada por acido
de un pirrol que no esta sustituido en la posicion 2, para formar una sal. La sal se
desprotona con una base y la fluoracion se lleva a cabo con BF3-OEt. para obtener el
BODIPY (Figura 5).3!

_ X
Ri 1) Base R
@ . /'11 =~ NN 2) BF5OEt, =~ N\
N X 0 N\_NH HN= > NN, _N=
H Ez

X= ClI, Br, O(CO)R - -

Figura 5. Sintesis de BODIPY mediante la metodologia de condensacién de pirrol con
un acido.

Los BODIPY presentan caracteristicas que los hacen especiales para la
construccion de sensores moleculares: Coeficiente de extincibon molar alto,
rendimiento cuantico alto, estabilidad quimica y fotoquimica (en solucién y en estado
sélido), bandas de absorcion y emision agudas en los espectros de fluorescencia y
propiedades de transferencia de electrén importantes.3? Ademas, exhibe sensibilidad

a la polaridad de los solventes y pH, buena solubilidad y estabilidad térmica alta.33
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3.10 Bioconjugados

Los bioconjugados son la union de dos o mas moléculas entre si,
generalmente por un enlace covalente, para crear un complejo formado por las
moléculas ligadas, de las cuales, al menos alguna es de origen bioldgico, 0 es un
fragmento o derivado de una biomolécula. La sintesis de bioconjugados ha llevado a
obtener nuevas biomoléculas, la elucidacién de procesos bioldgicos complejos,
ademas del crecimiento de la industria médica, el diagndstico, ciencias de la vida y
ciencia de materiales.®* La creacion de bioconjugados a partir de moléculas
individuales para formar nuevas moléculas que tengan las propiedades combinadas
de cada sustituyente de los que estan hechas, resulta en la construccién de estructuras
gue tienen caracteristicas no naturales para esas sustancias.®® La mayoria de los
procesos biolégicos mediados por péptidos, no se entienden por completo, debido a
eso es importante utilizar herramientas, como la formacién de bioconjugados para

realizar el estudio y elucidacion de los mecanismos de accion.3¢

La modificacion de péptidos y proteinas es un método utilizado para introducir
propiedades artificiales a la molécula, permitiendo el desarrollo de nuevos

bioconjugados, que son usados en bioimagen, diagnéstico médico y como farmacos.®’

La mayoria de las modificaciones se lleva a cabo en las cadenas laterales,
debido a que las modificaciones de la cadena principal pueden afectar la conformacion,
solubilidad, agregacion y, por lo tanto, la actividad biologica del péptido, por esa razon,
el N-terminal es un grupo atractivo para la modificacion quimica debido a su
accesibilidad y que es un grupo presente en todas las proteinas.® Ademas, el N-
terminal no suele involucrarse en el plegamiento de las proteinas, por lo que es
probable que la modificacion en el aminoacido terminal no afectara en su actividad
biolégica. Por ejemplo, la a-amina del N-terminal tiene un pKa mas bajo que la e-amina
de la cadena lateral de lys, por lo que se puede esperar que bajo las condiciones

apropiadas, los reactivos se unen especificamente a las aminas N-terminales.3’
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3.11 Hipotesis

El BODIPY se puede unir a los péptidos angiotensina (Ang I, Ang Il, Ang lll y
Ang IV) para la formacioén de bioconjugados fluorescentes, que facilitaran el estudio de

sistemas biologicos.
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V. EXPERIMENTAL
4.1 Generalidades

El desarrollo de la parte experimental se realiz6 en el laboratorio de Sintesis
Organica en Fase Sdlida, del Centro de Graduados e Investigacion en Quimica, del

Instituto Tecnoldgico de Tijuana.

Las reacciones llevadas a cabo con compuestos sensibles a la humedad u
oxigeno, fueron efectuadas en atmaosfera inerte (argon). La cristaleria empleada fue

lavada con agua destilada y secada en la estufa antes de ser usados.
4.2 Secado de disolventes

Los disolventes empleados en cromatografia, extracciones y en las reacciones
gue no fueron sensibles a humedad, se adquirieron con grado de alta pureza y se
utilizaron sin purificacion previa. En las reacciones sensibles a la humedad u oxigeno,

fue necesario secar los disolventes antes de ser utilizados.

Al éter etilico (Et2O) se le agregé sodio metalico como deshidratante y
benzofenona como indicador, dejando agitar vigorosamente en atmosfera de argon. El
Et20 se destilo antes de ser utilizado en la reaccion.

El diclorometano (DCM) se secOd con pentéxido de fosforo, agitando

vigorosamente en atmosfera de argén, para su posterior destilacion.
4.3 Técnicas analiticas

Los espectros de RMN presentados fueron adquiridos con un equipo Varian
de 200 MHz modelo Mercury. Los valores de desplazamiento quimico () estan
expresados en partes por millon (ppm) y fueron medidos relativos a la sefial de
tetrametilsilano (TMS) en solventes deuterados (CDCIlz a menos que se indique lo
contrario). En la parte superior de los espectros se muestra el desplazamiento quimico

de las sefales, mientras que en la parte inferior se muestra su area bajo la curva.
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Los espectros de IR fueron adquiridos con un espectrofotdmetro de infrarrojo

Perkin Elmer FT-IR-ATR 1605.
Los espectros de UV-Vis se obtuvieron con un espectrofotometro de UV-Vis,

Varian, Cary 50 Scan.
Los estudios de FM se realizaron en un espectrofotometro de fluorescencia,

Varian, Cary Eclipse.
4.4 Cromatografia

La cromatografia de capa fina se realiz6 con placas de gel de silice 60 sobre
soporte de aluminio, con indicador Fzs4, siendo reveladas por exposicion a la luz UV.
Las purificaciones por cromatografia de columna se realizaron utilizando gel de silice
60 como fase estacionaria, 230-240 mesh, con diferentes solventes como fase movil,

segun la polaridad de la molécula a purificar.
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4.5 Metodologia general para la sintesis de bioconjugados

El trabajo experimental del proyecto se llevo a cabo en cuatro etapas
(Esquema 1). En la primera etapa se realizo la sintesis y caracterizacion de los
derivados de BODIPY. La segunda etapa consto de la sintesis y caracterizacion de los
péptidos (ang |, I, lll, IV). En la tercera etapa se llevo cabo la sintesis y caracterizacion

de los bioconjugados propuestos. En la cuarta etapa se realizaron los estudios

biol4gicos.
1 2
BODIPY Péptidos
Sintesis y call’acterizacién Sintesis y calracterizacién

Bioconjugados

Sintesis y caracterizacion:

» Quimica Click
Diaminas
*  Aminoacidos

Biconjugados

4
)
Estudios bioldgicos |

Esquema 1. Etapas del trabajo experimental.
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4.6 Etapa 1: Sintesis de BODIPY

Los diferentes derivados de BODIPY se obtuvieron mediante una ruta de
sintesis en cuatro pasos, la cual se puede observar en la Figura 6. Primero, se llevé a
cabo la sintesis de la tiocetona (3) que forma el esqueleto del BODIPY (azul). Después,
se realiz6 la metilacién de la molécula 3, que dio lugar a la molécula 4 (verde).
Posteriormente (amarillo), la molécula 4 se acomplejo con trifluoruro de boro eterato
de dietilo (BFsOEt2), para formar el BODIPY S metilo (5). Finalmente (rojo), se
sustituyeron las aminas en la posicion meso para crear la union con el péptido

deseado.

3 4
BF3-OEt2i NEt;
HN/R S/
T \ R-NH, SN AN
\ N\é/’l‘\ CH,Cl, \ N\é/“i\
\ RN

Figura 6. Representacion de la sintesis de BODIPY amino en cuatro pasos.
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4.6.1 Sintesis de di(1H-pirrol-2-il)metanotiona (3)

En un bafio de hielo, se monté un matraz bola, al cual se agreg6 una solucién
de pirrol (1) (670 mg, 10.0 mmol, 2.1 eq.) en Et20 seco (15 mL), posteriormente, se
adicion6 gota a gota una solucion de tiofosgeno (2) (550 mg, 4.8 mmol, 1 eq.) en
tolueno seco (13 mL). La mezcla de soluciones se dej6é en agitacion vigorosa por 10
min. Posteriormente, se agregd una solucion al 10% de metanol-agua (12 mL) y se
dejé agitar por 30 min a temperatura ambiente. Los solventes fueron removidos a
presion reducida. El producto de la reaccion se purificd por cromatografia en columna,
con alimina neutra como fase estacionaria y con una mezcla de éter de petroleo/DCM
(9:1) como fase movil. El solvente se removio a presion reducida, para obtener como
producto puro la tiocetona (3), un sélido naranja-rojizo (Esquema 2) con un rendimiento
del 65%.

Esquema 2. Metodologia de sintesis del di (1H-pirrol-2-il) metanotiona (3)

Sodlido rojo-naranja. 549 mg, 65%; P.f.: 92-94 °C; FTIR (ATR): 3399 (N-H),
3341 (N-H), 1062 (C=S) cm™; RMN-H (CDCls, 200 MHz) & 9.78 (sa), 7.17 (d, 2H),
7.03 (t, 2H), 6.38 (dd, 2H); RMN-3C (CDCls, 200 MHz): & 193.1 (C), 138.3 (C), 127.7
(CH), 115.8 (CH), 112.5 (CH); EM (e/m): 176.24 uma.
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4.6.2 Sintesis de 2-((metiltio)-(1H-pirrol-2-il)metileno)-2H-pirrol-1-io yoduro (4)

En un matraz bola, se agregd una solucién de la tiocetona 3 (300 mg, 1.68
mmol, 1 eq.) en DCM seco (5 mL), posteriormente, a la solucién se agregé yoduro de
metilo (1192 mg, 8.4 mmol, 5 eq.). La mezcla de reaccion se agito por 24 h. El solvente
se removié a presion reducida para obtener el dipirrometeno S-metilo (4), como un
sélido viscoso rojo oscuro (Esquema 3). El compuesto 4 se uso sin ninguna purificacion

para la siguiente etapa.

Esquema 3. Metodologia de sintesis de 2-((metiltio)-(1H-pirrol-2-il)metileno)-2H-pirrol-
1-io yoduro (4)

Sdlido viscoso rojo oscuro; Rendimiento: (319 mg, 99%); IR(ATR): 3105 (C-
H), 2930 (C-H), 1519 (C=N), 1311 (C-N), 1051 (B-F), 787 (C-S), 747 (B-N) cm''; RMN-
H (CDCl3, 200 MHz): & 11.99 (sa), 7.92 (m, 2H), 7.26 (m, 2H), 6.67 (m, 2H); RMN-13C
(CDCls, 200 MHz): 6 159.0 (C), 135.0 (CH), 125.7 (C), 125.1 (CH), 112.9 (CH), 18.0
(CHs); EM (e/m): 190.06 uma.
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4.6.3 Sintesis de 8-tiometil-4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno (5)

En un matraz bola, se agreg6 una solucion del compuesto 4 (300 mg, 1.56
mmol, 1.07 eq.) en DCM seco (21 mL), a continuacion, se agregé TEA (160 mg, 1.57
mmol, 1.08 eq.). El sistema se aisl6 en atmdsfera inerte y se agité por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agreg6 BF3s-OEt2 (207 mg, 1.46 mmol, 1 eq.)
y se dejo en agitacion por 30 min. El disolvente se removié a presion reducida y el
BODIPY S-metilo (5) se purificd por cromatografia en silica gel, con 15% de AcOEt en

éter de petréleo, para obtener un solido rojo (Esquema 4).

