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Resumen

En esta tesis se estudiaron tanto las caracteristicas fisicoquimicas de los
complejos de inclusion de derivados de ariloxazinonas y arilnaftoxazoles en
ciclodextrinas y se determinaron los pardmetros termodinamicos que controlan
el proceso de inclusion. Para ello se emplearon técnicas y metodologias que

involucran medicion de fluorescencia estacionaria y resuelta en el tiempo.

Las constantes de inclusion (K) fueron obtenidas empleando dos
metodologias: Benesi-Hildebrand y de solubilidad de fases. Los experimentos
demostraron que ambas familias de moléculas forman complejos de inclusion
con ciclodextrinas con una estequiometria 1:1 y tienen constantes de inclusion
K>100 M. Se encontr6 que las oxazinonas que tienen sustituyentes dadores
de electrones como amino y N,N-dimetilamino, son las que presentan mayor
constante de inclusion (K= 486 + 0,5 M?! (6-amino-2-fenil-3H-nafto[2,1-
b][1,4]oxazin-3-ona) y K=604 + 0,4 M1 (6-(dimetilamino)-2-fenil-3H-nafto[2,1-
b][1,4]oxazin-3-0na)). También se determiné que los arilnaftoxazoles que
presentan puentes vinilicos en su estructura, tienen constantes de inclusiéon
mayores que los unidos directamente al anillo oxazol, por ejemplo el 2-(quinolin-
2-i)nafto[2,1-d]Joxazol, tiene una K = 326 + 6 M?! y el 2-(2-(quinolin-2-
ilvinil)nafto[2,1-d]oxazol, tiene una K =515 + 6 M.

Los pardmetros termodinamicos que controlan el proceso de inclusion, se
obtuvieron utilizando ecuaciones termodinamicas conocidas como la ecuacion
de van’t Hoff. Ademas los valores de AG° son negativos y se encuentran entre -
1 y -5 kcal/mol, indicando que el proceso de inclusion es favorecido
termodinAmicamente, siendo mas afines los arilnaftoxazoles que las
ariloxazinonas por la cavidad de la B-ciclodextrina. También, se analizé la
dependencia de la energia libre, la entalpia y la entropia de inclusion con la
estructura del huésped. A partir de los valores de entalpia y entropia se



establecio si las interacciones ciclodextrina/molécula huésped son aquellas que
predominantemente controlan la inclusion o bien si es el efecto hidrofébico,
encontrandose que para las ariloxazinonas el control es principalmente
entalpico, mientras que en los ariloxazoles en general es la entropia la que

controla la inclusién.

Ademas, se realizaron estudios de modelamiento molecular empleando
metodologias de docking y de dinamica molecular, junto con un analisis de
orbitales naturales de enlace (NBO), con el proposito de optimizar la geometria
del complejo heterociclo-ciclodextrina y estimar las contribuciones de las
interacciones mas importantes para la formacién del complejo de asociacion
entre la molécula anfitrion y la molécula huésped. Los resultados obtenidos
fueron comparados con los datos experimentales, encontrandose una buena

correlacion entre ellos.

Se desarroll6 un sistema para producir luz blanca en fase sélida, empleando
una B-ciclodextrina modificada por un grupo acido sulfénico. Para esto se

selecciond el compuesto 2-(2-(quinolin-2-il)vinil)nafto[1,2-d]oxazol.

Adicionalmente se evalu6 si el naftoxazol (E)-2-(2-(furan-2-il)vinil)nafto[1,2-
d]oxazol cambia su comportamiento fotofisico/fotoquimico relativo al observarlo
para la molécula no incluida, con el propdsito de desarrollar una sonda
fluorescente que permita la deteccion de oxigeno excitado en medio acuoso

gque opere como un sensor de tipo apagado-encendido.



Summary

In this thesis, the physicochemical characteristics of the inclusion complexes
of aryloxazinones and arylnaphthoxazoles derivatives in cyclodextrins were
studied. In addition, the thermodynamic parameters that control the inclusion
process were determined. To accomplish these purposes, techniques and
methodologies that involve measurement of steady-state and time resolved

fluorescence were used.

The inclusion constants (K) were obtained using both, the Benesi-Hildebrand
and the phase solubility methodologies. The experiments showed that both
families of molecules form inclusion complexes with cyclodextrins with a 1:1
stoichiometry, and they present a great affinity for the [-cyclodextrin cavity
(K>100 M), The oxazinones who have electrodonating substituents, like amine
or N,N-dimethylamine, have the largest inclusion constants (K= 486 + 0,5 M (6-
amino-2-phenyl-3H-naphtho[2,1-b][1,4]oxazin-3-one) and K= 604 + 0,4 M (6-
(dimethylamino)-2-phenyl-3H-naphtho[2,1-b][1,4]oxazin-3-0ne)). Also, the
arylnaphthoxazoles who have a vynilic bridge have higher inclusion constants
than those which are directly linked to the oxazole ring, for example 2-(quinolin-
2-y)naphtho[2,1-d]Joxazole, K = 326 +* 6 M?! and 2-(2-(quinolin-2-
yl)vynil)naphtho[2,1-d]oxazole, K =515 + 6 ML,

Thermodynamic parameters that control the inclusion process were
determined using classic thermodynamic equations such as the van't Hoff
equation. Furthermore, the AG®° are negative and they are in the range of -1 to -
5 kcal/mol, indicating that the inclusion process is thermodynamically favored.
Values of AG° shows that arylnaphthoxazoles are more compatible with the 3-
cyclodextrin cavity than the aryloxazinones. Using the analysis of the
dependence of the free energy, enthalpy and entropy of inclusion process with
the guest structure, it was possible to determinate if the cyclodextrin/guest



interactions are the ones that control the inclusion or if the predominant driven
force is the hydrophobic effect. It was found that for aryloxazinones the
thermodynamic control is primarily enthalpic, whereas for aryloxazoles the

entropy controls the inclusion process.

In addition, studies of molecular modeling were performed using both,
docking and molecular dynamics methodologies, in addition to analysis of
natural bond orbitals (NBO) in order to optimize the geometry of the guest-
cyclodextrin complex and estimate the more important interactions contributing
to the formation of the association complex. The results obtained were

compared with the experimental data, finding a good fit between them.

Furthermore, a system to produce white light in solid phase using a -
cyclodextrin modified with a sulfonic acid group was developed. The compound
(E)-2-(2-(quinolin-2-yl)vinyl)naphtho[1,2-d]Joxazole, included in the modified
cyclodextrin cavity, shows an emission spectra comprising with the visible range
with characteristic similar to white light.

Additionally, the (E)-2-(2-(furan-2-yl)vinyl)naphtho[1,2-d]oxazole included in
the B-cyclodextrin cavity, change its photophysical/phochemical behavior
relative to that the observed for the uncomplexed molecule. This behavior allows
to propose this system as a new fluorescent probe capable to detect excited

singlet oxygen in aqueous media operating as an "switch" on-off.



CAPITULO 1

1.1. Introduccidn

El estudio de las ciclodextrinas comenzo a finales del siglo IXX cuando el
cientifico francés Villiers observo cristales de alcohol obtenidos como residuos
en la produccion de dextrinas de un cultivo bacterial. Villiers! fue el primero en
caracterizar y estudiar las propiedades de los cristales de ciclodextrina. En la
actualidad, el estudio y aplicacion de las ciclodextrinas ha adquirido una gran
importancia, debido a que son utlizadas permanentemente en la industria
alimenticia,> farmacéutica,® cosmética,* proteccion del medio ambiente,®

bioconversion® e industria textil.”
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Figura 1.1. Representacion gréafica de la ubicacién de los grupos hidroxilos
primarios y secundarios en la estructura de una ciclodextrina.

Las ciclodextrinas, son oligosacaridos compuestos por subunidades de D-
glucopiranosa unidas a través de enlaces a-1,4-glicésido, formando asi una
estructura ciclica, similar a un cono truncado (Figura 1.1). Dependiendo de las
subunidades de glucopiranosa, 6, 7 y 8 unidades, las ciclodextrinas son
designadas como a-, B- y y-ciclodextrina, respectivamente (Figura 1.2). El
diametro de la cavidad, estd dado por los grupos hidroxilos primarios y

secundarios ubicados en extremos opuestos de la molécula, los cuales le



confieren un microambiente hidrofilico o polar (Figura 1.1). Por otra parte, la

cavidad de las ciclodextrinas posee cadenas de carbonos lineales, las que le

otorgan un microambiente lipofilico o apolar.
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Figura 1.2. Representacion esquematica de la a-, B- y y-ciclodextrina y sus
respectivos radios de cavidad.

Los grupos hidroxilos de la ciclodextrina, le otorgan una de sus principales

caracteristicas, que es la solubilidad en agua. La solubilidad de la a-, B-y vy-

ciclodextrinas es 13, 2 y 16% p/p, respectivamente. A pesar de la baja

solubilidad en agua de la B-ciclodextrina (16,6 mM),® es la mas utilizada debido

a que el tamafo de su cavidad permite la incorporacion de moléculas organicas

con pesos moleculares del orden de 300 g/mol. Con el propésito de aumentar la

solubilidad de la B-ciclodextrina se han sintetizado diversos derivados

sustituyendo los grupos hidroxilos primarios por grupos lipofilicos o polares,



algunos ejemplos son: la metil-B-ciclodextrina,® sulfobutiléter-B-ciclodextrinal® y
la hidroxipropil-B-ciclodextrina,'* entre otras (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Representacion grafica de la B-ciclodextrina y derivados.

Los complejos de inclusion, representan un ejemplo simple de un sistema
supramolecular, en el que una molécula actua como “anfitrion” y la otra como
“‘huésped”. Las ciclodextrinas son comunmente utilizadas como moléculas
anfitrion, debido a sus propiedades fisicas, elevada solubilidad en agua y su
escasa toxicidad para el ser humano. Estas caracteristicas, permiten su
aplicacién en un sinnumero de estudios, los cuales tienen como propdésito el
desarrollo de la quimica supramolecular y la nanotecnologia empleando

materiales organicos.

La inclusiéon de una molécula en otra, puede tener efectos significativos
en las propiedades quimicas, fisicas y espectroscopicas del huésped,
consecuentemente, a los complejos formados se les ha utilizado en multiples
aplicaciones industriales, biolégicas y quimicas. Las ciclodextrinas, producen un
cambio en las propiedades fisicoquimicas de las moléculas huésped, cuando
éstas se incorporan a la cavidad, como aumento en la solubilidad,'?
intervencién en procesos cataliticos,'® estabilizaciéon frente a radiacion

ultravioleta visible* y temperatura,’® control de la volatilidad,'® permiten



separaciones cromatogréficas,!’ modificacion del gusto y de aromas!® y

encapsulacion y transporte de farmacos.®

En la naturaleza existe un gran numero de moléculas que presentan
propiedades emisivas de interés en solventes organicos, como es el estudio de
los derivados de los heterociclos aroméaticos tales como las Benzoxazinonas,
Naftoxazinonas y Naftoxazoles (Figura 1.4). En general, estos compuestos son
poco solubles en agua y su solubilidad se ve afectada significativamente por su
estructura y por las propiedades fisicoquimicas del medio en que se

encuentran, por ejemplo, la polaridad, la viscosidad y la temperatura.
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Figura 1.4. Estructura quimica de la benzoxazinona, naftoxazinona y
naftoxazol.