S/
TEA XX N\
BF, OEt \ N N=——
3 2 \é/ A
VRN
F F

Esquema 4. Metodologia de sintesis del BODIPY 5

Sdlido rojo; Rendimiento: (1008 mg, 16%); P.f.: 88-90 °C; IR(ATR): 3105 (C-
H), 2930 (C-H), 1519 (C=N), 1311 (C-N), 1051 (B-F), 787 (C-S), 747 (B-N) cm'l; RMN-
'H (CDCls, 200 MHz): & 7.90-7.92 (t, 2H), 7.24-7.28 (m, 2H), 6.66-6.69 (dd, 2H), 2.92
(s, 3H); RMN-13C (CDCls, 200 MHz): & 154.0 (C), 141.1 (CH), 133.4 (CH), 127.5 (C),
117.6 (CH), 20.3 (CHs); EM (e/m): 238.7 uma.
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4.7 Etapa 2: Sintesis de péptidos

A continuacion, se describen los pasos generales para llevar a cabo la sintesis

de péptidos en fase sdlida, en el Esquema 5 se ilustra el flujo que sigue dicha sintesis.

Activacion de Acoplamiento Remocion del Acoplamiento Liberacién del
la resina de del AA1 ala grupo del siguiente péptido de la
Wang resina protector JAVAN resina

T

Esquema 5. Diagrama representativo del flujo de la sintesis de péptidos.

Activacion de la resina de Wang: En un frasco de plastico cubierto de la luz,
se agrego 50 mg de resina de Wang (Ps) en dimetilformamida (DMF) (15 mL). Se
dejaron en agitacion por 12 h a temperatura ambiente. Después, la resina se filtr6 y se
le realizaron lavados con DMF (15 mL x 2), MeOH (15 mL x 2) y DCM (15 mL x 2),

posteriormente se dejé secar a presion reducida por 1 h.

Acoplamiento del primer AA la resina de Wang: A los 50 mg de Ps,
previamente lavados, se le agregd6 DMF (15 mL) y una solucién de AAl-Fmoc,
HOBt*H20O, DMAP y DIC (10 mL, 5 eq.) en DMF. La mezcla de reaccion se agito por
12 h a temperatura ambiente, después se dejé secar a presion reducida. EI mismo
protocolo de union con AA1l-Fmoc se realiz6 dos veces para obtener Ps-AA1-Fmoc.
Después de realizar el doble protocolo, la resina se lavé con DMF (15 mL x 3) y se

secoO por 1 h bajo presion reducida.

Remocidén del grupo protector: A una suspension de Ps-AAl-Fmoc en DMF
(15 mL) se le agreg6 una solucién de piperidina al 20% en DMF (15 mL). Se realizaron
lavados con DMF (15 mL x 2), MeOH (15 mL x 2) y DCM (15 mL x 2), para finalmente
obtener Ps-AAL.

Método general de acoplamiento de aminoacidos protegidos: A la Ps-AAl, se
le agregé DMF (15 mL) y una solucion de HOBt*H>O, DMAP, DIC y AA-Fmoc (diferente
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AA segun el ciclo y péptido, 10 mL, 5 eq.), se dej6 en agitacion por 1 h a temperatura
ambiente y posteriormente se filtro la solucion y se dejo a presion reducida por 15 min.
Se realiz6 doble protocolo de acoplamiento para cada AA. Se realizaron lavados con
DMF (15 mL x 3) y se dejo secar por 15 minutos mas a presion reducida. Este proceso
se realizé sucesivamente hasta obtener el péptido con la secuencia de AA deseada
(Ps-péptido-Fmoc). La desproteccion del Ps-péptido-Fmoc se realiza con la
metodologia descrita anteriormente, para obtener el péptido unido a la resina de Wang

(Ps-péptido).

Una vez obtenida la secuencia peptidica deseada, se pueden unir a esta una
variedad amplia de moléculas (que contengan un carboxilo terminal) en los grupos
amino primarios de los AA. Regularmente se busca unir moléculas que agreguen una
propiedad extra al péptido, la cual sirve para potenciar sus efectos terapéuticos,
inmovilizar los péptidos o facilitar su estudio. Si es necesario agregar moléculas a la
secuencia peptidica, estas se unen utilizando condiciones, reactivos y solventes
compatibles con sintesis en fase soélida cuando el péptido aun esta unido a la resina

de Wang.

Liberacién del péptido de la resina: La reaccién de liberacion via TFA genera
carbocationes que son intermediarios altamente reactivos. Estos carbocationes
reaccionan especificamente con las cadenas laterales de tirosina, triptéfano, metionina
y cisteina (ricos en electrones), generando productos no deseados. Por ello, en el
proceso de liberacién, se agregan especies nucleofilicas, como tioanisol (metil fenil
sulfuro) y 1,2-etanoditiol (EDT).3°

La remocién de los grupos protectores de las cadenas laterales y la liberacion
del péptido de la resina se llevé a cabo en una sola reaccion.*? A la resina se le agreg6
10 mL de una solucion 92.5 % TFA, 2.5 % agua, 2.5 % TIS y 2.5 % EDT. La mezcla
se dejo reaccionar en agitacion constante por 90 min. Una vez que la reaccion se ha
completado, se burbuje6 gas argdn en la solucion para evaporar la mayor cantidad de
solvente posible. 2 El péptido liberado se lavé con diisopropil éter frio, MeOH y DCM

y se centrifugo entre cada lavado por 10 minutos a 13000 rpm.
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Después de centrifugar, se separo el precipitado y se dejo secar a temperatura
ambiente. Se obtuvo el producto como un soélido blanco lechoso (Esquema 6). La

secuencia de los péptidos fue confirmada por EM.#!

92.5 % TFA

o 2.5 % agua a) Ar
H 25%TIS j\ H b) Dii il éter fri o]
iisopropil éter frio
NS e 2.5 % EDT N NH;
@—0" “Peptido po— Q + HO Peptido/ Fmoc ———— > o Peptido™”
gitacion c) Extraccion
90 min

diisopropil éter/MeOH/DCM
d) 13000 rpm, 10 min

Esquema 6. Metodologia de liberacion del péptido de la resina de Wang.
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4.8 Etapa 3: Sintesis de bioconjugados
4.8.1 Sintesis de BODIPY amino (6a-6e)

En un matraz bola, se prepar6 una solucién de diamina en DCM (15 mL): 1,2-
etanodiamina (EDA) (13 mg, 0.21 mmol, 1 eq.), 1,3-propildiamina (PDA) (16 mg, 0.21
mmol, 1 eq.), 1,4-butanodiamina (BDA) (19 mg, 0.21 mmol, 1 eq.), 1,6-hexanodiamina
(HDA) (25 mg, 0.21 mmol, 1 eq.) o 1,8-octanodiamina (ODA) (31 mg, 0.21 mmol, 1
eg.), segun el espaciador de interés. A continuacién, se agregé gota a gota una
solucion del compuesto 5 (50 mg, 0.21 mmol, 1 eq.) en DCM seco (15 mL). Se dejo en
agitacion por 12 h (EDA, PDA 'y BDA) o por 24 h (HDA'y ODA). El disolvente se evaporé
a presion reducida y todos los productos de reaccidn se purificaron por cromatografia
en columna con silica gel y DCM, para obtener los BODIPY amino 6a, 6b, 6¢c, 6d y 6e,

respectivamente, como un solido amarillo mostaza (Esquema 7).

S

~
SN N\

Ngo
B 6a,n=2
7\
F F ~ X \ 6b,n=3
HoN N NH. 5 > \ 6c,n=4
2 2 - N N=— 6d,n=6
Nz ’
DCM /B\ 6e,n=8

Esquema 7. Metodologia de sintesis de los BODIPY amino (6a-6e).

BODIPY amino 6a: Sdélido amarillo mostaza; Rendimiento: (363 mg, 75%); IR(ATR):
3322 (NH2), 2956 (C-H), 1641 (C=N), 1016 (B-F) cm™; RMN-'H (CDCls, 200 MHz): &
7.43-7.27 (d, 2H), 7.20 (s, 2H), 6.48-6.28 (d, 2H), 4.18 (s, 2H), 3.76 (m, 2H), 3.04 (m,
2H), 2.5 (s, 2H); RMN-3C (CDCls, 200 MHz): & 149.3 (C), 130.0 (CH), 124.3 (CH),
114.4 (C), 112.18 (CH), 50.2 (CH2), 48.5 (CHy>).

BODIPY amino 6b: Sélido amarillo mostaza; IR(ATR): 3366 (NHz), 3248 (N-H), 1585
(C=N), 1550 (C=C) 1333 (C-N), 1065 (B-F), 791 (B-N) cm™?; RMN-H (CDCls, 200
MHz): & 11.7 (sa, 1H), 7.40-7.07 (dd, 2H), 7.06-7.05 (m, 2H), 6.45-6.22 (m, 2H), 3.94-
3.82 (dt, 2H), 2.51-2.49 (m, 2H), 1.93-1.87 (M, 2H); RMN-3C (CDCls, 200 MHz): &
148.8 (C), 130.9 (CH), 124.8 (CH), 115.9 (C), 110.3 (CH), 48.5 (CH2), 47.6 (CH2), 29.38
(CH>).
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BODIPY amino 6c: Sélido amarillo mostaza; IR(ATR): 3367 (NH,), 2936 (C-H), 1592

-1
(C=N), 1555 (C=C) 1340 (C-N), 1092 (B-F), 753 (B-N) cm .
BODIPY amino 6d: Sélido amarillo mostaza; Rendimiento: (30 mg, 47%)

BODIPY amino 6e: Sélido amarillo mostaza; Rendimiento: (42 mg, 59%)
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4.8.2 Sintesis de BODIPY Propargilo (6f)

A una solucion del compuesto 5 (582 mg, 2.45 mmol, 1 eq.) en DCM (50 mL),
se le agrego propargilamina (405 mg, 7.35 mmol, 3 eq.), la mezcla se dejé en agitacion
por 12 h, para obtener el BODIPY-propargilo (6f). El solvente se evaporo a presion
reducida y el crudo de reaccién se purifico en silica gel, con AcOEt en éter de petréleo

al 20%, el compuesto 6f se obtuvo como un sélido amarillo mostaza (Esquema 8).
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Esquema 8. Metodologia de sintesis del BODIPY 6f.

Solido amarillo mostaza; Rendimiento: (525 mg, 87%); P.f.: 156-158 °C; IR(ATR):
3365 (C=CH), 3285 (NH), 2126 (C=C), 1591 (C=N), 1552 (C=C), 1370 (C-N), 1063 (B-
F), 730 (B-N); RMN-!H (CDCls, 200 MHz): & 9.72 (sa), 7.68-7-63 (d, 2H), 7.07-7.11
(d, 2H), 6.46-6.50 (t, 2H), 4.48-4.42 (dd, 2H), 2.54 (t, 1H); RMN-13C (CDCl3, 200 MHz):
& 153.7 (C), 140.3 (CH), 137.0 (CH), 129.6 (C), 121.5 (C), 118.5 (CH), 83.3(C), 82.13
(C), 400 (CH2); RMN-*°F (CDCls, 200 MHz): & -145.62 , -145.77 , -145.92 , -146.07;
EM (e/m): 245.04 uma.
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4.8.3 Sintesis de BODIPY Glicina (7a)

En un vial se mezclé clorhidrato de glicina etil éster (30 mg, 0.21 mmol, 1 eq.)
con TEA (21 mg, 0.21 mmol, 1 eq.), posteriormente, la mezcla se disolvio en DCM (4
mL) y se agrego el compuesto 5 (50 mg, 0.21 mmol, 1 eq.). La mezcla se dejé en
agitacion vigorosa por 12 h, después de ese tiempo el disolvente se evaporé a presion
reducida. El producto se purificé por cromatografia en columna de silica con DCM,

para obtener un solido amarillo palido (Esquema 9).