Para estudiar el comportamiento fotofisico de las ariloxazinonas y
ariloxazoles en solucion es importante evaluar el efecto solvente sobre el
espectro de emision de éstas moléculas. Los efectos de la polaridad del
solvente, son el origen de los cambios en la magnitud del corrimiento de los
maximos de longitud de onda que presenta la molécula. La emision de
fluorescencia es un proceso de desactivacion fisica del estado excitado de una
molécula, que involucra la emision de un fotén de energia igual a la diferencia
de energia entre el estado excitado y el estado basal. Cuando una molécula
fluorescente es solubilizada en un solvente determinado, tanto las moléculas

gue se encuentran en el estado fundamental, como aquellas que estan en un



estado electronicamente excitado son solvatadas. Las moléculas de solvente
que solvatan el estado excitado del fluoréforo, se ordenan de diferente forma
respecto a las que solvatan al estado basal. Este comportamiento es producido
porque tanto la geometria, como el momento dipolar de la molécula excitada

cambian.

La absorciéon de radiacién ocurre en escala de tiempo 1016 s, tiempo
suficientemente corto para que los microalrededores del fluoréforo cambien
antes de que ocurra la emision (108 s). El solvente se reorganiza alrededor del
fluoréforo y consiguientemente, la emision ocurre desde este nuevo estado
excitado estabilizado por las moléculas de solvente. De acuerdo a los
parametros generales del solvente (indice de refraccion (n) y la constante
dieléctrica (g)), los cuales reflejan el movimiento libre de los electrones en las
moléculas de solvente, el estado excitado podra ser mayormente estabilizado,
como sucede en solventes de elevada polaridad y consecuentemente el
proceso de emision ocurre a menor energia, observandose un corrimiento

batocromico de los méaximos de emision (Figura 1.5).

Emis
Abs Emis F

Figura 1.5: Relajacion del solvente alrededor de una molécula fluorescente.
El tiempo de vida de la emision (1) y los rendimientos cuanticos de
fluorescencia (¢r), son parametros fotofisicos que ayudan a caracterizar el

comportamiento emisivo de las ariloxazinonas y ariloxazoles. El tiempo de

vida determina la disponibilidad de tiempo que posee el fluoréforo en el



estado excitado para interactuar o difundir en su entorno, y por lo tanto,
permite obtener informacion sobre el estado emisivo. El rendimiento cuantico
de fluorescencia corresponde al numero de fotones emitidos relativo al

numero de fotones absorbidos.

Se ha encontrado que el rendimiento cuantico de fluorescencia (¢r) de
las benzoxazinonas, naftoxazinonas y naftoxazoles no sustituidas es bajo
(or<0,1), pero al incorporar sustituyentes dadores de electrones, como por
ejemplo grupos amino, dimetilamino, metoxilo a su estructura, sus
propiedades fotofisicas se modifican sustancialmente. En general para los
derivados de benzoxazinonas, se ha observado, que los rendimientos
cuanticos de fluorescencia son moderadamente altos y dependen con el
solvente, ademas los espectros de absorcion muestran un aumento de los
valores de coeficientes de absorcion molar y las bandas de absorcion se
ensanchan. Por su parte, los espectros de fluorescencia se desplazan a
longitudes de onda cercanas al rojo y consecuentemente presentan
corrimientos de Stokes importantes, un bajo recubrimiento espectral y

tiempos de vida del orden de 1-4 ns.1%-22

Las naftoxazinonas, muestran propiedades fotofisicas similares a las
benzoxazinonas, las cuales se ven fuertemente influenciadas por la posicion del
anillo oxazolinona respecto al naftaleno. Estos compuestos también presentan
una notoria dependencia del maximo de emision con la polaridad del solvente,
tienen una importante separacion de carga en el estado excitado y son
relativamente fotoestables en ausencia de aditivos, aunque en presencia de
compuestos electrodadores como aminas, aumenta el rendimiento cuantico de
fotoconsumo.?® Las propiedades fotofisicas y su relativa fotoestabilidad en
soluciones equilibradas con aire sugieren que los derivados de naftoxazinonas
son compuestos fluorescentes con potencial para desarrollar aplicaciones en

quimica y tecnologia. En particular se ha evaluado su viabilidad para usarlas
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como fotosensibilizadores de oxigeno molecular singulete, O2(*Ag). Asi por
ejemplo, la 2-[p-metoxifenil]-benzoxazinona produce oxigeno molecular
singulete moderadamente.'® Al incluir grupos electrodadores en el anillo
aromatico aumenta significativamente la emision desde el estado singulete
excitado, lo que es acompafado por la disminucion en la capacidad de producir
O2(*Ag). La moléculas fluorescentes 2-fenil y 2-metil naftoxazinona, generan
O2(*Ag) con un bajo rendimiento,*® mientras que los compuestos mas eficientes
para ser usados como sensibilizadores de O2(*Ag) en solventes organicos
(benceno, acetonitrilo y metanol) son los derivados 3-fenil-2H-nafto[2,3-b]-
oxazin-2-ona y 2-metil-3-fenilquinoxalin-2(1H)-ona.'® Como se sefiald
anteriormente, en general las naftoxazinonas son compuestos fotoestables
cuando se irradian con energias normales y en ausencia de aditivos, pero en
presencia de grupos dadores de electrones, tales como aminas y en
condiciones extremas de irradiacion, aumenta el rendimiento cuantico de
fotoconsumo.?® Por ejemplo las naftoxazinonas: 2-metil-3H-nafto[2,1-b][1,4]-
oxazin-3-ona, 2-metil-9-hidroxi-3H-nafto[2,1-b][1,4]-0xazin-3-ona y 2-metil-9-
metoxi-3H-nafto[2,1-b][1,4]-0xazin-3-0ona, en condiciones extremas de
irradiacion son compuestos fotoreactivos y se fotodescomponen en un 12 %, un
2 % y un 5% respectivamente.'® La fotodescomposicién de estos compuestos
en ausencia de aditivos, puede explicarse a partir de la formacion de un oxazol
derivado, como producto de la irradiacion; esta reaccion involucra la ruptura del
enlace C-O del heterociclo, decarboxilacion y recombinacién del dirradical
resultante. En presencia de dadores de electrones, el proceso primario
involucra transferencia de electrones desde el dador al triplete de mas baja

energia de la oxazinona, Figura 1.6.

11



N
<
1) hv, A =366 nm 3 O
0 0 Benzene, Ar OIO 5
| S voouln
+ CH;CH,N (C,H
o No 3CHyN (C,Hs),

[km ]

H
I H H
N._Ph 3 Y

CH,CHN (CHy), + - :\[ " |+ CHyCHN (C,Hy),
0N o

Figura 1.6. Esquema de reacciones de descomposicion fotoquimica de
naftoxazinonas.

Una familia de compuestos relacionada con las ariloxazinonas,
corresponde a los ariloxazoles. En particular, los benzoxazoles han sido motivo
de investigacion en los ultimos afos, debido a sus multiples aplicaciones, las
gue se encuentran en diversas areas, tales como industria quimica,
farmacéutica y tecnoldgica.?>?® Estudios recientes, sobre las caracteristicas
espectrales, emision y absorcién, del 2-fenilbenzoxazol y sus derivados con
sustituyentes en posicion para, lo sugieren como generador de laser UV,
propuesta que se sustenta en los altos rendimientos cuanticos de fluorescencia,
la eficiente emisiéon laser y la gran fotoestabilidad.?®3° Los espectros de
absorcion y emision del 2-fenilbenzoxazol y sus derivados,®' sustituidos por
grupos electrodadores en posicion para respecto al anillo fenilo, muestran una
estructura vibracional resuelta en solventes polares, debido al doble enlace
entre heteroatomo y el carbono 2 del heterociclo, el cual restringe la rotacién de
las dos subunidades (heterociclo y sustituyente). Un sustituyente electrodador
en el anillo fenilo del 2-fenilbenzoxazol, desplaza los espectros de absorcion y
emision hacia longitudes de onda mayores. Este comportamiento observado en
el espectro de fluorescencia puede explicarse en términos de la transferencia
de carga en el estado excitado, desde el anillo fenilo al benzoxazol. El
significativo efecto solvatocromico observado en las bandas de los espectros de

absorcion y emision, como los altos rendimientos cuanticos de fluorescencia de
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los derivados del benzoxazol-5-il-alanina permiten su uso como marcador
fluorescente para la deteccién de triptéfano en sistemas bioldgicos.3?33 Algunas
moléculas derivadas de benzoxazoles, también son una herramienta eficiente
para monitorear y explorar las propiedades de micelas e interacciones
hidrofébicas en suero de albimina humana®® y para producir materiales
poliméricos para 6ptica no-lineal con valores amplios de hiperpolarizabilidad.3*
Ademas, derivados de polibenzoxazol han sido propuestos como precursores
fotosensitivos apropiados para aplicaciones en microelectrénica y en

dispositivos electroluminiscentes.3°36

Hasta hace algunos afios, los naftoxazoles no habian sido estudiados
desde el punto de vista fotofisico y fotoquimico. Se determind, que en general
estos compuestos presentan espectros de absorcion UV-Vis insensibles a la
polaridad del solvente, mientras que los espectros de fluorescencia en el mismo
conjunto de solventes, muestran un importante efecto solvatocromico reflejado
en amplios corrimientos de Stokes. Las relaciones lineales de energia libre de
solvatacion empleadas para correlacionar la posicion de los maximos de
fluorescencia con los parametros microscopicos del solvente, indican que existe
un importante proceso de transferencia intramolecular de carga durante el
proceso de excitacion. Ademas, un analisis en términos de la ecuacion de
Lippert-Mataga®” muestra un significativo aumento del momento dipolar en el
estado excitado. Los rendimientos cuénticos de fluorescencia para estos
compuestos con cercanos a 1 en la mayoria de los solventes, tienen ademas,
coeficientes de absorcién molar elevados, tiempos de vida en el rango de los 1-
2 ns y una gran fotoestabilidad. Especificamente, los naftoxazoles sustituidos
con furano y quinolina presentan caracteristicas espectroscopicas apropiadas
para desarrollar eventuales aplicaciones. Especialmente, los naftoxazoles que
estdn unidos al sustituyente a través de un puente vinilico como: 2-[(E)-2-
quinolin-2-il-vinillnafto[1,2-d][1,3]oxazol, 2-[(E)-2-(1-benzofuran-2-
ilviniljnafto[1,2-d][1,3]oxazol y 2-[(E)-2-(3-metil-1-benzotien-2-il)viniljnafto[1,2-
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d][1,3Joxazol.?!  Estos compuestos, presentan un  comportamiento
espectroscopico relevante, sus coeficientes de absorcibn molar son mayores
que 30000 Mt cm? y sus espectros de absorcidon aparecen mas desplazados
hacia el rojo. En el caso de los derivados de quinolina e isoquinolina sus
espectros de fluorescencia abarcan todo el rango visible (emision de luz
blanca)3® cuando se observan en mezclas de solventes polares préticos que
tienen altos valores del parametro de acidez como trifluoroetanol (TFE) y
hexafluoisopropanol (HFIP) y un co-solvente aprotico polar basico como
dimetilsulféxido (DMSO), Figura 1.7.

Intensidad de Fluorescencia Normalizada

T T T T T T
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Figura 1.7. En la figura de la izquierda se muestran los espectros de emision de
fluorescencia normalizada, para los compuestos: 2-quinolin-2-il-nafto[1,2-
d][1,3]oxazol (rojo) y 2-[(E)-2-quinolin-2-il-viniljnafto[1,2-d][1,3]oxazol (negro).
En la figura de la derecha se observa la emisién de luz blanca del compuesto 2-
quinolin-2-il-nafto[1,2-d][1,3]oxazol con distinta mezclas de TFE-DMSO.

La fluorescencia blanca observada en estos compuestos, cuando se
encuentran en mezclas TFE-DMSO, proviene de un solapamiento de dos
bandas del espectro de emision, la banda de mayor energia corresponde a la
emision desde el estado localmente excitado (maximo a 443 nm) y la banda de
menor energia se asocia a la emisidbn que resulta de la formacién de un
complejo en el estado excitado que involucra la transferencia intermolecular de

protones.?%40 La fluorescencia dual observada en mezclas de compuestos,
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podria conducir a importantes aplicaciones en el disefio de “OLED’s” si se

encuentra un comportamiento analogo en fase sélida.

Otros compuestos que exhiben un comportamiento fotofisico interesante
son los naftoxazoles sustituidos con furano, moléculas previamente estudiadas
en nuestro grupo de investigacion. Ambos compuestos el furilnaftoxazol (2-
(furan-2-il)nafto[1,2-d][1,3]oxazol) y el furilvinilnafotoxazol (2-[(E)-2-(furan-2-
ilviniljnafto[1,2-d][1,3]oxazol),??>  presentan rendimientos cuénticos de
fluorescencia bajos, del orden de 0,02 a 0,07 en solventes polares y en
solventes apolares como benceno o ciclohexano el rendimiento cuantico de
fluorescencia aumenta a 0,1 y 0,4, respectivamente. Los rendimientos cuanticos
observados son muy bajos cuando se los compara con los observados con
naftoxazoles sustituidos en posiciéon 2 con una serie de grupos aromaticos. Este
comportamiento, ha sido explicado en términos de un mecanismo de
desactivacion intramolecular del estado excitado del naftoxazol, el que ocurre
mediante un proceso de transferencia parcial de carga desde el grupo furano al
anillo oxazol. Considerando que, los compuestos derivados del furano
reaccionan eficientemente con oxigeno molecular singulete,*® cuando los
naftoxazoles que tienen un grupo furano unido a la posicién 2 directamente o a
través de un puente vinilo, se irradian con luz visible en presencia de un
sensibilizador de oxigeno molecular singulete,* como azul de metileno o rosa
de bengala, se observa la aparicién de la fluorescencia tipica del naftoxazol
concomitante con un aumento significativo de la intensidad de fluorescencia
(Figura 1.8).
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Figura 1.8. La imagen de la izquierda muestra la evolucion de los espectros de
absorcion vy fluorescencia del compuesto furilvinilnafotoxazol luego de irradiar
azul de metileno en acetona con una lampara halégena de 50 W, a través de un
fitro de 500 nm. A la derecha, se muestra el esquema de reaccién del
furilvinilnafotoxazol con oxigeno singulete.

También, se ha encontrado que estas moléculas generan oxigeno
excitado con muy bajos rendimientos cuanticos, menores que los observados
para la SOSG (la sonda mas utilizada para medir oxigeno excitado en sistemas
biolégicos empleando métodos fluorescentes), y que no reaccionan con otras
especies activas de oxigeno como hidroperéxido y superéxido. Estos resultados
permiten postular a estas moléculas como compuestos que actuarian en forma
de un sensor del tipo “apagado-encendido”,*>* el cual se enciende cuando
reacciona con oxigeno molecular singulete, sin embargo, es deseable mejorar
su solubilidad en agua e impedir eventuales reacciones secundarias con

moléculas dadoras de electrones presentes en sistemas bioldgicos.

De la discusién anterior, se concluye que algunos aspectos generales y
especificos del comportamiento fotofisico de ariloxazinonas y ariloxazoles son
criticos para desarrollar eventuales aplicaciones: la baja solubilidad en agua,
solvente compatible con el medioambiente, de ambos tipos de compuestos; la
inestabilidad de ariloxazinonas en presencia de aditivos o cuando se someten a
irradiacion extrema; la conveniencia de producir luz blanca en fase sélida en el

caso de oxazoles sustituidos con quinolinas y el interés que se prevé si se
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obtuviera un sensor del tipo “apagado-encendido” basado en derivados furano

sustituidos de ariloxazoles compatible con su empleo en sistemas bioldgicos.

En concordancia y considerando que la que la incorporacion de
moléculas fluorescentes a sistemas macrociclicos mejora la solubilidad en
agua, aumenta la estabilidad quimica y fotoquimica, y que los complejos
formados limitan las reacciones indeseadas del huésped con moléculas
exdgenas o0 endogenas presentes en sistemas biolégicos, en esta tesis se
estudio la incorporacion de ariloxazinonas en (-ciclodextrina y ariloxazoles en
B- y y-ciclodextrinas (Figura 1.9). Con éste proposito, se emplearon técnicas y
metodologias que involucran medicién de fluorescencia estacionaria y resuelta
en el tiempo. Se estudio la termodinamica del proceso de inclusién, con énfasis
en el andlisis de la dependencia de la energia libre, entalpia y entropia de
inclusiébn con la estructura del huésped. Ademas, se realizaron estudios
computacionales empleando metodologias de modelamiento molecular y de
dindmica molecular, para optimizar la geometria del complejo heterociclo-
ciclodextrina y estimar las contribuciones de las interacciones mas importantes
para la formaciéon del complejo de asociacion entre la molécula anfitrion y la
molécula huésped. Este aspecto, aporta al conocimiento de los factores
relativos a la estructura molecular que determinan la afinidad del anfitrion por el
huésped. Adicionalmente, se evalué si moléculas fluorescentes seleccionadas
como huésped, que cambian su comportamiento fotofisico/fotoquimico relativo
al observado para la molécula no complejada, son apropiadas para desarrollar
aplicaciones relacionadas a la generacion de luz blanca en fase sdlida y
detecciébn de oxigeno excitado en medio acuoso mediante una molécula

fluorescente que opera como un sensor del tipo apagado-encendido.
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Figura 1.9. Estructura quimica de los derivados de ariloxazinonas vy
ariloxazoles.

La literatura muestra los derivados de cumarina tienen un
comportamiento fotofisico similar al descrito para las oxazinonas. Las
cumarinas se caracterizan por presentar espectros de fluorescencia que
dependen de la naturaleza y posicion de los sustituyentes en el anillo aroméatico.
La presencia de grupos atractores de electrones conjugados con el grupo
carbonilo inhiben la emisién,* al igual que grupos dadores de electrones en la
posicion 4, mientras los derivados de cumarina que poseen grupos dadores de
electrones en la posicion 7 muestran espectros de emision relativamente
intensos. El andlisis del efecto solvente sobre las propiedades espectroscopicas
de cumarinas, muestra que de forma analoga a las benzoxazinonas, sus
homologos estructurales, la 7-amino- y la 7-N,N-dimetilamino-4-metilcumarina
presentan una significativa dependencia del espectro de emision con el tipo de

solvente, produciéndose un significativo corrimiento hacia el rojo con el
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aumento de la polaridad del solvente. Si se comparan las propiedades
fotofisicas de las cumarinas, se encuentra que la 7-amino-4-metilcumarina
muestra una disminucion significativa del ¢r en presencia de solventes polares,
relativo al cambio observado para la cumarina 7-N,N-dimetilamino-4-
metilcumarina. En particular, la 7-dimetilamino-1,4-benzoxazin-2-ona, presenta
una intensa emision en solventes apolares y en solventes polares no-proticos,
mientras que en solventes polares proticos la intensidad de emision disminuye

notablemente.#®

Ademas las cumarinas han sido incluidas en ciclodextrinas. Estas
moléculas presentan complejos de inclusién débiles con ciclodextrina (K<1000
M-1). Por ejemplo la 7-metoxicumarina muestra una disminucién de la intensidad
de fluorescencia cuando forma el complejo de inclusidbn, mientras que la
cumarina C153, la cumarina OST y las hidroxicumarinas (Figura 1.10)
presentan un aumento de la fluorescencia al ser incluidas en la cavidad de la
ciclodextrina.146-48 Otras cumarinas como la C460 y la C480 (Figura 1.10), han
sido utilizadas para estudiar la dinamica de solvatacion dentro de la cavidad de
y-ciclodextrina. Mas recientemente, se ha estudiado detalladamente la
fotodimerizacion de 6-metilcumarina en cucurbituril-8, encontrdndose que la
fluorescencia del huésped aumenta un factor 5 con la complejacion, debido a

una particular deformacién geométrica del macrociclo.
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Figura 1.10. Estructura molecular de las cumarinas C153, C480, OST, C460,
HCD-1, HCD-2 y HCD-3.

Para estudiar detalladamente el proceso de inclusién entre los derivados
de ariloxazinonas y ariloxazoles con ciclodextrina, es necesario analizar los
pardmetros termodinamicos que controlan el proceso de inclusion, tipicamente
la contante de inclusion (K) y energia libre de Gibbs (AG®). Estos dan cuenta de
la espontaneidad del proceso de formacion del complejo de inclusion, mientras
que la entalpia (AH®) y entropia (AS°) se relacionan al tipo de interacciones
responsables de la estabilidad del complejo.*® Entre las interacciones que
permiten estabilizar la molécula huésped en la cavidad de la ciclodextrina se
incluyen fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas, interacciones
hidrofobicas, puentes de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo y idn-dipolo y
efectos estéricos. Los cambios de entropia corresponden a cambios de entropia
total e involucran contribuciones de los grados de libertad traslacionales,

rotacionales y vibracionales.
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Es importante entender desde el punto de vista termodindmico el proceso
de formacion de los complejos de inclusion, el sistema en estudio se compone
por la molécula huésped (D), la molécula anfitrion (CD) y el complejo de
inclusion (D-CD), representados por el siguiente equilibrio.

k
nD+mCD : Dn-CDm (Ecuacion 1.1)

Donde n y m, corresponden a los coeficientes estequiométricos de las

moléculas huésped y anfitrion, respectivamente.

La constante de equilibrio de la reaccion representada por la ecuacion

1.1, K, esta dada por la ecuacion 1.2

_ [Dn—CDm]

K [D]*[CD]™

(Ecuacion 1.2)

La constante de equilibrio, K, esta expresada en concentraciones y no
representa el proceso termodinamico de formacion de los complejos de
inclusion, para ello se usa la constante Krp, la cual incluye el coeficiente de
actividad, vi, de las especies en equilibrio.