~° NHi Gl ——— > SYTONTTN
DCM N\ N

BODIPY S-metilo \é/*«

Esquema 9. Metodologia de sintesis del BODIPY 6g.

Solido amarillo palido; IR(ATR): 3218 (NH), 2988 (C-H), 1750 (C=0), 1344 (C-N), 1040
(B-F), 755 (B-N) cm'; RMN-'H (CDCls, 200 MHz): & 9.96 (sa, 1H), 7.62 (s, 2H), 7.48-
7.43 (m, 2H), 6.56-6.44 (m, 2H), 4.24-4.19 (m, 2 H), 4.12-4.07 (m, 1H), 1.23-1.15 (m,
6H); RMN-13C (CDCls, 200 MHz): § 168.3 (C), 149.3 (C), 130.9 (CH), 124.8 (CH), 115.8
(C) 110.3 (CH), 62.0 (CH2), 47.8 (CH), 14.5 (2CH>).
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4.8.4 Sintesis de BODIPY Colesterol (7b)

En un matraz bola se agregé el compuesto 6a (106 mg, 0.42 mmol, 1 eq.), 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (55 mg, 0.44 mmol, 1.05 eq.) y DCM seco (15 mL). La
suspension se aisl6 en atmosfera de argon y se dejé en agitacion por 5 min.
Posteriormente, se dej6é enfriar en un bafio de hielo por 20 min. A parte, se preparo
una solucion de colesteril cloroformato en DCM (15 mL), esta solucion se agrego gota
a gota a la solucién del compuesto 6a. La mezcla se dejo en agitacion vigorosa por 6
h a temperatura ambiente. Al crudo de reaccion se le agregaron 50 mL de agua
saturada con NH4Cl y se lavo con DCM (2 x 50 mL). Se separaron las fases y se
evaporo el solvente en la fase organica. EI BODIPY colesterol (7) se separ6 con
alimina neutra y DCM por cromatografia en columna, para obtener el producto puro
como un sélido amarillo palido (Esquema 10).

Esquema 10. Metodologia de sintesis del BODIPY Colesterol (7b).

Soélido amarillo pélido; Rendimiento: (159 mg, 57%).

32



e PROTECTED BE{%E 5+ i

V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion estructural de los compuestos fluorescentes

La sintesis del BODIPY se realiz6 segun la metodologia reportada por Goud y
colaboradores, en la cual, a partir de pirrol, tiofosgeno vy trifluoroborato, sintetizan un
BODIPY con la capacidad de modificarse para acopar un grupo amino;*? para su

posterior incorporacion a los biconjugados propuestos.

La molécula 3 se forma por medio de la condensacion de pirrol con tiofosgeno.
Una de las estructuras resonantes contribuye con la carga negativa en la posicién 2 o
5, siendo esta carga la que reacciona con el carbono del tiofosgeno para finalmente

obtener la tiocetona (Esquema 11).

Esquema 11. Mecanismo de reaccion de la tiocetona (3).
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Una de las estructuras resonantes del compuesto 3, contribuye con la carga
negativa en el azufre para reaccionar con el carbono del yoduro de metilo, desplazando

al yodo y formando el dipirrometeno S-metilo (4), como se muestra en el Esquema 12.

/_\ P
S) s s
a I
AN = / / = H;C—I / / =
O NH HN / ——NH HN / /IEH _ HN /
(% * | .

Esquema 12. Mecanismo de reaccion del dipirrometeno S-metilo (4).

Posteriormente, a la solucién de dipirrometeno S-metilo se agregé TEA como
base, seguido por BFzOEtz, el cual permiti6 acomplejar la molécula con boro

(Esquema 13).

Esquema 13. Mecanismo de reaccion del BOPIPY.
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52  BODIPY S-metilo (5)

En la Figura 7 se enumeraron los protones y carbonos para la asignacion de
sefiales encontradas en la caracterizacion por RMN para el compuesto 5. Las sefales

del compuesto 5, encontradas en RMN se muestran en la Tabla 1.

d 7

S/CH3 s/
b b 3 5 1 4 3
c \ \ c 6 \ \ 6
_ N N=—
S 2 K
F/ \F FF

5

Figura 7. Asignacion de protones (izquierda) y carbonos (derecha) en la estructura del
compuesto 5.

Tabla 1. Sefiales compuesto 5 en RMN-H y RMN-13C.

1H 13C
Seiial o ppm Seial o ppm
a 7.92-7.90 (t, 2H), 1 154 (C)
b 7.28-7.24 (m, 2H), 2 141.1 (CH)
c 6.69-6.66 (dd, 2H), 3 133.4 (CH)
d 2.92 (s, 3H) 4 127.5 (C)
5 117.6 (CH)
6a,b 20.3 (CHs3)

En el espectro de RMN-'H, se encontrd una sefial a 7.92-7.90 ppm que forma
de triplete correspondiente a los hidrégenos a; a 7.28-7.24 ppm, se mostré un
multiplete asignado a los hidrogenos b; se pudo observar a 6.69-6.66 ppm un triplete
gue corresponde a los hidrogenos ¢ del dipirrometeno; por ultimo, a 2.92 se observé

un singulete, asignado a los tres protones d.
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En el espectro de RMN-13C se observo una sefial a 154 ppm correspondiente
al carbono cuaternario en la posicidon meso (1); la sefial de los carbonos terciarios 2 se
encontré a 141.1 ppm, mientras que la sefal de los carbonos 3 se encontro a 133.7
ppm. Los carbonos 4 y 5 mostraron una sefal a 127.5 ppm; la sefial de los carbonos
terciarios 6 se observ6 a 117.6 ppm; por ultimo, a 20.3 ppm se encontro la sefial para

el carbono primario unido a azufre (7).

Tabla 2. Sefales del compuesto 5 en IR.

IR BODIPY S-metilo (5)
Sefial cmt
C-H estiramiento vinilico 3105
C-H estiramiento alifatico 2930
Cc=C 1519
C-N tension 1311
B-F estiramiento 1051
C-S 787
B-N vibracion 747

En el espectro de IR del compuesto 5 se pudo observar a 3105 cm™ las
sefales de estiramiento de carbono-hidrégeno vinilicos, a 2930 cm se encontraron la
sefial de estiramiento de los carbono-hidrégeno alifaticos, la sefial correspondiente al
doble enlace carbono-carbono aparecié en 1519 cm, en 1311 cm™ se observé la
sefal de tension del enlace carbono-nitrégeno, en 1051 cm™ se present6 la sefial de
estiramiento del enlace boro-fluor,*3 la sefial del enlace carbono-azufre aparecié en
787 cmly en 747 cm la sefial de vibracion del enlace boro-nitrégeno,*? estos Ultimos,
caracteristicos de la complejacién del dipirrometeno con boro. Las sefiales del

compuesto 5, encontradas en IR se muestran en la Tabla 2.
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La formacién de los bioconjugados, se denota por la incorporacion de las
sefiales de los sustituyentes a las sefiales anteriormente mencionadas para el
BODIPY-S metilo, asi como la desaparicion de las sefiales del metilo, por lo que solo
se describirdn dichos cambios en los espectros de las caracterizaciones de los
bioconjugados.
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5.3 Caracterizacion estructural de los biconjugados

Se realizé la sustitucion del compuesto 5 con cinco diferentes diaminas
alifaticas, propargilamina, glicina esterificada, tris amina y un derivado de colesterol.
Esto para obtener la base de diferentes bioconjugados de dos brazos. De dichas
sustituciones se obtuvieron los BODIPY amino 6a-e, BODIPY propargilo (6f), BODIPY
glicina (6g) y BODIPY colesterol (7).

5.3.1 BODIPY-amino (6a)

En la Figura 8 se enumeran los protones y carbonos, para la asignacion de
sefiales encontradas en la caracterizacion por RMN H y *3C, del compuesto 6a. Las

sefales del compuesto 6a, encontradas en RMN se muestran en la Tabla 3.

I

NHa

IH,N

6a

Figura 8. Asignacion de protones (izquierda) y carbonos (derecha) en la estructura de
BODIPY amino 6a.

En el espectro de RMN-!H, se observaron las sefiales caracteristicas de los
protones unidos al anillo de BODIPY, entre 7.43 y 6.28 ppm. En 4.18 ppm se observé
un singulete, asignado a los protones del carbono unido a la amina primaria de la
molécula (e); en 3.76 ppm se encontré un multiplete que se asigna a los protones del
carbono unido a la amina secundaria (f); por ultimo, a 3.04 ppm se encuentra un

multiplete que integra para los protones g unidos a nitrégeno de la amina terminal.

En el espectro de RMN-13C se pudo observar las sefales caracteristicas para
los carbonos del anillo en el BODIPY, entre 149.4 ppm y 112.2 ppm; la sefial para el
carbono 6 unido a la amina primaria se encontr6 a 50.3 ppm; por ultimo, en 48.5 ppm

se encuentra la sefal asignada al carbono 7.
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Tabla 3. Sefiales de BODIPY amino 6a en RMN-'H y RMN-13C.

H 13C
Seiial o ppm Seial o ppm

b 7.43-7.27 (d, 2H) 1 149.4 (C)
c 7.20 (s, 2H) 2 130.9 (CH)
d 6.48-6.28 (d, 2H), 3 124.3 (CH)
e 4.18 (s, 2H) 4 114.4 (C)
f 3.76 (m, 2H) 5 112.2 (CH)
g 3.04 (m, 2H) 6 50.3 (CH2)

7 48.5 (CH2)

En el espectro de IR del compuesto 6a se puedo observar a 3322 cm™ la sefial

de estiramiento de nitrégeno-hidrégeno de una amina primaria, siendo dicha sefial la

determinante para denotar la formacion del producto. El resto de las sefiales del

BODIPY 6a, encontradas en el espectro de IR se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Sefales de BODIPY 6a en IR.

IR BODIPY amino 6a

Sefal cm?
NH2 estiramiento 3322
C-H estiramiento 2956
alifatico

C=N 1641
B-F Estiramiento 1016
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5.3.2 Caracterizacién estructural de BODIPY-amino (6b)

En la Figura 9 se enumeran los protones y carbonos para la asignacion de

sefiales encontradas para el compuesto 6b.

NH,

Figura 9. Asignacion de protones (izquierda) y carbonos (derecha) en la estructura de
BODIPY amino 6b.

Tabla 5. Sefiales del compuesto 6b en RMN-H y RMN-13C.

1H 13C

Sefal 6 ppm (J =Hz) Sefal o ppm

a 11.36 (sa, 1H) 1 148.8 (C)

b 7.40-7.15 (dd, 2H) 2 130.9 (CH)

c 7.08-7.05 (m, 2H) 3 124.8 (CH)

d 6.45-6.22 (m, 2H), 4 115.9 (C)

e 3.94-3.82 (d, 2H) 5 110.3 (CH)

f 12.51-12.49 (t, 2H) 6 48.5 (CH2)

g 1.93-1.87 (m, 2H) 7 47.6 (CHa)
8 29.4 (CHy)
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En el espectro de RMN-1H; se puede observar una sefial ancha a 11.36 ppm,
correspondiente al proton a; entre 7.40 ppm y 6.22 se presentaron las sefales de los
protones unidos al anillo del BODIPY. La formacion de la molécula propuesta se
denota por la aparicion de la sefial en 3.94-3.82 ppm, un doblete que se asigné a los
protones (e) del carbono unido a la amina secundaria; mientras que para los protones
(f) unidos al carbono del centro en la cadena, se encontré una sefal triple entre 2.51-
2.49 ppm; por ultimo, en 1.93-1.87 se encontrd una sefal triple que se asocio a los
protones (g) unidos a la amina primaria terminal, los ultimos tres, asociados a la
cadena alifatica de la molécula. En el espectro de RMN-3C se pudo observar las
sefiales de los carbonos 1-5 entre 148.8 ppm y 110.3 ppm, correspondientes al anillo
de BODIPY; a 48.5 ppm se encuentra la sefial para el carbono secundario 6 unido a la
amina secundaria; a 47.6 ppm se encuentra la sefal del carbono secundario 7 unido
a la amina primaria; mientras que el carbono secundario 8 del centro de la cadena

alifatica se encuentra con un desplazamiento de 29.4 ppm.
Las sefales del compuesto 6b, encontradas en RMN se muestran en la Tabla 5.