K __ YDp-CDp[Pn—CDml
TD = ynym [pIn[cD]™

(Ecuacion 1.3)

Consecuentemente, yi corresponde a una medida de la desviacion con
respecto al comportamiento ideal. En una solucién ideal, el coeficiente de
actividad (yi) es igual a 1 y por lo tanto la actividad es igual a la concentracion y
por lo tanto la contante K, puede expresarse en unidades de concentracion. En
este estudio, se ha supuesto que las desviaciones de la idealidad no son
significativas y en consecuencia, las constantes de equilibrio se han expresado
en concentraciones. Por otra parte, la relacion la constante de equilibrio y la

energia libre estandar de la reaccion:
AG® = —RTInK (Ecuacion 1.4)
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implica utilizar un estado estdndar de concentracion (tipicamente 1 M) en la
expresion para la constante de equilibrio de forma tal que esta sea
adimensional. En esta tesis, y con propdsitos comparativos con la literatura
relacionada, se ha omitido el uso del estado de referencia y los valores de las

constantes se han expresado en la escala de molaridad.

En este estudio, se ha supuesto que las desviaciones de la idealidad no
son significativas, puesto que las fracciones molares de la molécula huésped,
Yhuesped= 1,8:107 M y hospedero yco= 1,8-10“ M, caen en el rango de las
soluciones muy diluidas, que tipicamente se comportan idealemente, con

coeficientes de actividad iguales a 1.

Para determinar experimentalmente la constante de inclusion, es posible
aplicar diferentes metodologias las cuales dependeran de la técnica analitica a
utilizar, entre otras, dicroismo circular, espectroscopia ultravioleta visible,
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), voltametria, resonancia
magnética de protones (*H-RMN) y espectroscopia de fluorescencia.®® En esta
tesis se utilizd la técnica de fluorescencia, debido a que es sensible y rapida,
requiere que las especies en solucion sean de alta pureza y de un riguroso
control de la temperatura a la cual se realiza el proceso. Se ha observado que
se produce un cambio en la intensidad de fluorescencia, cuando una molécula
fluorescente es incluida en la cavidad de la ciclodextrina. Empleando la
metodologia descrita por Benesi-Hildebrand®® es posible relacionar el inverso
de la diferencia en la intensidad de fluorescencia de la molécula huésped con la
concentracion de ciclodextrina. Este método ha sido aplicado al estudio del
complejo de inclusibn formado entre la 2-naftilamina-6-sulfonato y -
ciclodextrina,®® donde a partir de la ecuacién de Benesi-Hildebrand, para
complejos de inclusion con estequiometria 1:1, la constante de asociacion
obtenida es de 465+100 M. También esta metodologia ha sido aplicada al

estudio de la incorporacién de benzoquinolinas en B- y y-ciclodextrinas.>? Las
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constantes de inclusibn obtenidas para complejos de inclusion con
estequiometria 1:1, se encuentran en el orden de 10?2 M! y son mayores en

complejos formados con B-ciclodextrina.

Otra metodologia, comunmente aplicada en la determinacién de
constantes de inclusion por técnicas fluorescentes, corresponde al método de
Solubilidad de Fases propuesto en 1965 por Higuchi y Connors.>3 Este método
permite determinar la constante de inclusion, a partir de la relacion lineal entre
la solubilidad de la molécula huésped y la concentracion de ciclodextrina total. A
modo de ejemplo, la determinacién por solubilidad de fases, de la constante de
asociacion entre la hidroclorotiazida con [B-ciclodextrina, para complejos de
inclusién con estequiometria 1:1 es de 127 M1 a 298 Ky pH 7,4.5% También, fue
posible obtener a partir de este método, las constantes de inclusion para
complejos formados por quercetina y [-ciclodextrina, hidroxipropil -
ciclodextrina y sulfobutil éter B-ciclodextrina iguales a 1028 M1, 11048 M1 y

25340 M, respectivamente.®®

Es importante sefialar que ademas de los resultados obtenidos
experimentalmente, es posible complementar el estudio realizando
modelamientos moleculares para cada complejo. Cabe destacar que en la
literatura existe una amplia variedad de estudios computacionales, que permiten
entender la estructura, dinAmica y comportamiento quimico de las
ciclodextrinas.%-%® Para este trabajo de investigacion se aplicaron dos técnicas
de modelamiento molecular, una de ellas es el docking y la otra es la dinamica

molecular.

El desarrollo del docking molecular comenz6 hace tres décadas
promovido principalmente por el disefio de drogas y el desarrollo de la biologia
molecular.® En ciclodextrinas, la técnica de docking es una herramienta
utilizada ampliamente, debido a que ayuda a explicar los resultados

experimentales a partir del analisis de un modelo tedrico. El estudio por docking
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consiste en predecir la estructura tridimensional predominante, favorecida y
estable para el complejo formado entre una molécula huésped y una molécula
anfitrion. Ademas, esta técnica involucra la exploracion de un espacio definido
por la representacion molecular de una molécula, usando un criterio energético
para determinar la mejor pose, que muestre las interacciones de menor energia
entre molécula huésped y la molécula anfitrion. Un estudio de docking aplicado
al complejo de inclusion entre hidroclorotizida y B-ciclodextrina,®® demostré que
ésta técnica es util para predecir la conformaciéon inicial del complejo de

inclusion, la cual es refinada realizando estudios de dinamica molecular.

Como bien se sabe, las propiedades macroscopicas medidas
experimentalmente no son observaciones directas, sino un promedio que
representa el comportamiento de millones de moléculas que componen el
sistema de estudio. Los estudios de dindmica molecular proveen informacion
util desde el punto de vista estructural y de movimiento del sistema en estudio.®®
A partir de experimentos de dindmica molecular es posible realizar estudios
termodinamicos aplicando las metodologias de Mecanica Molecular/ Area de
Superficie Poisson-Boltzman (MM/PBSA)! y Mecanica Molecular/ Area de
Superficie Generalizada de Born (MM/GBSA).%? Esta metodologia de trabajo es
Gtil para estudiar la descomposicion energética de la energia libre, entender qué
tipo de interacciones son las que modulan la estabilizacién del complejo de
inclusion y evaluar la importancia relativa de los factores entélpicos y/o

entrépicos en el proceso de inclusién.63.64
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1.2 Hipotesis

La incorporacion de ariloxazinonas y ariloxazoles a la cavidad de
ciclodextrinas para formar complejos de inclusion, causara un cambio en el
comportamiento fotofisico de estas moléculas, relativo al observado en medio
acuoso, que dependerd de su estructura. Este comportamiento permitird
estudiar la termodinamica del proceso de inclusion en funcion de la estructura
molecular y evaluar si los complejos de inclusién entre ciclodextrinas y las
moléculas estudiadas, permitirdn desarrollar aplicaciones fluorescentes
relacionadas con la generacion de luz blanca en fase solida y deteccion de

oxigeno excitado en medio acuoso.
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1.3

13.1

1.3.2

Objetivos
Objetivos Generales

Estudiar la termodindmica del fendmeno de inclusion de ariloxazinonas y
ariloxazoles en ciclodextrinas, en funcion de la estructura molecular.

Evaluar si las moléculas fluorescentes seleccionadas como huésped,
cambian su comportamiento fotofisico/fotoquimico relativo al observado
para la molécula no complejada y si es posible desarrollar aplicaciones
relacionadas a la generacion de luz blanca en fase soélida y deteccion de
oxigeno excitado en medio acuoso mediante una molécula fluorescente

gue opera como un sensor del tipo apagado-encendido.
Objetivos Especificos

e Investigar el proceso de formacién de complejos de inclusion entre
ciclodextrinas y derivados de ariloxazinonas Yy ariloxazoles,
empleando espectroscopia de fluorescencia y/o el método de
solubilizacion de fases.

e Determinar la constante de asociaciéon por el método de Benesi-
Hildebrand.

e Obtener los parametros termodinamicos del proceso de inclusion a
partir de la dependencia de la constante de asociacion con la
temperatura.

e Realizar un estudio quimico-computacional para optimizar la
geometria del complejo heterociclo-ciclodextrina con el fin de estimar
las contribuciones de las interacciones mas importantes para la
formacion del complejo de asociacion entre la molécula anfitrion y la

molécula huésped.
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e Evaluar si los nuevos complejos anfitrion-huésped son apropiados
para ser empleados en eventuales aplicaciones.
- Generacion de luz blanca en fase sélida.

- Deteccion de oxigeno molecular singulete en medio acuoso.

27



CAPITULO 2

Materiales, Instrumentacién y Metodologias

2.1 Materiales

Reactivos y Solventes:

- Beta ciclodextrina MERCK

- Gamma ciclodextrina Sigma-Aldrich
- Agua miliQ

- Acetona, Etanol y Metanol MERCK
- Acido citrico MERCK

- Citrato de Sodio MERCK

- Material de Vidrio

- Jeringas de vidrio de 5y 10ml|

- Matraces ambar, aforados de vidrio de 10ml
- Balones de 100ml

- Refrigerante

- Frascos cilindricos de vidrio con tapa, de didmetro 1,5 cm alto 5 cm
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2.2 Instrumentacion

2.2.1 Espectroscopia de Absorcion

Los espectros de absorcion de los compuestos estudiados se
determinaron empleando espectrofotometros Unicam UV-2 y UV-4, utilizando el

software Vision y el espectrofotdmetro Rayleigh, VIS-723G.
2.2.2 Espectroscopia de Emision

Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos utilizando un

espectroflorimetro ISS PC1, utilizando el software Vinci.

Los espectros de fluorescencia en fase sdlida, fueron obtenidos
empleando un espectrofluorimetro Quattro, Optical Building Block Corporation.

2.2.3 Equipo para Agitacién

Thermo Shaker Incubator MSC-100, Hongzhou Allseheng Instruments
Co., rango de temperatura de 5° C a 100° C, rango de velocidad 200 rpm-1500

rpm.
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2.3 Metodologias
2.3.1 Formacién de los complejos de inclusion
Metodologia I:

Para cada experimento se prepararon 11 soluciones de B-ciclodextrina
con concentraciones en el rango de 0 a 10 mM, se afadié a cada solucion una
alicuota de 100uL de una solucion 30 mM de la molécula fluorescente en
metanol. Cada solucion fue enrazada con buffer citrato para (pH 3y pH 5) o
buffer fosfato (pH 7,4), segun sea el experimento a realizar. Las 11 soluciones
se agitan por 24 horas a temperatura constante. Finalmente, las soluciones

fueron filtradas antes de la medicidn espectroscopica.
Metodologia Il

Para cada experimento se prepararon 11 soluciones de [B-ciclodextrina
de concentracion 0 a 10 mM, afiadiendo 1 mg de compuesto a cada matraz de
10 mL. Cada solucion fue enrazada con buffer citrato a pH5. Las 11 soluciones
se llevan a agitacion por 24 horas a temperatura constante. Al igual que en la

metodologia I, las soluciones fueron filtradas antes de cada medicién.
2.3.2 Determinacion de la constante de inclusion
Método de Benesi-Hildebrand

Para determinar la contante de equilibro o constante de asociacién (K) y la
estequiometria de los complejos no-covalentes, se empledé el método de

Benesi-Hildebrand,>! utilizando la metodologia | para preparar las soluciones.

Como las moléculas huésped emiten fluorescencia y coexisten en la misma
solucion con el complejo de inclusion, se supone el siguiente equilibrio, para el

caso de los complejos de inclusion con estequiometria 1:1 (n=1).
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_) -7
D+CD _ D-CD (Ecuacion 2.1)
kg
__ [D-cCD] .,
Ky DICD] (Ecuacion 2.2)

Donde D, CD y D-CD, corresponden a la molécula huésped, molécula
anfitrion y complejo de inclusion, respectivamente. Ki, es la constante de
equilibrio termodinamico para la reaccibn de formacion del complejo de
inclusion entre la molécula huésped y anfitribn. Los cambios espectrales
pueden ser analizados de acuerdo a la ecuacién de Benesi-Hildebrand

(ecuacion 2.3).

1_ 1 1 1 .
AF Kok oDl x Cols + DL, (Ecuacidn 2.3)

Donde [CD]o y [D]o son la concentracion inicial de la molécula anfitrion y
huésped, respectivamente, K1 es la contante de asociacion del complejo
anfitrion-huésped, ® es el rendimiento cuantico de fluorescencia para el
complejo de inclusion y k es una constante instrumental. AF, corresponde al
cambio en la fluorescencia causado por la adicion de molécula anfitrion (AF =
Fx - Fo, donde Fx y Fo, son las intensidades de fluorescencia maxima en
presencia y ausencia de CD). Al graficar 1/AF versus 1/[CD]o para cada sistema
anfitrion-huésped, se deberia observar una recta de donde se puede evaluar la
constante K1 a partir de la pendiente y el intercepto, si la estequiometria para la

formacion del complejo es 1:1.

Para el caso de los complejos de inclusion con estequiometria 1:2 (n = 2),
se consideran dos reacciones de equilibrio, correspondientes a la formacion del
complejo con estequiometria 1:1 (ecuacion 2.4) y una segunda molécula de

ciclodextrina que forma el complejo de inclusién con estequiometria 1:2.
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=z

Reaccion I: D+ CD : D-CD (Ecuacion 2.4)
K4
Kz
-7 _) -7
Reaccion lI: D-CD+CD __ D-CD, (Ecuacion 2.5)
K.

N

Por lo tanto la ecuacidbn no lineal que relaciona la intensidad de
fluorescencia con la concentracion de ciclodextrina, considerando las
constantes de formacion de complejos de inclusion, de acuerdo a la secuencia

de equilibrios con estequiometria 1:1 y 1:2, corresponde a la ecuacion 2.6.

I _ Io+11K{[CD]+I;K1K,[CD]?
0bs™ " 14K, [CD]+K; K, [CD]?

(Ecuacion 2.6)

Donde [CD] es la concentracién de ciclodextrina, K1 y K2 son las contantes
de inclusion del complejo anfitribn-huésped con estequiometria 1:1 y 1:2. lobs,
corresponde a la intensidad de fluorescencia méxima en presencia de
ciclodextrina. Si la union del huésped a la ciclodextrina es altamente
cooperativa, Ki<<K2z, en otras palabras si la concentracion de complejos de
inclusién 1:1 es despreciable, la formacion del complejo de inclusion puede ser
descrita en términos de la reaccion entre el huésped y dos moléculas de
ciclodextrina, ecuacion 2.7:

K>
H
D+2CD __ D-CD, (Ecuacion 2.7)
K
__ [p-cD,] .
K, = IDICD]2 (Ecuacion 2.8)

Donde D, CD y D-CD2, corresponden a la molécula huésped, molécula
anfitrion y complejo de inclusién de estequiometria 1:2, respectivamente. Kz, es

la constante de equilibrio correspondiente. Los cambios espectrales pueden ser
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analizados de acuerdo a la ecuacion de Benesi-Hildebrand, para complejos de

inclusién con estequiometria 1:2 (ecuacion 2.9):

1 1 % + 1
AF K,k ®[D]y [cD]3 k ®[D]g

(Ecuacion 2.9)

Donde [CD]o y [D]o son la concentracion inicial de la molécula anfitrion y
huésped, respectivamente, Kz es la contante de asociacion del complejo
anfitrion-huésped, ® es el rendimiento cuantico de fluorescencia para el
complejo de inclusion y k es una constante instrumental. AF, corresponde al
cambio en la fluorescencia causado por la adicion de molécula anfitrion (AF =
Fx - Fo, donde F x y Fo, son las intensidades de fluorescencia maxima en
presencia y ausencia de ciclodextrina). Al graficar 1/AF versus 1/[CD]3 para
cada sistema anfitrion-huésped, se obtiene una recta, de la cual se evalla la

constante Kz a partir de la pendiente y el intercepto.
Método de solubilidad de fases

Otro método empleado en la determinacion de la constante de inclusién
es el método de solubilidad de fases, propuesto en 1965 por Higuchi y
Connors.>® Este método no sé6lo permite obtener el valor de la constante de
inclusién sino que también es posible obtener la estequiometria del complejo
formado. Este procedimiento es sensible a la concentracion y pureza de las

especies en solucion, como también a la temperatura del proceso.

El método de solubilidad de fases, utiliza las curvas de curvas de
solubilidad, las cuales son representadas en la Figura 2.1. Donde So,
corresponde la solubilidad de la molécula huésped en ausencia de ciclodextrina.
Existen dos perfiles de solubilidad A y B, donde A corresponde a la formacion
de complejos de inclusion solubles y B sugiere la formaciéon de complejos de
inclusion muy poco solubles. Cada perfil se divide en diferentes curvas de
solubilidad. Para el perfil A se encuentran las AL, Ar y An, donde AL representa

el aumento lineal de la solubilidad de la molécula huésped en funcién de la
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concentracion de ciclodextrina, comportamiento esperado para aplicar el
método de solubilidad de fase, mientras que Ar y An, representan a la
desviacion isotérmica positiva y a la desviacion isotérmica negativa,
respectivamente. Por otra parte el perfil B se divide en dos curvas, la curva Bs
indica el limite de solubilidad para complejos de inclusién y B, corresponde a

los complejos de inclusion insolubles.

So

Concentracion de huésped disuleto

Concentracion de ciclodextrina

Figura 2.1. Diagrama solubilidad de fases para ciclodextrina.53

El procedimiento empleado para la formacion de los complejos
anfitrion/huésped corresponde a la metodologia Il previamente mencionada, la
cual en términos generales consiste en adicionar una cantidad constante de la
molécula huésped en exceso a concentraciones crecientes de molécula
anfitrion, en un volumen constante de mezcla. Luego, las soluciones son
agitadas a temperatura controlada hasta que estas llegan al equilibrio
termodinamico. Posteriormente, son filtradas y medidas a través de técnicas
espectroscopicas, con el proposito de determinar la concentracion del sustrato

en solucidn.
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Para determinar el valor de la constante de inclusidbn se considera el
equilibrio:
K
mD +nCD < D, CD, (Ecuacién 2.10)

__ DyCDy
pmcpn

(Ecuacion 2.11)

Donde D y CD corresponden a la molécula huésped y ciclodextrina
respectivamente, m y n son los coeficientes estequiométricos para las
moléculas anfitrion y huésped, DmCDn es el complejo de inclusion formado y K

es la constante de inclusion del proceso.

Si la concentracion de la molécula huésped D, tiene una solubilidad, S y
So en presencia y ausencia de ciclodextrina respectivamente. La solubilidad

total (St) disuelta de la molécula huésped sera:
St =Sy +m[D,,,CD,,] (Ecuacion 2.12)

Por lo tanto despejando DmCDn en la ecuacion 2.12, la concentracion del

complejo de inclusién puede expresarse como:
[D,,CD,] = % (Ecuacion 2.13)

En el caso de la molécula huésped, la concentracién de ciclodextrina no
complejada CD, se obtiene a partir de la diferencia entre la concentracién total
de ciclodextrina agregada (CDr) y la concentracion del complejo (DmCDn), de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
[CD] = CDy — n[D,,CD,] (Ecuacion 2.14)

Si el complejo de inclusiébn formado posee estequiometria 1:1 (n=1)
respecto a la ciclodextrina y reemplazando en la ecuacion 2.12, en las
ecuaciones 2.11 y 2.14, la solubilidad total de la molécula huésped podra

expresarse en funcién de la concentracion de ciclodextrina agregada (CDr), el
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factor estequiométrico de la molécula huésped (m), la constante de inclusion K
y la solubilidad en ausencia de ciclodextrina de la molécula huésped (Ecuacion
2.15).

5. = mKSt
T ™ 14ksT

CDr + S, (Ecuacion 2.15)

La ecuacion anterior corresponde a una ecuacion de recta, de un grafico

St versus CDr se puede calcular de la pendiente el valor de K.

mst

T 1+KST

(Ecuacion 2.16)

Y si K es la constante para un complejo 1:1 (m = n = 1), entonces:

pendiente

= So(_pendiente) (Ecuacion 2.17)

K

Una desviacion positiva del perfil A (curva Ap), Figura 2.1, sugiere la
formacion de un complejo de inclusién de un orden mayor a uno, entonces para
el caso de estequiometria 1:2 (m=1 y n=2), huésped/ciclodextrina, la solubilidad

total (St) disuelta de la molécula huésped sera:®®
Sy =S, + K;So[CD] + K, K,[CD]?>  (Ecuacion 2.18)

La estequiometria para el caso de complejos de inclusion 1:2 puede
corroborase graficando la ecuacién cuadratica (ecuacién 2.18).

2.3.3 Método gréafico de Job

Para corroborar la estequiometria del complejo de inclusion, se utilizé el
método gréafico de Job,%¢ que consiste en graficar AF[R] versus r, donde R es la
concentracion total del huésped y r corresponde a la fraccidon molar del huésped

en la solucioén.

Las concentraciones del huésped (D) y del anfitrion (CD) en complejos

de inclusidn 1:n, se pueden expresar de la siguiente forma:
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[D]=rM-[D:CD] (Ecuacion 2.19)
[CD]=M(1-r)-n[D:CD] (Ecuacién 2.20)

Finalmente para determinar la estequiometria del complejo de inclusion,
D-CDn, se obtiene el valor maximo de r del grafico y se despeja n de la

ecuacion: r = (n+1)1.

2.3.4 Determinacién de los parametros termodinamicos

Los parametros termodinamicos se obtuvieron siguiendo la formacién de
complejos de inclusion anfitrion-huésped en el rango de 20 - 60° C. De la
constante de asociacion, se calcul6 el valor de AG° y de su dependencia con la

temperatura, se estimaron AH° y AS°, empleando graficos de van't Hoff.
AH® = AS© .
In(K) = — R + = (Ecuacion 2.21)

K: Constante de inclusion

R: Constante Universal de los gases ideales

T: Temperatura

AH°: Entalpia en condiciones estandar de presion y temperatura
AS°: Entropia en condiciones estandar de presion y temperatura

2.3.5 Sintesis
Ariloxazinonas

Las ariloxazinonas, fueron sintetizadas previamente en el Laboratorio de

Cinética y Fotoquimica, utilizando el método descrito por Moffet.”