Tabla 6. Sefales de BODIPY amino 6b en IR.

IR BODIPY amino (6b)
Sefial cmt
N-H2 estiramiento 3366
N-H estiramiento 3248
C=N 1595 débil
c=C 1550
C-N 1333
B-F 1065
B-N 791
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En el espectro de IR del compuesto (6b), se observd una sefial aguda a 3366 cm-
1, asociada al estiramiento del enlace carbono-nitrégeno, correspondiente a una amina
primaria, debido al hombro que presenta la banda; a 3248 cm™ se encuentra la sefial
de estiramiento de los enlaces carbono-nitrdgeno de una amina secundaria. El resto
de las sefales presentes en el espectro son consistentes a las reportadas para el anillo

de BODIPY, por lo que no se discuten y se encuentran resumidas en la Tabla 6.

5.3.3 Caracterizacion estructural del BODIPY amino 6¢

El compuesto 6¢ mostré una banda a 3218 cm™ caracteristica para la sefial de
estiramiento de nitrégeno-hidrégeno de una amina primariay a 2936 cm se encuentra
la sefial de estiramiento de los enlaces carbono-hidrogeno de la cadena aliftica. Las
sefiales mas relevantes del BODIPY 6¢, encontradas en el espectro de IR se muestran

enla Tabla 7.

Tabla 7. Sefiales de BODIPY amino 6¢ en IR.

IR BODIPY amino 6¢
Sefial cmt
NH estiramiento 3367
C-H estiramiento 2936
C=N 1592
C=C 1555
C-N 1340
B-F estiramiento 1092
B-N 753
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5.3.4 Caracterizacién estructural de BODIPY-propargilo 6f

En la Figura 10 se enumeran los protones y carbonos para la asignacion de
sefiales encontradas en la caracterizacion por RMN. Las sefiales del compuesto 6f,

encontradas en RMN se muestran en la Tabla 8.

Figura 10. Asignacién de protones (izquierda) y carbonos (derecha) en la estructura
del compuesto 6f.

Tabla 8. Sefiales del compuesto 6f en RMN-'H y RMN-3C.

1H 13C
Seiial 6 ppm (J = Hz) Seiial 6 ppm
a 9.21 (sa) 1 153.7 (C)
b 7.65-7-59 (d, 2H), 2 140.3 (CH)
c 7.43-7.37 (d, 2H), 3 137.0 (CH)
d 6.59-6.40 (d, 2H), 4 129.6 (C)
e 4.69-4.68 (d, 2H), 5 121.5 (C)
f 3.04-3.02 (1) 6 118.5 (CH)
7 83.3 (C)
8 82.1 (C)
9 40.0 (CHa)
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En el espectro de RMN-!H, se puede observar una sefial ancha a 9.21 ppm,
del proton a de la amina; entre 7.65 ppm y 6.40 ppm, se encontraron las sefales
asociadas al anillo de BODIPY. Las sefiales asociadas a la incorporacion de
propargilamina al anillo, se encontraron entre 4.69-4.68 ppm donde se observa un
doble de dobles, con constante de acoplamiento de 4.68 Hz, asignado a los protones
e, del metileno de la amina; y 3.04-3.02 ppm, donde se encontrd un triplete, con J=3.02

Hz, asignado para el hidrégeno f del triple enlace.

En el espectro de RMN-3C se encontraron las sefiales correspondientes a los
carbonos del anillo entre 153.7 ppm y 118.5 ppm; los carbonos cuaternarios del grupo
propargilo 7 y 8 corresponden a las sefiales que se observaron a 83.3 y 82.1
respectivamente; y a 40.0 ppm se encontro la sefial para el carbono secundario 9 unido

a la amina.

Tabla 9. Sefales del compuesto 6f en IR.

IR BODIPY amino (6b)
Sefial cmt
C=C-H estiramiento 3365
N-H estiramiento 3285
C=C 2126
C=N 1591
Cc=C 1552
C-N tension 1370
B-F 1063
B-N 730
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En el espectro de IR del compuesto 6f se pudo observar a 3365 cm™ la sefial
de estiramiento del enlace hidrégeno-carbono del acetileno; a 3285 cm se encuentra
la sefial de estiramiento nitrégeno-hidrégeno de una amina secundaria; en 2126 cm
se encuentra la sefial débil que se asocia al estiramiento de los carbonos unidos por
triple enlace del acetileno. Las sefales mencionadas anteriormente denotan la
formacion de la molécula propuesta. Estas y el resto de las sefiales que presenta el

BODIPY propargilo en el espectro de IR se muestran en la Tabla 9.

5.3.5 Caracterizacion estructural de BODIPY Glicina 6g

En la Figura 11 se enumeran los protones y carbonos, para la asignacion de

sefiales encontradas en la caracterizacion por RMN 'H y 3C, del compuesto 6g.

¢l 0. o 9
\/ \/O ©
e 7 1
f 8
NHa NH
c c 3 5 2 3
\ 5
d Na 6 N 6
\ N _ N= \ N N=—/
b - 4 -
/\
/\ AN

6g

Figura 11. Asignaciéon de protones (izquierda) y carbonos (derecha) en la estructura
del compuesto 6g.

En el espectro de RMN-'H, en 9.96 ppm se puede observar una sefial ancha
correspondiente al protén a de la amina; a 4.24-4.19 ppm se observa un multiplete,
asignado a los 3 protones e; en 4.12-4.09 ppm se encuentra un multiplete que se

asigna al proton f; la sefial de los protones g se encuentra a 1.23-1.15 ppm.

En el espectro de RMN-13C se puede observar una sefial a 168.3 ppm,
correspondiente al carbono cuaternario 1; a 62.0 ppm se encuentra la sefal para el
carbono secundario 7; en 47.8 ppm se muestra la sefial del carbono 8; por ultimo,

14.46 ppm se encuentra la sefial asignada al carbono secundario 7.

Las sefiales del compuesto 6g, encontradas en RMN se muestran en la Tabla
10
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Tabla 10. Sefiales del compuesto 6g en RMN-1H y RMN-13C.,

1H 13C
Sefial 6 ppm (J = Hz) Sefial o ppm

a 9.96 (sa, 1H) 168.3 (C)

b 7.62 (s, 2H) 149.3 (C)

c 7.48-7.43 (m, 3H), 130.9 (CH)

d 6.56-6.44 (m, 3H) 124.8 (CH)

e 4.24-4.19 (m, 3H) 115.7 (C)

f 4.12-4.09 (m, 1H) 110.3 (CH)

g 1.23-1.15 (m, 1H) 62.0 (CH2)
47.85 (CH2)

14.46 (2CHs3)

En el espectro de IR del compuesto 6g se pueden observar a 3218 cm™ la

sefal de estiramiento del enlace nitrégeno-hidrogeno de una amina primaria; a 2988

cm se encuentra la sefial de estiramiento de los carbono-hidrégeno alifaticos; en 1750

cm! se encuentra la sefial que se asocia al estiramiento carbono-oxigeno del carboxilo

de la molécula; en 1594 se encuentra la sefial de carbono-nitrégeno unido por doble

enlace. Las sefiales del compuesto 6g, encontradas en el espectro de IR se muestran
en la Tabla 11.
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Tabla 11. Sefales del compuesto 6g en IR.

IR BODIPY amino 6a
Sefial cmt
NH estiramiento 3218
C-H estiramiento 2988
C=0 1750
C=N 1592
c=C 1552
C-N 1344
B-F estiramiento 1040
B-N 755
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5.4 Caracterizacion estructural de los péptidos

En la Figura 12 se muestra la caracterizacion por IR de Ang I-Fmoc. Se
compara las sefiales de la resina de Wang, antes y después de unir el primer AA (Leu),
asi como una vez que se ha sintetizado el péptido Ang |. Se puede destacar la
desaparicion de una banda de OH aproximadamente a 3500 cm?, de la resina de
Wang; asi como la aparicion de la banda caracteristica del grupo carbonilo de amida
a 1700 cm, una vez que se han unido los AA. Esto nos indica que se llevé a cabo la

sintesis del péptido Ang | sobre la resina de Wang.

En la Figura 13 se observa la desaparicion de la banda de OH cuando se une
el primer AA (Phe) que es el mismo para los tres péptidos restantes. La formacion de
los enlaces peptidicos se denota por la aparicién de una banda pequefia a 1700 cm™?,
correspondiente al carbonilo de amida presente en la estructura de los AA, en los
péptidos Ang Il, Ang 11l 'y Ang IV.
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Figura 12. Espectro de IR de la resina de Wang antes, después del acoplamiento
del primer AA y la resina unida a Ang I-Fmoc.
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Figura 13. Espectro de IR de la resina de Wang antes, después del acoplamiento del

primer AAy la resina unida a Ang lI-Fmoc, Ang IlI-Fmoc y Ang IV-Fmoc.
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55 Caracterizacion espectroscépica de los compuestos fluorescentes
5.5.1 BODIPY S-metilo

La complejacion del compuesto 4 con BFs dio como producto el BODIPY 5y
su formacién se denota por la aparicion de emision de fluorescencia. EI compuesto 5
se caracteriz6 por FM para obtener informacion sobre su emision. Este presenta una
banda de excitacion a 503 nm, mientras que el maximo de emisién de la molécula se
encuentra a 535 nm (Figura 14).

1000

Intensidad (u. a.)
ey [o)] [0.0]
[w] Q o
o o o
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o

425 475 525 575
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de excitacion y emision de FM del compuesto 5 en DCM.

En la parte superior de la Figura 15, se muestra el compuesto 4 en solucion,
antes y después de ser irradiado con la longitud larga de una lampara manual de luz
UV. Se puede observar una solucion clara amarillo-naranja, la cual no muestra cambio
al ser irradiada por la lampara, a diferencia del compuesto 5 (inferior), que se observa
como una solucion clara color naranja, que bajo la luz natural ya muestra un halo
fluorescente en la superficie de la solucion y cuando es irradiado por la luz UV, fluérese
en color verde neon intenso, que corresponde con la longitud de onda de emisién a

535 nm, la cual se encuentra en la zona del espectro visible.
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Figura 15. Comparacion del compuesto 4 (superior) y el BODIPY 5 (inferior) en DCM,
antes y durante la irradiacion con luz UV.

5.5.2 Biconjugados

Se realizé la sustitucién del BODIPY 5 con cinco diferentes diaminas (EDA,
PDA, BDA, HDA, ODA). En todos los casos, se obtuvo un solido amarillo palido, que
en solucion presenta coloracion amarillo tenue, pero cuando se hace incidir radiacion
UV, presentan una emision de FM en el azul, que se puedo observar a simple vista
(Figura 16).

Figura 16. Fotografia de la fluorescencia observada en diferentes BODIPYs (de
izquierda a derecha: 5, 6a, 6b, 6f y 7) en soluciéon 1x103

En la Figura 17, se pudo observar las bandas de excitacién y emisién de los
BODIPY 5, 6a, 6b, 6f y 7 en acetonitrilo. El BODIPY 5 presenta una intensidad de
fluorescencia de 425 u. a. de fluorescencia, siendo superado en intensidad solo por el
BODIPY 6f, que presenta 723 u. a. de fluorescencia cuando se midieron en el mismo

disolvente y a la misma concentracién. El resto de los BODIPYs mostraron una notable
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disminucién de la intensidad de fluorescencia (6a: 100 u. a., 6b: 47 u. a. y 7: 170 u.

a.), en comparacion con su antecesor (BODIPY 5).
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200 ——P (6f) Ex

100
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0 — Col (7) Ex
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Figura 17. Espectros de excitacion y emision de FM para diferentes BODIPYs.