Esquema I: Reaccion para la sintesis de ariloxazinonas.
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O
N/k(
OH + RCOCOOR® —— o

La reaccion del esquema I, entre el o-aminofenol y el a-cetoéster ocurre

NH,

a temperatura ambiente, cuando los precursores son especies reactivas, sin
embargo, cuando la reactividad es baja, la reaccion se realiza a diferentes
temperaturas dependiendo de la naturaleza del sustrato. A continuacion, se

describe el procedimiento general para la sintesis de ariloxazinonas:

En un balon seco de 3 bocas, de 25 mL, provisto de un refrigerante y
agitacion magnética, se disuelven 1 mmol de o-aminofenol y 1 mmol del a-
cetoéster, en etanol. La mezcla se calienta a reflujo durante una hora y luego se
enfria en un bafio con hielo para que precipite la oxazinona. El producto sélido,
se filtra y se lava con agua y se recristaliza en acetonitrilo. Una mayor
purificacion se logra utilizando una columna cromatogréafica de silica con una

mezcla de solventes adecuada.
Las ariloxazinonas sintetizadas fueron:

- Oxazinona 2: 'H-RMN (CDCI3) / ppm: 6=8,34 (dd, 2H), 6=7,86 (dd, 1H),
§=7,53 (t, 1H), 5=7,46 (dd, 2H), 5=7,43 (t, 1H), 5=7,32 (t, 1H).

- Oxazinona 3: *H-RMN (CDCls) / ppm: 8=8,48 (dd, 2H), =7,86 (dd, 1H);
§=7,48 (t, 1H), 5=7,33 (m, 2H), =7,05 (dd, 2H), 5=3,89 (s, 3H),

- Oxazinona 5: *H-RMN (CDCIz) / ppm; 8=8,20 (m, 2H), 8§=7,44 (m, 4H),
$=6,70 (dd, 1H), 5=6,05 (d, 1H), 5=5,94 (s, 2H).

- Oxazinona 6: *H-RMN (CDCIs) / ppm: 8=8,33 (m, 2H), §=7,60 (d, 1H),
§=7,49 (m, 3H), 5=6,72 (dd, 1H), 5=6,48 (d, 1H), 5=3,15 (s, 6H).
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Ariloxazoles

Para la sintesis de los naftoxazoles, se utilizé el método descrito por M.
Zajac,®® que consiste en la condensacion de metilnaftoxazol con un aldehido
aromatico utilizando hidréxido de potasio como base y dimetilsulféxido (DMSO)

como solvente.

Esquema II: Reaccion para la sintesis de ariloxazoles.

N—

Nﬁ(
O (0}
' )J\
R H

En esta metodologia se emplea un bal6n seco de 50 ml, en el cual se

KOH/H,0 50%
—_—
DMSO

disuelve 1 mmol de 2-metilnaftoxazol en 6 mL de dimetilsulféxido. Luego se
agregan 2 mL de una solucion acuosa de KOH al 50% y finalmente 0,95 mmol
del correspondiente aldehido. La mezcla se agita por 12 horas a temperatura
ambiente. Al crudo de la reaccion se agregan 10 mL de agua, precipitando un
sélido en la mayoria de los casos, el cual es filtrado y lavado con metanol frio.
Para una mayor purificacion, se utiliza una columna cromatogréfica de silica con

una mezcla de solventes adecuada o bien se recristaliza en metanol.

Sélo se sintetizé el ariloxazol 30: *H-RMN (CDCIs) / ppm: 8=9,35 (s, 1H),
§=8,66 (d, 1H), 5=8,54 (d, 1H), 5=8,56 (d, 1H), 5=8,13 (d, 1H), 5=8,09 (d, 1H),
§=8,02 (d, 1H), 6=7,98 (d,1H), $=7,84 (d, 1H), 6=7,73 (d, 1H), 5=7,74 (m, 2H),
§=7,57 (dd, 1H), 5=7,33 (d, 1H).

BSOsH-ciclodextrina

La B-ciclodextrina modificada con un grupo sulfonato se sintetizo

agregando sobre una solucion de 2,25 mmol de B-ciclodextrina en 10 mL de
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diclorometano, agitada a 0° C. Luego se adiciona 4,5 mmol de acido
clorosulfénico, gota a gota durante 3 horas. Terminada la adicion del &cido
clorosulfénico, la mezcla se agitdé por 2 a 4 horas adicionales, con el fin de
remover completamente el acido clorhidrico formado. Después la mezcla se
filtr6 y lavdo con 30 mL de metanol. Posteriormente se secO a temperatura
ambiente obteniéndose 2,5 g de la BSOsH-ciclodextrina.®®" El producto fue
analizado por espectrometria de masas y se encontré que la razén carga masa
(m/z) para la B-ciclodextrina aparece a 1135 y para la ciclodextrina sulfonada a
1215.

2.3.6 Rendimientos cuanticos de fluorescencia

Los rendimientos cuénticos de fluorescencia (¢r), corresponden a la
razon entre los fotones absorbidos y los fotones emitidos a través del proceso
de fluorescencia. Estos fueron medidos por el método de razones descrito por
Eaton y Demas’'’? utilizando solventes representativos de la escala de
polaridad, usando sulfato de quinina en &cido sulftrico 0,1N (¢r=0,55) como

actinémetro.

Brevemente, el método consiste en medir los espectros de absorcion y
emision, manteniendo la geometria del sistema. Para calcular los rendimientos

cuanticos de fluorescencia se empled la ecuacion:

Oy = (ﬂ) ( ks )(pAct (Ecuacion 2.22)

GRAD ace/ \ N5zt

Donde ¢x Yy ¢act, corresponden a los rendimientos cuanticos de
fluorescencia de la muestra y el actindbmetro, GRADx y GRADact son las
pendientes grafico del espectro integrado de fluorescencia versus la
absorbancia, para la muestra y para el actindmetro, respectivamente y nx y nact
corresponden al indice de refraccion del solvente en el que se encuentra la

muestra y el actindbmetro respectivamente.
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2.3.7 Determinacién de tiempos de vida de fluorescencia

Los tiempos de vida de las moléculas fluorescentes se midieron usando
un sistema de conteo de fotones PicoQuant Fluotime 200, que permite medir la
fluorescencia resuelta en el tiempo de alta resolucion. Se midieron soluciones
de la sonda equilibradas con aire en diferentes solventes. La absorbancia de la
sonda se ajusto a alrededor de 0,1 en el maximo de absorcion de la banda de

menor energia.
2.3.8 Determinacion de oxigeno molecular singulete

Las medidas del tiempo de vida del oxigeno molecular singulete, se
realizaron utilizando un espectrémetro infrarrojo resuelto en el tiempo que
permite la deteccion de la fosforescencia del oxigeno excitado resuelta en el
tiempo a 1270 nm. Las mediciones se efecttan empleando celdas de
fluorescencia de 1 cm, y a temperatura ambiente (20°C). La intensidad de
emisiéon y por lo tanto la sefal eléctrica producida por el detector, es

proporcional a la concentracion de oxigeno singulete.
2.3.9 Generacion de Luz Blanca
Medio Acuoso:

Se prepar6 una solucién 30 mM del naftoxazol 13 en solucion buffer a pH
5, se tomd una alicuota de 200 pL del compuesto y fue afiadido a 6 matraces
de 5 mL con BSOsH-ciclodextrina, en concentraciones de 20, 21, 22, 23, 24y 25
mM. Cada solucion fue agitada durante 24 horas a temperatura controlada.

Medio Sdélido:

Se preparo una solucion 30 mM del naftoxazol 13 en solucion buffer a pH
5, se tomo una alicuota de 200 pL del compuesto y fue afladido a 6 matraces
de 5 mL con BSOsH-ciclodextrina, en concentraciones de 20, 21, 21,2, 21,4, 22

y 23 mM. Cada solucién fue agitada durante 24 horas a temperatura controlada
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y posteriormente liofilizada; 3 mg del solido obtenido fueron depositados entre
dos placas de cuarzo de 0,5 cm x 0,5 cm, para luego medir su intensidad de

fluorescencia.

2.3.10 Cinéticas de consumo del complejo de inclusién naftoxazol 15/B-

ciclodextrina en presencia de oxigeno molecular singulete

El consumo de sondas fluorescentes por reaccion con oxigeno molecular
singulete, fue seguido mediante espectroscopia de absorcion UV visible y por
emision de fluorescencia. La fotolisis se realizo utilizando una lampara de 50
watts de potencia colocada a una distancia de 20 cm de la celda de fotdlisis, de
forma que durante el experimento la geometria del sistema permanezca
contante. La fotolisis fue registrada cada 1 minuto hasta que se consuma entre
un 50% a un 90% de la molécula fluorescente. La temperatura del sistema se
mantuvo constante a 25° C, mediante la circulacion de agua desde un bafio
termorregulado y el rango de longitudes de onda de la luz incidente fue
controlado a través de filtros de corte apropiados de forma tal que sé6lo absorba
del sensibilizador. En la cubeta de paso Optico de 1 cm, se agregd 3 mL de
solvente, la sonda en una concentracion adecuada y azul de metileno como

sensibilizador.

2.3.11 Determinacion de la constante de desactivaciéon de oxigeno

molecular singulete.

Las constantes de desactivacion de oxigeno molecular singulete fueron
obtenidas a partir de mediciones del tiempo de vida del oxigeno excitado en
ausencia y presencia de distintas concentraciones de desactivante, para este
caso el complejo de inclusion naftoxazol 15/ B-ciclodextrina, utilizando agua
deuterada como solvente. La fosforescencia del 'Oz fue detectada por medio de
un sistema PicoQuant Fluotime 200 modificado. Para la excitacion se utilizé un
laser Nd:YAG (FTSS355-Q, Crystal Laser, Berlin, Germany) bombeado por
diodo usando una velocidad de repeticion de 1 kHz. La luminiscencia emitida
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por el oxigeno excitado fue filtrada con un filtro de silicio (Edmund Optics, U.K.)
y un filtro de interferencia centrado a 1265 nm (Spectrogon, Sweden) para
remover la luz dispersada y la fluorescencia remanente del laser. Para la
deteccion se utiliz6 un tubo fotomultiplicador sensitivo en el IR-cercano
(Hamamatsu Photonics Hamamatsu City, Japan). El conteo de fotones se
realizé con un escalador multicanal PicoQuant’'s Nanoharp 250. Las sefiales de
la emision resuelta en el tiempo fueron analizadas usando el software
PicoQuant FluoFit 4.0, que permite extraer el tiempo de vida y los valores de
amplitud. Los valores de las constantes de desactivacion se obtuvieron, usando
la ecuacion de Stern-Volmer, a partir de la pendiente de graficos de la constante
de decaimiento del oxigeno excitado versus la concentracion de la sonda de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

kg = k3 + kq[S] (Ecuacion 2.23)
Donde kg, es la constante de velocidad del decaimiento del oxigeno

molecular singulete en ausencia de aditivos, k; es la constante de velocidad de

decaimiento del oxigeno molecular singulete en presencia de desactivante y Kq
es la constante de velocidad total de desactivacion de oxigeno molecular

singulete.