Los valores de las longitudes méaximas de excitacion y emision de las

moléculas presentadas en la Figura 17 se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Longitudes de onda de excitacion y emision maximas para diferentes

BODIPYs.
BODIPY | Excitacion | Emision | Intensidad
(nm) (nm) (u.a.)
5 486 529 425
6a 400 458 100
6b 396 451 47
6f 404 463 723
7 396 450 170

EI BODIPY 6a, se modifico en el extremo de la amina primaria con un derivado
de colesterol, dicha modificaciéon se tradujo en un incremento en la intensidad de
fluorescencia de 70 u. a. y un desplazamiento hipsocrémico de 8 nm en la longitud de
onda de emision.
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La sustitucion del BODIPY S-metilo en la posicibn meso con diferentes aminas,
genera sin excepcion un desplazamiento hipsocromico de la banda de emision,
pasando de emitir en verde (BODIPY S-metilo) a emitir en el azul, como es el caso de
todos los biconjugados presentados en esta seccién.** Al ser un grupo electrodonador,
la sustitucion del amino en la posicion meso deberia provocar un efecto batocrémico,
pero la N-sustitucion en esta posicion desestabiliza al orbital LUMO, aumentando la
diferencia energética entre HOMO y LUMO, provocando asi un desplazamiento

hipsocromico de unos 100 nm con respecto al BODIPY original.

5.5.3 Estudio de fluorescencia en diferentes disolventes

La finalidad de sintetizar diferentes bioconjugados fluorescentes es usarlos en
aplicaciones de caracter bioldgico, por lo que se requirié estudiar la fluorescencia de

dichos compuestos en agua como disolvente.

En la Figura 18 se muestran los espectros de emision de fluorescencia de los
BODIPY 5y BODIPY 6a en acetonitrilo y agua.
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Figura 18. Espectros de emision de fluorescencia de BODIPY 5 y BODIPY 6a en

acetonitrilo y agua.
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En la Tabla 13 se resumen las longitudes de onda de emisién y las

intensidades de las moléculas, evaluadas en diferentes solventes.

Tabla 13. Longitudes de onda de emisién maximas de los BODIPY 5y 6a en
diferentes disolventes.

Solvente Acetonitrilo Agua
BODIPY Emisién Intensidad (u. | Emisién (nm) | Intensidad (u.
(nm) a.) a.)
5 529 425 529 125
6a 458 100 469 145

El cambio de disolvente (acetonitrilo por agua) no afecto la longitud de onda
de emision de fluorescencia para el BODIPY S-metilo, sin embargo, se encontré una
disminucién de la intensidad de fluorescencia de 300 u. a., quedando con 125 u. a.
como intensidad final. No ocurrié lo mismo para el BODIPY amino 6a, para el cual se
encontré que, la longitud de onda de emision presentaba un desplazamiento
batocromico de 11 nm, ademas, la intensidad de emision aument6 por 45 u. a. al

evaluar su FM en agua.

La explicacion a dicho fendmeno se encuentra en las estructuras resonantes

de cada molécula, asi como en la naturaleza de los disolventes utilizados.

Las estructuras resonantes que presenta el BODIPY 5, presenta las cargas

positivas en los nitrégenos del anillo, ambos unidos a boro (Figura 19).

« -
SN AN J N NF
\ N = NN /
/ N\ /N

Figura 19. Estructuras resonantes del BODIPY S-metilo.
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El acetonitrilo es un solvente polar aprético. Lo suficientemente polar para
solubilizar la molécula. Por otro lado, el BODIPY 5 no presenta buena solubilidad en
agua, motivo al que se le puede atribuir la disminucion de la intensidad de
fluorescencia. Ademas, no se generan interacciones considerables con las cargas de
la molécula para generar cambios estructurales que afecten la longitud de onda de
emision.

Las estructuras resonantes del BODIPY 6a, a diferencia del BODIPY 5,
muestran la posibilidad de que la carga positiva en la molécula se encuentre en el
atomo unido al carbono meso. En el caso de acetonitrilo, el nitrégeno puede compartir
sus electrones libres con el anillo de BODIPY, generando dos zonas diferentes de
electrones 1, lo cual rompe la conjugacion en el anillo y por lo tanto genera una

disminucién en la intensidad de fluorescencia (Figura 20).

Figura 20. Estructuras resonantes del BODIPY 6a.

Cuando el BODIPY 6a se analiza en agua, se puede observar un aumento en
la intensidad de fluorescencia y un desplazamiento batocromico en la longitud de onda
de emisién. Esto sucede debido a que los protones del agua pueden interactuar con
los electrones libres del nitrégeno en la posicion meso, por lo que estos ya no estan
disponibles para contribuir en la estructura resonante, y no sucede la ruptura de la
conjugacion que se genera en el anillo, como cuando la molécula se encuentra en

acetonitrilo.
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Figura 21. Estructura del BODIPY 6a en agua.

5.5.4 Estudio de pH con BODIPY amino 6a.
Se realiz6 un estudio variando el pH de la solucion de BODIPY amino 6a en
agua, para comprobar la interaccién de los electrones del nitrégeno meso con los

electrones conjugados del anillo.

El pH del BODIPY 6a en agua fue neutro (7.08) y mostré6 126 u. a. de
intensidad de fluorescencia. Cuando a la solucién se le agregé acido, esta pas6 a un
pH de 2.13 y se observo un aumento de 8 u. a. en la intensidad de fluorescencia. Lo
contrario ocurrié cuando la solucion se volvié basica, con un pH de 11.83, ya que se
abatié la fluorescencia de BODIPY 6a por 111 u. a. de intensidad, con respecto al
BODIPY 6a a pH neutro (Figura 22).
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Figura 22. Estudio de pH para el BODIPY 6a.
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Regularmente, nUmero mayor de estructuras resonantes lleva a un primer
estado excitado mas estable y como consecuencia, desplazamiento de la

fluorescencia a la region ultravioleta.

pH basico

Hi\i/\NH2
7 7
——N N / \
/\
=
pH acido
H
H—\N+/\NH2
A
LN /
A

Figura 23. Estructuras resonantes de la forma bésica y acida del BODIPY amino 6a.

El cambio en la emision de compuestos de este tipo se debe al diferente
namero de estructuras resonantes asociadas con la forma &cida o béasica de la
molécula. Sin embargo, aunque en la forma béasica la molécula presenta un niamero
mayor de estructuras resonantes, una de ellas rompe la conjugacion en el anillo de
BODIPY, por lo que la fluorescencia se abate casi por completo. A diferencia de la
forma &cida, que, aunque posee un nimero menor de estructuras resonantes, ambas
mantienen la conjugacion electronica del anillo, por lo que la intensidad de

fluorescencia aumenta (Figura 23).
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5.6 Union de BODIPY 5 a los péptidos

Anteriormente se han realizado sustituciones en la posicion meso del BODIPY
5 por aminas primarias, por ello, una vez que se desprotegi6 la amina terminal de los
péptidos, se llevo a cabo la unién directa del BODIPY 5. En la Figura 24 se observo
las estructuras completas de los cuatro péptidos unidos a la resina de Wang. Se
plante¢ realizar la uniébn de BODIPY como un AA mas, es decir, cuando el péptido se
encuentra unido a la resina, esto para aprovechar las ventajas de la sintesis en fase

solida.

NH H
HN S 0 NH HN
i HN
HoN
HE HN o
o © N=\ H HN NH
MH HN=( N
O—o Y OH NH Ho 0% 0
o o] I/ |
0 HaN
o] 2 HO
-/_ "\ \\_/
(HaN ) 0
~ HO

Ang |: H-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-OH Ang ll: H-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-OH

HN
%31 )
Ang Il oj/}”\ Ang IV CB:{
HNT Yy NH()g o} O\o NHO INIJ\T/H
N N AN

O’ H A
OH

Ang lll: H-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-OH Ang IV: H-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-OH

Figura 24. Estructuras de las cuatro diferentes angiotensinas (Ang I, Ang Il, Ang lll y
Ang IV)

En la Figura 25 se pudo observar el espectro de IR de los cuatro péptidos

antes y después de la union directa del compuesto 5. Debido a que las sefales de
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BODIPY 5 se traslapan en el espectro con las de los grupos presentes en los péptidos

y la resina, no fue posible distinguir alguna sefial que denotara la union de las

moléculas.
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Figura 25. Espectros IR de la union de BODIPY a las angiotensinas.

La inspeccion visual realizada a los péptidos unidos a la resina de Wang,

mostré un cambio en el color en las esferas de la resina, es decir, la resina se tifi6 del

color de la solucion de BODIPY utilizada para realizar la union (Figura 26).
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Péptidos unidos a resina

Figura 26. Fotografias de los péptidos en la resina, antes y después de unirse al
BODIPY 5.

La unién del compuesto 5 se monitorizd por FM, el abatimiento de la

fluorescencia en la solucién de BODIPY siguiere que la molécula ya no esta presente

en la solucién debido a que se encuentra unida al péptido que, a su vez, esta soportado

sobre la superficie de la resina (Figura 27).
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Figura 27. Fluorescencia molecular de la solucion de union de BODIPY 5.
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5.7 Microscopia confocal de laresina

Se realiz6 un estudio de microscopia confocal del péptido unido a la resina de
Wang, antes y después de la union del compuesto 5. Esto para confirmar los resultados

obtenidos en el estudio realizado a la solucion, utilizada para unir el BODIPY al péptido.

En la Figura 28 se puede observar la imagen de algunas esferas de resina de
Wang. En la primera columna se muestran las esferas en el canal azul; en la segunda,
las mismas esferas en el canal verde; en la tercera, ambos canales juntos; en la cuarta

columna se muestra un alejamiento de la muestra en el canal azul.

En las filas a, ¢, e y g se observan Ps-Ang I-Fmoc, Ps-Ang lI-Fmoc, Ps-Ang
llI-FFmoc y Ps-Ang IV-Fmoc, respectivamente. Los cuatro péptidos muestran
fluorescencia en ambos canales, esto pudiera deberse a que algunos AA presentes en
los péptidos sintetizados emiten fluorescencia por si solos. Las imagenes muestran
gue tanto la fluorescencia azul como la verde se encuentran sobre la superficie y el
interior de la resina. Esto debido a que la unién de los AA no se da exclusivamente
sobre la superficie, ya que pueden llegar a formarse enlaces con los grupos que se
encuentran al interior de la resina. En las filas b, d, f y h se muestran las imagenes de
Ps-Ang I-BDP, PS-Ang 1I-BDP, Ps-Ang IlI-BDP y Ps-Ang IV-BDP, respectivamente.
Estas muestras presentan fluorescencia en ambos canales (al igual que las muestras
gue no se hicieron reaccionar con el compuesto 5), sin embargo, se puede observar
un aumento de la fluorescencia sobre la superficie de la resina, en el canal azul, lo que
sugiere que el compuesto 5 reacciond principalmente con las cadenas peptidicas
ancladas en la superficie de la resina. También se puede notar un aumento en la
fluorescencia en el canal verde, distribuido en toda la resina, lo que puede deberse a

residuos de compuesto 5 que quedaron inmersos en la misma.