2.3.12 Estudios Computacionales
Obtencién de las estructuras cristalinas de la B-ciclodextrina

Para los calculos computacionales, se empled la estructura cristalina

de la B-ciclodextrina, descargada de la base de datos Protein Data Bank

(www.rcsb.org), codigo: 1BFN.”3
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Optimizacion de geometria

Con el proposito de obtener la estructura molecular de minima energia
para cada una de las moléculas derivadas de ariloxazinonas y ariloxazoles, se
realiz6 una optimizacion de la geometria con el programa Gaussian98,’*
aplicando la teoria de funcionales de densidad (DFT), debido a su gran utilidad
en el andlisis de moléculas organicas.”>’” Para este estudio se utiliz6 el
funcional hibrido B3LYP y combinando el conjunto de funciones base con doble
funcién de polarizacion 6-31G (d,p), debido a que se ha demostrado que estas
funciones matematicas son las que describen los orbitales moleculares de los

sistemas organicos de mejor manera.’® 7°
Determinacion de Cargas Parciales

El método mas preciso que ofrece el programa AMBER148° para definir
las propiedades electrostaticas de un sistema es el ajuste restringido del
potencial electrostatico (Restrained Electrostatic Potential Fit o RESP). El
método RESP ajusta el potencial electrostatico calculado mecano-
cuanticamente a superficies moleculares, usando un modelo de carga puntual
centrada en el atomo. Para generar el archivo de entrada del potencial
electrostatico para ejecutar RESP, se usa el programa Gaussian98’* y se

obtienen las cargas RESP de la molécula con el programa RED-I11-4,81.82

Estudio de modelamiento molecular

Un método util para el acoplamiento molecular o docking, consiste en
predecir la orientacion preferida de una molécula cuando ésta interactia
con otra. En esta tesis se estudio la orientacién mas favorecida y de mayor
afinidad para la formacién de un complejo estable entre la molécula anfitrion

(ariloxazinonas y ariloxazoles) y la molécula huésped (B-ciclodextrina).
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Existen dos métodos de docking, sistematico y estocastico. En el primer
caso la busqueda es deterministica y esté dirigido principalmente a sistemas
rigidos en los cuales hay sOlo 6 grados de libertad. EI segundo meétodo,
corresponde a una busqueda aleatoria y es usado para sistemas flexibles.5?
Para este trabajo se utiliz6 el software AutoDock4,%3 el cual para otorgar el
puntaje de docking utiliza una funcién basada en los campos de fuerza de

mecanica molecular, disefiados para el software AMBER.8

AutoDock, Es un programa de docking basado en un detallado modelo
de interacciones intermoleculares no-covalentes. Debido a la complejidad de las
correlaciones encontradas entre la constante de afinidad (K), de un compuesto
y la energia libre de interaccion determinada por métodos de mecanica
molecular, AutoDock cuenta con una funcién empirica basada en el estudio de
multiples complejos cristalizados cuyas constantes de afinidad han sido
determinadas experimentalmente, obteniendo de este modo relaciones
empiricas entre la estructura molecular y energias libres de interacciéon. La
funcion empirica se amplia para modelar la energia libre de interaccion

incluyendo términos entrépicos:

AG = AGyya + AGpren+DGeiec+AGeonsorm + AGeor+AGg,, (Ecuacion
2.24)

En la Ecuacién 2.24, los primeros cuatro términos (AGwd, AGpteh, AGelec Y
AGconform) corresponden a los tipicos términos de mecéanica molecular tales
como energias libres de dispersion/repulsion, puentes de hidrogeno,
electrostaticas y desviaciones de la geometria covalente, respectivamente.8>86
El término AGtor, modela la restriccion dada por el rotor interno (enlace sp?®)
junto con la rotacién y traslacién global. El termino AGso, modela la
desolvatacién que se produce después de la interaccién junto con el efecto
hidrofébico (el cambio de entropia en soluto-solvente en la interface de

interaccion).
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Tomando en cuenta un modelo mas detallado como lo es el ciclo
termodindmico de Wesson y Eisenberg,®® el cual corresponde a una funcion de
energia mejorada, que incorpora a la ecuacion 2.24 términos de desolvatacion
basados en evaluaciones de volumen ocupado por los atomos de carbono del
ligando y de los términos constantes para los puentes de hidrégenos, los cuales
fueron desarrollados por modelos de desolvatacion para &tomos polares.®3

Ajj Bj; Ci: Dii
AG = AGyyq Xij (rT; - —61> + AGpten 2, E(8) (r% - TTL{) +
ij

Tij ij ij

Epteh) +0Goree 5t (%) + AGroyNeor +AG 0 3,5V, e(75/%°)  (Ecuacion 2.25)

En la ecuacién 2.25, los cinco términos son coeficientes determinados
empiricamente por analisis de regresion lineal para un nimero de complejos
ligando-proteina, con constantes de afinidad conocida. Las contribuciones de
vacio incluyen tres términos energéticos, el primero corresponde a Lenard-
Jones 12-6 dispersion/repulsion, el segundo a la direccibn de puentes de
hidrogeno 12-10, donde E(t) depende del angulo t definido por el atomo de
prueba y un receptor; luego un término que describe el potencial electrostatico
de Coulomb y finalmente el término que describe la entropia de pérdida
conformacional del ligando tras la unién. Este término es proporcional con los

enlaces sp? del ligando.

La estructura cristalografica de B-ciclodextrina,”® se utilizé6 para modelar
su geometria tridimensional. Los estudios de acoplamiento molécula-
ciclodextrina, se llevaron a cabo utilizando el programa AutoDock4 con el
algoritmo de Lamarkian (LGA).8 El volumen escogido para los mapas de grilla
seran de 40 x 40 x 40 puntos. La eleccion de la conformacién mas estable sera

basada en un criterio de menor puntaje de docking.
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Dindmica molecular

La dinamica molecular es una herramienta util para entender el
principio fisico y funcion de macromoléculas, debido a que involucra el uso
de calculos computacionales para simular el movimiento de &tomos o
grupos de atomos en un sistema. Los célculos de dinamica molecular son
capaces de determinar la posicion y aceleracion de todos los atomos del
sistema en una serie de pasos. La variacién de la posicion de un atomo en
el tiempo que transcurre la dinamica se conoce como trayectoria. Para
poder hacer los calculos de dinamica es importante emplear un campo de
fuerza, el cual otorga al sistema los parametros necesarios, basados en

funciones matematicas que describen la energia potencial del sistema.

Los calculos, estan basados en la segunda ley de Newton, la cual
relaciona la fuerza con la aceleracion, de acuerdo a la siguiente ecuacién
diferencial:

dzRi

a ij _)i' e
e X ~ 2T (Ecuacion 2.26)

OFU

Fi=mi

Donde Fi es la fuerza ejercida por la particula denotada por i, mi es la
masa de la particula i, Ri es el radio de la particula i, t es el tiempo y uj es el
potencial interatdbmico entre el atomo i y el atomo j. Cuando la ecuacion de
Newton es integrada, la energia se conserva, por lo que en general se trabaja a

temperatura constante.

En general, la dinAmica molecular se utiliza para el estudio de la
estructura y comportamiento de las moléculas, de acuerdo al potencial
intermolecular. Debido a que existen distintos minimos locales de energia en la
superficie de energia potencial, es conveniente realizar los céalculos con la
estructura de minima energia, la cual corresponde a cero kelvin. Luego de

minimizado el sistema, se eleva a temperatura, para que la molécula comience
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a experimentar movimientos vibracionales, hasta que cruza la barrera de

energia y es re-optimizada para dar una nueva estructura.

Los célculos de dinamica molecular se dividen en tres etapas: primero se
realiza una etapa de minimizacion en la cual se restringe el movimiento de los
atomos que conforman el sistema, con el propdésito de obtener una estructura
de referencia. Luego se equilibra el sistema, para ello se calienta de 0 a 300 K,
en tres pasos consecutivos de 100 K cada uno y finalmente se realiza la etapa

de produccién por un tiempo determinado.

Para este trabajo se utilizé el programa AMBER148° empleando un
conjunto de parametros generales de campos de fuerza, GAFF,% el cual
posee los pardmetros para todas las moléculas organicas que estan
compuestas por los atomos de C, N, O, H, S, P, F, Cl, Bry | vy
GLYCAM_06h,%> disefiado especificamente para carbohidratos. Para
realizar las simulaciones, se empled las estructuras de los complejos
obtenidas a partir de docking molecular. Se parametrizé cada una de las
estructuras (ligando, receptor, complejo), ademas de parametrizar la
estructura de complejo solvatado en un caja octaédrica de agua TIP3P,
luego se minimizé y equilibré el sistema de 100 a 300 K. Se aplico el
algoritmo SHAKE para restringir los atomos de hidrégeno. Luego se calento
el sistema hasta la fase de equilibrio para posteriormente llegar a la etapa
de produccién (20ns). Los analisis de las trayectorias de la dinamica

molecular se realizaron con el programa VMD v.1.9.86

Determinacion de los parametros termodinamicos basados en los
métodos MM/PBSA®%2 y MM/GBSAS3

Los méetodos computacionales actualmente permiten determinar las
energias libres de unién para macromoléculas, combinando los célculos de
mecanica molecular y modelos de solvatacién continuos. En esta tesis se

utilizaron los métodos de Mecéanica Molecular/ Area de Superficie Poisson-
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Boltzman (MM/PBSA)®2 y Mecéanica Molecular/ Area de Superficie
Generalizada de Born (MM/GBSA),%® debido a que son eficientes y no
requieren de elevados recursos computacionales. Para ambos métodos la
energia libre de union (AGyind) entre la molécula anfitrion (L) y la molécula
huésped (R), las cuales forman un complejo (RL) se calcula a partir de las
ecuaciones, derivadas del ciclo termodinamico descrito en la Figura 2.2.87

AGobind,solv
Ligando Receptor | < =1 Complejo
y
AGOsoIv,Iig AGOsolv,rec AGOsolv,com
y
Ligando Receptor — = [ Complejo
AGObind,vac

Figura 2.2. Ciclo termodindmico empleado para evaluar las diferencias de
energia libre. Donde AG°solv,ig, AG’soly, rec Y AG°soiv,com, corresponden a las
energias libres de solvatacion del ligando, receptor y complejo,
respectivamente y AG°bind,solv Y AG°bindvac SON las energias libres de la union
en presencia de solvente y en el vacio, para complejo de inclusion ligando y
receptor respectivamente.

La diferencia de energia libre de unién AG°uwind esta dada por la

siguiente ecuacion:
AGping = AH — TAS = AE), + AG,,; — TAS (Ecuacion 2.27)

Donde AEwm, AGso Y —TAS son los cambios de la energia en fase
gas calculada por métodos basados en mecanica molecular (MM), la
energia libre de solvatacion y la entropia conformacional, respectivamente,
tras la unién de la molécula anfitrion con el huésped. AEwmw, incluye AEintema
(cambio de energias de enlace, angulos y angulos diedros), AEelectrostatica
(cambio de energia electrostatica) y AEvaw (cambio de energia de van der
Waals).
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Para cada sistema:
AG_x = AEMM + AEPBSA/GBSA - TSMM (EcuaC|én 228)
Donde x= ciclodextrina libre, ligando libre y complejo

AE,, corresponde a la energia promedio calculada por mecanica
molecular, la cual depende de la funcion de campo de fuerza usado para

representar las siguientes variables:

AEMM = AEenlaces + AFz’mgulos + AEtorsiones + AEvdw + AEelec (Ecuacién 2-29)

El término, -TSwmwm, €s la entropia del soluto que es calculada a partir

de un andlisis cuasi-armoénico de sus trayectorias.