En las imagenes de alejamiento en el canal azul, se puede observar que no
todas las esferas muestran el mismo aumento de fluorescencia en la superficie, lo que
indica que no todas las esferas de resina reaccionaron correctamente con el

compuesto 5. A pesar de que los resultados obtenidos en este estudio sugieren que
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las reacciones no se llevaron a cabo homogéneamente a lo largo de toda la resina, si

confirman que se unid el compuesto 5 a los péptidos sintetizados.

Azul Verde Azul + Verde Alejamiento azul

Figura 28. Imagenes de microscopia confocal de los péptidos unidos a la resina de
Wang.
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Figura 29. Imagenes de microscopia confocal de los péptidos unidos a la resina de
Wang. Continuacion
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VI.

1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

El efecto del disolvente (CDM, ACN y H20), en el BODIPY 5 present6
variaciones pequenfas de las bandas de absorcion y emision todas en la region
del verde.

Se prepar6 una biblioteca de derivados de BODIPY 5, con sustitucion en la
posicibn meso por una amina. Este cambio en la posicion provocd un
desplazamiento hipsocromico en la longitud de onda de emisién, por lo que los
nuevos BODIPYs emitieron en la region del azul.

El método utilizado en el acoplamiento de moléculas de interés biol6gico como
aminoacidos y derivados de colesterol al BODIPY 5 fue una metodologia viable
para obtener derivados fluorescentes de las mismas.

ElI BODIPY 6a, presento diferentes estructuras resonantes cuando se encontrd
en su forma bésica o 4cida, por lo que un medio acido favorece la fluorescencia
y un medio basico la abate. Por lo tanto, este compuesto se puede aplicar
como sensor de pH.

El método de acoplamiento de péptidos fue utilizado para obtener la unién del
BODIPY 5 a los péptidos Ang |, Ang Il, Ang Il y Ang IV. Por lo tanto, esta

metodologia es efectiva en el marcaje de péptidos.
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CAPITULO II: QUIMICA CLICK
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INTRODUCCION

El grupo de Karl Barry Sharpless definio a la quimica click como reacciones
cuyo objetivo es unir dos bloques de construccién moleculares, de manera selectiva y
bajo condiciones de reaccion suaves, obteniendo rendimientos altos, generando solo
subproductos de reaccion inofensivos y faciles de separar por meétodos no
cromatograficos. Con ello definio las caracteristicas que deberian tener las reacciones
gue pretenden ser utilizadas para la modificaciéon de material biolégico, como es el
caso de la formacién de bioconjugados.*® Entre las caracteristicas mas deseadas en
el proceso de quimica click se encuentran compatibilidad con agua u oxigeno; se
pueden utilizar materiales y reactivos disponibles facilmente; se puede llevar a cabo
en ausencia de solventes o con solventes inofensivos y sencillamente removibles,
ademas de obtencién de productos faciles de aislar y estables bajo condiciones

fisioldgicas.*®

Entre las reacciones click mas comunes se encuentran las reacciones tiol-eno,
reacciones de oximas, reacciones de Diels Alder, adicion de Michael y reacciones
piridilsulfoniluradas; sin embargo, la reaccion mas conocida y en la que se piensa

cuando se habla de quimica click es la cicloadicién de alquinos con azidas organicas.*’
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I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 Justificacion

La quimica click permite realizar la union de dos moléculas con buena
selectividad y en condiciones de reaccion suaves, indispensables en el manejo y
modificacion de material biolégico, por lo que el estudio de la reaccién es importante
para encontrar las condiciones de catdlisis Optimas, compatibles con sistemas

biolégicos.
2.2 Objetivo general

El objetivo general de este apartado es estudiar las condiciones 6ptimas de
catdlisis en la reaccién de click, para poder ser utilizadas en la formacién de

bioconjugados.

2.3 Objetivos especificos
I Estudiar el efecto de diferentes fuentes de cobre*! en la reaccién click modelo,
mediante la preparacién del catalizador por métodos in situ:
a) Por la reduccién quimica de sales de Cu*? en soluciéon y
b) Por la oxidacion de cobre metéalico en una celda electroquimica de tres
electrodos.
il. Encontrar las condiciones Optimas para la reaccion click con los reactivos
modelos utilizados en el estudio.
iii. Sinterizar bioconjugados con las condiciones 6ptimas de la reaccion click
encontradas en el estudio.
V. Caracterizar los productos de reaccidon por técnicas espectroscopicas:
Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), UV-vis y Fluorescencia

Molecular (FM); y espectrométricas; Espectrometria de Masas (EM).
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Il ANTECEDENTES
3.1 Reaccidn cicloadicion alquino-azida catalizada con cobre

El grupo de Huisgen fue el primero en realizar la cicloadicion 1,3 dipolar de
azidas con alquinos terminales en 1963. La cicloadicion de Huisgen origina la mezcla
entre los productos 1,4 y 1,5-disustituidos. La reacciéon se lleva a cabo mediante

calentamiento (60-120°C) y puede durar de horas a dias (Esquema 14).4®

N

A\

.
R, N N N
e R N\ Ri—, X\
N 60-120°C N7 Ny N N

_— —+
+ horas a dias

R2 R2
Ry—/——
2 1:1

Esquema 14. Reaccién de cicloadicion 1,3 dipolar de Huisgen.

El grupo de investigacion de Sharpless reporto en el afio 2002, la reaccion de
click 1,3-dipolar, la cual es catalizada con Cu*l. La reacciéon se lleva a cabo a
temperatura ambiente y tiene conversiones altas en tiempos menores que la
cicloadicién sin catalizar reportada por Huisgen, ademas, es regioselectiva para la
obtencion de los triazoles 1,4-disustituidos (Esquema 15).49

N
R NP g
\':‘/ R1\N/ \N
Cu(l)
_—
+ temperatura ambiente, (\
6-36 horas R,

R2

Esquema 15. Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar entre azidas y alquinos terminales
catalizada con cobre.
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La CuAAC se ha convertido en uno de los modelos mas utilizados en el estudio
de farmacos, sintesis organica y ciencia de los materiales debido a su campo de
aplicacion amplio, su facil implementacion y los rendimientos de reaccion altos,
ademas de que no se ve afectada por la presencia de grupos funcionales, puede

proceder con diversas fuentes de Cu*t.4750

El uso de la quimica click se ha visto incrementado en aplicaciones de diversas
disciplinas, como quimica organica, quimica farmacéutica, ciencia de materiales,

polimeros, sobre todo, en bioconjugacion, etc.>?

El grupo de Bharathiy y colaboradores reporté una sonda de imagen con la
reacciéon cicloadicion 1,3-dipolar, en la cual se inmoviliza selectivamente
bioconjugados en fase sdlida. Los analogos de azido cumarina se hicieron reaccionar
con alquinos (no fluorescentes) para formar triazoles fluorescentes, Utiles para

aplicaciones biolégicas, especialmente para etiquetado in vivo.*

3.2 Electro sintesis organica

La electroquimica es un método limpio que permite obtener muchos
intermediarios de reaccion de forma no termal. Las moléculas pueden ser activadas
por la adicion o remocién de electrones mediado por un electrodo. Las conversiones
en electroquimica son limpias, se pueden llevar a cabo directamente en el electrodo,
usando un electrodo para generar una molécula reactiva o un reactivo de transferencia

de electrén.>?

La electro sintesis organica se considera un método verde ya que permite
reemplazar oxidantes o reductores toxicos, se pueden generar reactivos inestables o
peligrosos para el ambiente de manera in situ, esto reduce el gasto energético,
ademas, como el flujo de electrones se puede controlar mediante el voltaje aplicado,

las reacciones se pueden llevar a cabo a temperatura ambiente.%3

En todos los casos las reacciones se realizan en celdas electroguimicas, que

son faciles de construir. Se utilizar una solucién de un electrolito de soporte en un
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solvente polar para mejorar la conductividad del medio. El electrolito generalmente es
una sal, debiendo trasportar la corriente que pasa entre los electrodos, ademas de ser

inerte al potencial de oxidacién o reduccion utilizados.5?

Las celdas deben tener un anodo y un catodo. El electrodo donde se realiza la
reaccion deseada se conoce como electrodo de trabajo, el potencial del electrodo de
trabajo se puede controlar con respecto a un electrodo de referencia. El circuito
eléctrico se cierra utlizando un tercer electrodo, que se conoce como

contraelectrodo.>?

La energia es modificada utilizando una fuente de poder, el catodo va
conectado al polo negativo de la fuente de poder de corriente directa, y el anodo al
polo positivo.>? En una reaccién electroquimica, las moléculas son activadas por la
adicion o remocion de electrones en la superficie de un electrodo. La adicién de un
electrén proveniente del catodo al LUMO de la molécula genera la reduccion, mientras
gue en el anodo ocurre lo contrario, la remocién de un electrén del HOMO da como
resultado la oxidacion de la molécula. La trasferencia electronica a la molécula ocurre
en la superficie del electrodo y se considera un proceso heterogéneo, la reaccion

guimica deseada procede en la solucién.53

3.3 Hipotesis

El estudio de la catalisis de la quimica click permitira encontrar las condiciones
de reaccion éptimas, para realizar la union de materiales de interés biol6gico, de forma

rapida y con rendimientos de conversion altos, para la generacién de bioconjugados.
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V. EXPERIMENTAL
4.1 Generalidades

El desarrollo de la sintesis convencional de triazoles se realizo en el laboratorio
de sintesis organica en fase sdlida. El desarrollo de la sintesis electroquimica se
realizé en el laboratorio de tratamiento de aguas. Ambos laboratorios se encuentran
en las instalaciones del Centro de Graduados e Investigacién en Quimica, del Instituto

Tecnologico de Tijuana.
4.2 Técnicas analiticas

Los espectros de RMN de 'H y 13C, fueron obtenidos con un equipo Varian de
200 MHz modelo Mercury a 300 K, usando tubos con 5 mm de muestra en CDCIs y/o
dimetil sulfoxido (DMSO-ds) con tretametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico (8) estan expresados en partes por millon (ppm).
En la parte superior de los espectros se muestra el desplazamiento quimico de las

sefales, mientras que en la parte inferior se muestra su area bajo la curva.

Los espectros de IR fueron obtenidos con un espectrofotometro de infrarrojo
Perkin Elmer FT-IR 1600.

Los espectros de masa fueron obtenidos con un espectrometro de masas

Agilent Technologies 5975C MS a 70 eV por insercion directa.

La morfologia y la composicion elemental de la superficie fueron determinadas
con un microscopio electronico de barrido de emisién de campo (FESEM) JEOL 7800F
Prime. La espectroscopia de energia dispersiva (EDS) se determiné con un Bruker
QUANTAX 200.

La voltamperometria ciclica se realiz6 usando un potentiostato-galvanostato
BASI. Las electrolisis para sintesis de triazoles se llevaron a cabo usando un

potentiostato-galvanostato Autolab. En ambos equipos se utilizé el software Epsilon.
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4.3 Cromatografia

Los compuestos sintetizados fueron detectados por cromatografia de capa
fina, utilizando placas de gel de silice 60 sobre soporte de aluminio, con indicador F2sa,

siendo reveladas por exposicion a la luz UV.

4.4 Sintesis de triazoles por metodologia convencional

A partir del uso de bromuro de bencilo (1), azida de sodio (2) y un alquino
(fenilacetileno (3a), 3-hidroxifenilacetileno (3b) o 1-etinilnaftaleno (3c), segun el
experimento), se probd el sulfato de cobre (CuSO4+5H20) como reactivo modelo
precursor de Cu*l, para obtener los triazoles 4a-c. Los compuestos 4a-c se utilizaron

como productos modelo para el estudio del rendimiento obtenido en la reaccion click.

En un vial de 20 mL se agregaron 4 mL de una mezcla tert-butanol/agua (t-
BuOH/H20) en proporciones 1:1, bromuro de bencilo (0.100 mL, 0.840 mmol, 1 eq.) y
azida de sodio (60.1 mg, 0.924 mmol, 1.1 eq.), se dejé en agitacién por 8 horas.
Posteriormente se agrego ascorbato de sodio (15 mol%, 0.126 mmol), sulfato de cobre
(5 mol%, 0.042 mmol) y por ultimo, se agrego el alquino correspondiente segun el
experimento: fenilacetileno (0.092 mL, 0.840 mmol), para obtener el 1-bencil-4-fenil-
1H-1,2,3-triazol (4a); 3-hidroxifenilacetileno (0.056 mL, 0.840 mmol), para obtener el
3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenol (4b); o 1-etinilnaftaleno (7) (0.120 mL, 0.840
mmol), para obtener el 1-bencil-4-(naftalen-1-il)-1H-1,2,3-triazol (4c); como se muestra

en el Esquema 16.

La mezcla se dejo en agitacién vigorosa durante 60 minutos. El crudo de
reaccion se filtr6 con una capa de tierra de diatomécea pequefia y silica gel,
posteriormente se extrajo con 100 mL de acetato de etilo (AcOEt). La fase organica se
concentr6 a presion reducida (170 mbar, 50°C) hasta obtener los sdlidos

correspondientes a los compuestos 4a-c.
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: N\
Br CuSO4 (5 mol%)
+ NaN3 +
t-BuOH/H20 (

1 2 3a Ascorbato de sodio (15 mol%)

: N—
CuSOy4 (5 mol%)

OH >

t-BUOH/H20 (1:1)

—Z
Z/

Br
+ NaN3

% =z

1 2 3b Ascorbato de sodio (15 mol%)

4b

: N\
Br CuSO4 (5 mol%)
+ NaNj +
Q t-BuOH/H20 (1:1)

3¢ Ascorbato de sodio (15 mol%)

Esquema 16. Reaccién click usando sulfato de cobre como precursor metélico, por el

método convencional.

4.5 Sintesis de triazoles por oxidacion electroquimica

4.5.1 Preparaciéon de solucion de electrolito

El equivalente a 0.1 mmol de sal de tetrabutilamonio tetrafluoroborato
(TBATFB) se colocd en un matraz con 40 mL de tert-butanol/agua (1:1), la mezcla se
mantuvo en agitacion magnética por 2 minutos para disolver el sélido, después se paso

a un matraz volumétrico y se afor6 a 50 mL.

85



ee PROTECTED BE{Z& 4V i
IV.  EXPERIMENTAL

4.5.2 Oxidacién electroquimica de cobre metalico

En una celda electroquimica de 20 mL se colocaron 4 mL del electrolito de
soporte. Se us6 un sistema tipico de 3 electrodos: una placa de Cu® de alta pureza
(0.25 cm? de area) se usé como electrodo de trabajo (ET), un alambre de Pt se usé
como contra electrodo (CE), y un alambre de Ag/AgCl inmerso en una solucion
saturada de KCl/tert-butanol/agua (1:1) como electrodo de referencia. Se realizdé una
voltamperometria ciclica de la placa de Cu® para seleccionar el potencial de
electrooxidacion apropiado para la evaluacion. El potencial del electrodo se usé para

la electrosintesis de triazoles.>*
45.3 Oxidaciéon de cobre por pulso continuo

En una celda electroquimica de 20 mL se agregaron 4 mL del electrolito de
soporte, el electrodo de Cu®, el electrodo de Pty el electrodo de Ag/AgCI/CI™ sat ki (ert-
butanol /agua). POSteriormente se agregaron los reactivos para la sintesis de triazoles:
bromuro de bencilo (0.1200 mL, 0.840 mmol, 1 eq.), azida de sodio (60.1 mg, 0.924
mmol, 1.1 eq.) y por ultimo, se agregd el alguino correspondiente segun el
experimento: fenilacetileno (0.092 mL, 0.840 mmol), para obtener el 1-bencil-4-fenil-
1H-1,2,3-triazol (4a); 3-hidroxifenilacetileno (0.056 mL, 0.840 mmol), para obtener el
3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenol (4b); o 1-etinilnaftaleno (7) (0.120 mL, 0.840
mmol), para obtener el 1-bencil-4-(naftalen-1-il)-1H-1,2,3-triazol (4c); como se muestra

en el Esquema 17.

La mezcla de reaccion se dejo en agitacidon magnética y se inyecto atmosfera
inerte, simultineamente, se aplic6 un potencial de 0.3 V con un
potenciostato/galvanostato, por 60 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion, la
mezcla se filtré con una capa de tierra de diatomacea y silica gel, posteriormente se
extrajo con 40 mL de AcOEt. La fase organica se concentrg a presion reducida (240

mbar, 50 °C) hasta obtener los productos 4a-c secos.
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NN
o 3V =
TBATFB

t-BUOH/H,0 (1:1) 4a

N
o 3V N7y
——
TBATFB
tBuOH/HQO (1:1)

4b

N—N
SN
on— o 3V =
OO TBATFB
t-BUOH/H,0 (1:1)
4c

Esquema 17. Triazoles obtenidos por la reaccion de electro-click.

454 Oxidaciéon de cobre por pulso inverso:

En una celda electroquimica de 20 mL se agregaron 4 mL del electrolito de
soporte, el electrodo de Cu, el electrodo de Pt y el electrodo de Ag/AgCI/Cl sacl (tert-
butanol/agua). POSteriormente se agregaron los reactivos para la sintesis de triazoles:
bromuro de bencilo (0.100 mL, 0.840 mmol, 1 eq.), azida de sodio (60.1 mg, 0.924
mmol, 1.1 eq.) y fenilacetileno (0.092 mL, 0.840 mmol).

La mezcla de reaccion se dejo en agitacion magnética y se inyectd atmaosfera

inerte, simultaneamente, se aplicdé un programa de pulsos por 1 hora, alternando un
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potencial de oxidacién de 0.3 V por 60 segundos con un potencial de reduccion de -

1.0 V por 30 segundos (Esquema 18).

\\ cuP N%N\
+
TBATFB 4a
tBUOH/H,O (1:1)

Esquema 18. Reaccidn electro-click por pulso inverso

1-bencil-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (4a): Solido blanco; Rendimiento: ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.; P.f.: 119-121°C; IR(ATR): 3142-3027,1609-
1548, 1077-1026, 725-695, 830 cm; RMN-!H (CDCls, 200 MHz): & 7.80-7.77 (m, 2H),
7.66 (s, 1H), 7.42-7.29(m, 8H), 5.55 (s, 2H); RMN-13C (CDCl3, 200 MHz): & 148.0 (C),
134.7 (C), 130.5 (C), 129.1 (3CH), 128.8 (4CH), 128.0 (3CH), 125.7 (CH), 54.2 (CH>);
EM (e/m): 235.0 uma.

3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenol (4b): Sdlido viscoso verde olivo; Rendimiento:
ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.; IR(ATR): 3684-3160, 3136-
3027, 1636-1511, 1226, 1057, 830 cm; RMN-'H (CDCls, 200 MHz): & 8.96 (s. 1H),
7.78 (s, 1H), 7.36-7-32 (m, 6H) 7.23-7.20 (m, 2H), 6.81-6.79 (d, 2H) 5.56 (s, 2H); RMN-
13C (50 MHz, CDCls): & 157.8 (C), 148.1 (C), 134.9 (2C), 131.7 (2CH), 129.9 (2CH),
129.1 (2CH), 128.0 (CH), 120.0 (CH), 115.6 (2CH), 54.1 (CH2); EM (e/m): 251.1 uma.

1-bencil-4-(naftalen-1-il)-1H-1,2,3-triazol (4c): Aceite café rojizo; Rendimiento: ver
iError! No se encuentra el origen de la referencia.; IR(ATR): 3147-3033, 1508-
1412, 1053, 803 cml; RMN-!H (CDCls, 200 MHz): & 8.40-8.37 (d, 1H), 7.75 (s, 1H),
7.72-7.70 (dd, 1H), 7.54-7.52 (m, 4H), 7.42-7.40 (m, 6H), 7.28 (s, 1H), 5.68 (s, 1H);
RMN-13C (50 MHz, CDCls): & 147.4 (C), 134.7 (C), 133.9 (C), 131.1 (C), 129.2 (C) ,
128.9-128.9 (CH) 128.2 (3CH), 127.2 (2CH), 126.6 (2CH), 126.0 (2CH), 125.5 ( CH),
125.3 (CH), 122.4 (CH), 54.3 (CH2); EM (e/m): 285.1 uma.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Oxidacion electroquimica de cobre metalico

El Cu® como electrodo anddico, forma especies Cu*' y/o Cu*? en medio
acuoso®>°6:57.58 E| proceso de formacion de especies Cu*! puede ser controlado,
controlando el potencial del electrodo y las condiciones de la solucién.

La placa de Cu se sumergié en el electrolito de soporte para determinar el
comienzo de su potencial de electro oxidacion, en TBATFD disuelto en tert-
butanol/agua, los cuales sirvieron como electrolito de soporte. Se realiz6 una
voltamperometria ciclica bajo estas condiciones, a partir de la Figura 30 se puede
observar que a 0.3 V vs. Ag/AgCI/Cl- sat KCI es el comienzo del potencial para la
electro disoluciéon de Cu, en el medio de reaccién compatible con la sintesis de
triazoles, dicho potencial es mas positivo comparado con el valor termodinamico de la
electro oxidacion de Cu® a C*? en medio acuoso (0.12 V vs. Ag/AgCI/Cl- sat KCI) y el
mismo que Cu® a Cu*!, confirmando la formacién de Cu*! en la superficie del electrodo.
Para la sintesis organica electro-asistida (SOEA) de triazoles a un potencial constante,
se usé el potencial de 0.3V vs. Ag/AgCI/Cl- sat KCI, asumiendo que la electro-
oxidacion seria muy lenta a este potencial del electrodo.®

1(pA)
2000

1500
1000

500

03 V/AE/AECVCl]sa\ TBATFB)

-500 -~

-1000
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

E (V/Ag/AgCl/Cl o tanres)

Figura 30. Voltamperometria ciclica de la placa de Cu® en el electrolito de soporte
(TBATFB en tert-butanol/agua).
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5.2 Comparacion de rendimientos entre método convencional y oxidacién
electroquimica

Se realiz6 la sintesis de tres diferentes triazoles catalizada por la oxidacion
electroguimica de una placa de Cu®. La oxidacion se llevo a cabo aplicando un pulso
constante de 0.3 V.

La SOEA de triazoles fue registrada en una gréafica de corriente contra tiempo,
representada por la electrolisis de una celda sin division de tres electrodos, usando
como ET una placa de Cu® de alta pureza, para producir un catalizador sélido para la
sintesis a temperatura ambiente (Figura 31). Para los tres triazoles se puede observar
una caida en la corriente similar entre si, sugiriendo la pasivacion de la superficie
después de los primeros 8 minutos de la reaccion, aproximadamente. La pasivacion
de la superficie es principalmente, un efecto producido por los triazoles. Estos

compuestos son bien conocidos por su acciébn como inhibidores de corrosion

metalica.t
1 (WA)
300
— Triazole 1
—— Triazole 2
250 —— Triazole 3
200
150
100
50
0 1000 2000 3000

t(s)

Figura 31. Electrdlisis de la electro-oxidacion de Cu a un voltaje constante
0.3V/Ag/AgCI/Cl sat kci(tert-butanoliagua) Using TBATFB 1mM como electrolito de soporte.
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Los rendimientos obtenidos por este método de sintesis se compararon con
los obtenidos por el método tradicional reportado, en el cual se utiliz6 CuSO4 y
ascorbato de sodio para catalizar la reaccion. En la Tabla 14 se presentan los reactivos
y rendimientos de reaccion utilizados en los dos diferentes métodos. Se puede
observar que en ambos procedimientos los rendimientos siguen una misma tendencia,
los rendimientos mas altos fueron obtenidos en el alquino policiclico, sugiriendo una
mejor catalisis para la reaccion click para triazoles voluminosos.

Tabla 14. Comparacion entre los rendimientos de reaccion obtenidos entre el método
convencional de sintesis de triazoles y el método electroquimico.

Equivalente
Rendimiento a 60 minutos Molar
Azida Alquino Producto Electrolitico
Método Método
Convencion | Electrochemic Cu*(uM)
al (%) 0 (%)

N=n
N

A~y — d % 56 78 1.36
4a

g > N/N§N
= H /
/\N3 OH 66 86 1.94
HO
4b

N=N

A~ g — dﬂ 61 90 1.18
4c

El método convencional muestra un 56% de rendimiento a 60 minutos, para el
compuesto 4a, mientras que, en el mismo tiempo, el método electroquimico muestra
un rendimiento del 78%, lo que representa un incremento del 22% en el desempefio
de la reaccion. Para el compuesto 4b, el método electroquimico nos da un rendimiento

del 86%, dando un incremento del 20% comparado con el rendimiento obtenido del
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método general (66%). Para el compuesto 4c, el método general muestra el
rendimiento mas modesto de 61%, el cual fue mejorado notoriamente por el método
electroquimico con un incremento de casi 30%, mostrando un 90% del rendimiento de
reaccion en una hora. El método electroquimico muestra incrementos de mas de 20%
en el rendimiento de reaccién en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones que
el método convencional. Estos resultados indican que la formaciéon de Cu*! en la

superficie de la placa de CuP fue eficiente, lo cual aumentd la velocidad de la reaccion.
5.3 Estudio de la superficie y analisis elemental por FESEM

El estudio de morfologia de la placa de Cu®, antes y después de la SOEA, se
realizé por FESEM y analisis elemental EDS. Las dos muestras fueron analizadas sin

ninguna preparacion adicional para el estudio.

La Figura 32. Imagen de FESEM de la placa de Cu: a) Antes de la electrdlisis,
b) Después de la electrolisis, ¢) Mapa de andlisis elemental EDS, antes de la
electrolisis, d) Mapa de analisis elemental EDS EDS, después de la electrolisis. permite
describir el efecto de la oxidacion electroquimica en el ET. En el apartado b y ¢ se
puede observar el cambio que sufrid la placa, al formarse nuevas especies sobre la
superficie. Durante la SOEA, la placa de Cu® pareci6 disolverse lentamente en el medio
de reaccion y se volvié azul, color que se revel6 en mayor superficie de la placa
conforme avanzé el tiempo de reaccion. Esto es un claro indicador de la formacion de

CU+1.61

Después de la electrdlisis, pequefios orificios se formaron en la superficie del

ET, lo que demuestra el desprendimiento de especies por efecto de la oxidacién.

La Tabla 15 muestra el analisis elemental de EDS de la placa de Cu antes y
después de la electrdlisis. Estos resultados indican que una nueva fase de Cu se ha
formado y mediante la postulacion de un mecanismo de reaccién, se propone que la
nueva fase es Cu20. Se ha reportado anteriormente que Cu20 se puede formar como

sélido cristalino mediante deposicion electroquimica en Cu®.?
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N .
L 1pm ITT-JEOL 6/20/2017 ITT-JEOL 6/30/2017
5.0KV LED SEM WD 15.2mm 15:46:59 WD 15.2mm 09:11:04

| (a1 Jefo)

Training Lucia
MAG: 4000x HV:5kv WD: 152 mm Chyd MAG: 650x “HV:5kV WD: 157 mm__§

Figura 32. Imagen de FESEM de la placa de Cu: a) Antes de la electrdlisis, b) Después
de la electrolisis, ¢) Mapa de analisis elemental EDS, antes de la electrolisis,

d) Mapa de analisis elemental EDS EDS, después de la electrolisis.

El cambio en el estado de oxidacion de Cu® a Cu** puede formar un éxido
estable que satura el ET, reduciendo la velocidad de la reaccion. Aun asi, el
rendimiento de la reaccién fue mejorado por la electro-oxidacion de cobre in situ,
comparado con la reaccion catalizada por CuSOu/ascorbato de sodio. Esto demuestra
gue el proceso electroquimico es mas eficiente y rapido.
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Tabla 15. Analisis elemental EDS del ET, antes y después de la SOEA.

Antes de la Después de la
oxidacion oxidacion
Elemento electroquimica electroquimica
(% atémico) (% atémico)
Cu 95.04 63.32
C 3.02 16.23
0] 1.36 10.08
Otros 0.58 10.37

Estos resultados sugieren que usando una sefal de pulsos se puede mejorar

el desempefio de la catalisis metalica y asegurar la actividad constante. Se realizé un

segundo experimento electroquimico, utilizando un programa de pulso inverso, que se

diseié para mantener la corriente constante durante toda la electrélisis, para evitar la

pasivacion de la superficie por la formacion de nuevas especies que la inactivan

cuando se aplica el pulso constante. La Figura 33 muestra el programa de potencial

utilizado, compuesto por 40 ciclos que alterna un pulso de oxidacion de 0.3 V por 60

segundos con un pulso de descanso a -1.0 V por 30 segundos.

ERest

Figura 33. Programa de pulsos para la sintesis electroquimica.

TRest
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Se logré sintetizar el compuesto 4a utilizando este método, con buenos
rendimientos, como se observa en la electrdlisis de pulso inverso mostrada en la Figura
34. El programa de pulsos permitio mantener la corriente a 100 pA por los primeros 16
pulsos, lo cual indica que introducir pulsos de descanso entre los pulsos de oxidacion
evita la pasivacion de la superficie los primero 25 minutos de electrélisis.
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Figura 34. Electro oxidacion pulsada de cobre.

Tabla 16. Comparacion entre el rendimiento obtenido entre el método convencional y
el método electroquimico de pulsos.

Rendimiento a 60 minutos Equivalente

: . Método Método Molar
Azida | Alquino Producto convencion | electroquimic | electroquimic
al o de pulsos o]
(%) (%) Cu*(um)
N=N

N
Ph/\N3 d % 56 92 0.77
Ph 4a

En la Tabla 16 se comparo el rendimiento obtenido en el método convencional
contra el rendimiento obtenido con el método electroquimico de pulsos. El programa

de pulsos mejoré el rendimiento de la sintesis por 36%, para la formacion del
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compuesto 4a, bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacion, dando un

rendimiento de 92% en una hora de reaccion.

Integrando la gréafica corriente-tiempo y usando la ley de Faraday (Ecuacion
1), fue posible calcular la cantidad en moles de Cu'* producido como catalizador. Esta
estimacion, nos dice que la cantidad de Cu'* generado para catalizar la reaccién en el
programa de potencial constante fue de 1.5 pumol (promedio de los compuestos 4a-c)
en una hora (Tabla 16), que es 10 veces menor que la cantidad de Cu usada en el
método convencional. La misma estimacion para el programa de potencial en pulsos
fue 0.77 pmol. La eficiencia del método se debié a la produccién controlada de Cu'*

bajo condiciones de oxidacion electroquimica suaves.

m=Q/nF (1)
donde:

m = masa <moles>

Q = carga <C>

n = namero de e

F = Constante de Faraday <96485 C/mol>

En el programa de potencial constante, el catalizador era formado en todo el
tiempo de reaccién, pero se incrementaba en pequefias cantidades, debido a que la
corriente decrecia notablemente debido a la inactivacion de la superficie del electrodo
de trabajo. Por el contrario, en el programa de pulsos, en los primeros 25 minutos de
la reaccion, la corriente permanece constante a 100 pA, para ese momento, se generé
el 65% del total del catalizador en la reaccion. Es por ello que a pesar de que en el
programa de pulsos se encuentra una menor cantidad de cobre en la reaccion, se

obtiene un rendimiento mayor.
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El programa de pulsos fue un método mas eficiente y verde para sintetizar

triazoles, con altos rendimientos y con una cantidad baja de Cu'* a 60 minutos.

(1) Cu® —> Cu" +1le  (Electro-oxidacion de Cu)

(Estado solido acoplado formado

- en la superficie del 4nodo)
Ar H
(B) A——=——H + Cu" —> Ar — H =— V
St ( Cu’
Ar H
Ar H
r H° N
4 — ) [ Ar————Cu
+
Cu Cu
Ar———Cu
Ar
) ( NG S
o @ - N—R G0
N=N=N N~ /
— N\, SN
© Cut —> Cu

Esquema 19. Mecanismo de reaccidn propuesto para la formacion de triazoles por

oxidacion electroquimica de Cu®.

Se postulé un mecanismo de reaccion que respalda la formacion de triazoles
por oxidacioén electroquimica de Cu®. En el Esquema 19 se puede observar el proceso
de oxidacién que inicia en la placa de cobre (Paso 1). Siguiendo con la formacion del
cation Cu'* que en condiciones basicas puede formar Cu20 (Paso 2). Los cationes
Cu'* actlan como acido de Lewis y reaccionan con el alquino por adicién y formando
un complejo piramidal asimétrico (Paso 3). El complejo piramidal se rearregla para

formar la sal de alquino de Cu (Paso 4). Esta sal reacciona con el azida para obtener
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como producto un triazol (Paso 5). Finalmente, Cu'* puede ser reducido a Cu® (Paso
6). El catibn Cu'* actlla como catalizador acido de Lewis, porque, con una pequefia
cantidad es suficiente para producir la reaccion y este se reutiliza en un proceso ciclico
hasta que Cul* es estabilizado como Cu20. Por lo tanto, si la reacciéon en el proceso
ciclico es muy eficiente, una pequefia cantidad de Cul* es requerida y la formacion de

Cu20 sera minima, como se demostré en el analisis de FESEM.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

La reacciéon de quimica click fue efectiva para unir moléculas permitiendo la
formacion de conjugados.

La formacion de la especie activa (Cul*) generada por la oxidacién
electroquimica fue mas eficiente que el método convencional, para la catalisis
de la reaccion click.

En este trabajo se utilizaron cantidades pequefias de cobre para realizar la
activacion, lo que minimizo la contaminacion de los productos (Triazoles).

El proceso electroquimico genero la cantidad de sal de cobre necesaria in situ
de manera controlada, para realizar la catélisis en la reaccién de quimica click.
El método electroquimico fue una forma mas rapida y eficiente de realizar la
sintesis de triazoles, comparada con el método convencional, al obtener
rendimientos del 78-90% en una hora.

Al aplicar un potencial de pulso inverso se logré sintetizar triazoles con altos
rendimientos, en 60 minutos de reaccion, con una cantidad pequefa de

catalizador de cobre. Este método permitié evitar la pasivacion de la superficie.
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Espectroscopia de compuestos

1-bencil-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (4a)
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Anexo 9. Espectro infrarrojo del compuesto 4a.
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Anexo 10. *H NMR del compuesto 4a en CDCl3
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Anexo 11. 3C NMR del compuesto 4a en CDCl3
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3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenol (4b)
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Anexo 12. Espectro infrarrojo del compuesto 4b.
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Anexo 13. 'H NMR del compuesto 4b en DMSO-De.
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Anexo 14. 13C NMR del compuesto 4b en DMSO-De.
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1-bencil-4-(naftalen-1-il)-1H-1,2,3-triazol (4c)
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Anexo 15. Espectro infrarrojo del compuesto 4c.
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Anexo 16. 'H NMR del compuesto 4c en CDCls.
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Anexo 17. 13C NMR del compuesto 4c en CDCls.
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