Ambas metodologias consideran la energia libre de solvatacion

como, AGsol: AGsoppatacion = 4Gppsep + A4Gss  (Ecuacion 2.30)

AG =ySASA+ b (Ecuacion 2.31)

no, solv

Donde SASA es calculado por la metodologia de combinaciones
lineales de superposicion de pares (Linear Combinations of Pairwise

Overlaps (LCPO)),2 donde y y b son pardmetros empiricos.

Para el método de MM/PBSA, AGpgs4, COrresponde a la energia libre
electrostatica de desolvatacidn calculada a partir de la diferencia de energia

libre obtenida en el vacio y en fase condensada, respectivamente:

AGELec = Gglzego — G;:l:ei (Ecuacién 2.32)

solvatacion

Donde ¢ es la constante dieléctrica (80 para agua y 1 para el interior
de la ciclodextrina). Los calculos de energia libre electrostatica usando

ambas constantes son obtenidos a partir de la siguiente ecuacion:

Goloc = %fv p(r)e(r)dV (Ecuacion 2.33)
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En la ecuacién 2.33, el volumen (V) es integrado en todo el espacio.
Para calcular la energia libre electrostatica, son necesarios los valores de
densidad de carga (p(r)) y de potencial electrostético (¢(r)) calculados a

partir de la solucion numérica de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PB):
V[e(r)Vo(r)] — k%(r)senho(r) = —4np/ (r) (Ecuacion 2.34)

Donde K es el parametro de Debye-Huckel, el cual esta relacionado
con la raiz cuadrada de la fuerza ionica. p/, es la densidad de carga que
representa la distribucion de carga atdmica parcial de la macromolécula;
senh, es aplicado debido a la presencia del parametro de Debye-Huckel y

provee una descripcion de la media de los campos de fuerza de los iones.

Una aproximacion de célculo mas rapida y precisa que MM/PBSA, es
la metodologia de MM/GBSA, en esta técnica a las energias libres de
solvatacion electrostatica, se agregan las energias libres de solvatacion
apolar, las cuales son consideradas proporcionales al area superficial
accesible del solvente (SASA).

Calculos de Orbitales Naturales de Enlace (NBO)

El andlisis de NBO®-°1 provee una imagen precisa de la estructura de
Lewis de una molécula usando un alto porcentaje de la representacion de la
densidad electrénica orbital. Por lo tanto, esta herramienta permite entender
las interacciones intra e intermoleculares recogiendo principalmente
informacion desde las interacciones que ocurren entre los orbitales
ocupados Yy virtuales. También proporciona informacién respecto a los
cambios de densidad de carga entre los atomos, los cuales pueden actuar
como dadores o aceptores con relacion a la molécula sola o a distintas
moléculas interactuando. Esta relacion permite determinar la estabilidad del
sistema debido a la interaccion entre orbitales enlazantes vy

antienlazantes.%!
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La relacion entre un donor (i) y un aceptor (j) corresponde a la
energia de estabilizacion E(2)NB la cual se obtiene a partir de la ecuacion
2.35.

F(i,))?
t E]'—El'

En donde q;i es el orbital donor ocupado; Ei, Ej son las energias de los
orbitales y Fj se obtiene a partir de la matriz elemental de NBO Fock, la
cual corresponde a la aplicacion de un operador monoelectronico cuya
matriz en una base completa de espin-orbitales. Valores altos de E(2)
corresponden a una interaccion fuerte entre un atomo dador y uno aceptor,
0 en otras palabras, una fuerte tendencia dadora desde el atomo dador
hasta el aceptor y consecuentemente una alta extension de la conjugacion
en todo el sistema resultado la estabilidad de éste. Todos los célculos se
realizaron usando el programa NBO 6.0.%

NBLa energia E(2), corresponde a la energia de interaccion estabilizante

entre los orbitales de los atomos involucrados, dando cuenta de la fuerza de
la interaccion y no de su valor cuantitativo.
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CAPITULO 3: Resultados y Discusién

Estudio de las propiedades fotofisicas de las ariloxazinonas y ariloxazoles
3.1Ariloxazinonas

Los derivados de ariloxazinonas, tales como benzoxazinonas vy
naftoxazinonas, son compuestos que presentan caracteristicas espectrales y
propiedades fotofisicas interesantes desde el punto de vista de sus espectros
de absorcion y emision, los cuales en solventes organicos de elevada polaridad,
muestran desplazamientos batocrémicos, amplios corrimientos de Stokes y
tiempos de vida de fluorescencia relativamente cortos.?%?! Estas moléculas han
sido propuestas como sondas fluorescentes para determinar propiedades
fisicoquimicas locales en sistemas de interés biolégico, debido a la sensibilidad
de los maximos de emisién con el solvente y a la gran fotoestabilidad que
poseen.?%?1 Estudios en medio acuoso de la fotofisica de estas moléculas han
sido infructuosos, debido a su pobre solubilidad en agua, lo cual limita

significativamente el desarrollo de nuevas aplicaciones para éstos compuestos.

Con el propdésito de estudiar y caracterizar las propiedades fotofisicas de
las ariloxazinonas, se estudiaron las moléculas 1-10 (descritas en la Figura 3.1),
en medio acuoso, e incluidas en B-ciclodextrina. Se eligieron moléculas que
presenten modificaciones estructurales, tanto en el anillo (lineal o angular) como
en los sustituyentes (dadores y aceptores), con el objetivo de observar si
existen cambios solvatocrémicos significativos y variaciones en los corrimientos

de Stokes, cuando estas moléculas se incluyen dentro de la B-ciclodextrina.
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Figura 3.1. Estructura molecular de las ariloxazinonas incluidas en -
ciclodextrina.

Comportamiento fotofisico de las ariloxazinonas en ausencia y presencia

de B-ciclodextrina

Para cada ariloxazinona se determinaron los espectros de emision de la
molécula libre en benceno y acetonitrilo, junto con los de molécula libre en
medio acuoso y formando complejo de inclusién en agua. Los resultados se
resumen en la Tabla 3.1, donde en general se observan desplazamientos
batocromicos de los maximos de emision a medida que la polaridad del

solvente aumenta.

Las naftoxazinonas 1, 2 y 3, poseen sustituyentes con caracteristicas
electronicas dadoras en posicion 6 respecto al heterociclo. Las oxazinonas 2 y
3, tienen grupos amino y N,N-dimetilamino, respectivamente, mientras que la
oxazinona 1, posee un grupo metoxilo. La presencia de estos sustituyentes,
provoca importantes desplazamientos batocromicos de los maximos de
emision, los cuales se encuentran descritos en la Tabla 3.1. Por ejemplo
cuando se compara benceno con acetonitrilo, las oxazinonas 1, 2 y 3, presentan
desplazamientos batocrémicos de sus maximos de emision de 92 cm, 491 cm-

1y 258 cm?, respectivamente.
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Tabla 3.1. Longitud de onda maxima de excitacion (1.,.n/nm) y longitud de onda
méaxima de emision (1¢ms/nm), de las oxazinonas 1-10 en solventes con distinta
constante dieléctrica, « (benceno, acetonitrilo y agua) y en B-ciclodextrina.

doemm [ ZmEem [ AEim .
OXAZINONA Aexe/NM Benceno Acetonitrilo Agua Ao
complejo
(e=2,3) (e=41,1) (e=80,0)
1 368 444 450 468 466
2 396 478 500 541 527
3 457 496 532 561 553
4 392 467 474 491 491
2 409 473 479 485 459
6 400 478 481 506 500
L 358 427 443 485 471
8 406 454 504 479 473
9 335 422 440 447 441
10 332 516 542 380 382

De acuerdo con lo anterior, son las oxazinonas 2 y 3 aquellas que
presentan un mayor desplazamiento batocrémico. Este comportamiento, es
resultado del efecto dador de electrones que poseen estos sustituyentes, los
cuales promueven un proceso de transferencia de carga hacia el anillo oxazol.
En concordancia con los resultados experimentales, calculos tedéricos
reportados en la literatura reflejan que éstas moléculas poseen una diferencia
significativa entre el momento dipolar del estado excitado con el momento
dipolar del estado basal de 6,86 D para la oxazinona 2 y 10,36 D para la
oxazinona 3,% valores que indican que el estado excitado de éstas moléculas
tiene un caracter mas polar que el estado basal y por lo tanto el estado excitado

emite a menor energia en solventes polares.
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Cuando las oxazinonas 1, 2 y 3 se encuentran en agua, presentan
méaximos de emisién a 468, 541 y 562 nm, respectivamente. De acuerdo con lo
discutido anteriormente para el caso de benceno y acetonitrilo, el estado
excitado de estas moléculas es mayormente estabilizado en solventes polares
préticos como el agua (Tabla 3.1). Consecuentemente, este comportamiento en
las oxazinonas 2 y 3, se debe a que la presencia del atomo de nitrdgeno (amino
y N,N-dimetilamino, respectivamente), que puede formar puentes de hidrogeno
con el agua, debido a la presencia de un par electrénico no compartido y por lo

tanto favorece la estabilidad de estas moléculas en agua.

El espectro de emisidén de las oxazinonas 1, 2 y 3, muestra que cuando
estas moléculas son incluidas en B-ciclodextrina, presentan desplazamientos a
menores longitudes de onda con maximos a 466, 527 y 553 nm,
respectivamente. Este comportamiento, se debe a que la inclusién de éstas
moléculas produce una menor estabilizacién del estado excitado, ya que el
microambiente que rodea al estado excitado cambia de un medio polar, como lo

es el agua, a uno apolar como lo es la cavidad de la B-ciclodextrina (Figura 3.2).

- = oxazinonal
— oxazinona1/pCD
- = oxazinona2
oxazinona2/pCD
- = oxazinona3
—— oxazinona3/gCD

0,8
0,6

. 0,4
R
Oxazinona 1, R=0CHj
Oxazinona 2, R=NH,
Oxazinona 3, R=N(CH3),

024

z
Intensidad de Fluorescencia Normalizada

0,0

U _l‘- T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda/nm

Figura 3.2. Espectros de emisién normalizada para las oxazinonas 1, 2y 3 en
solucién acuosa (linea punteada) e incluidas en 5 mM de B-CD, (linea
continua).
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Al revisar los maximos de emisién en agua y compararlos con los de las
moléculas incluidas en B-ciclodextrina, se aprecia que las oxazinonas 1, 2y 3,
tienen desplazamientos hipsocrémicos de 92, 491 y 258 cm, respectivamente,
donde el desplazamiento para la oxazinona 1 es muy pequefio, no asi para las
oxazinonas 2y 3 (Figura 3.2). Por lo tanto, una vez mas la presencia de grupos
dadores de electrones en la estructura (amino y N,N-dimetilamino), hace que

estas moléculas tengan elevada sensibilidad a la polaridad del medio.

Al analizar la estructura molecular de las ariloxazinonas 4, 5y 6, se
observa que tienen en comun un grupo fenilo en la posicion 2 del anillo
aromatico (Figura 3.1). Ademas las oxazinona 5 presenta un atomo de cloro (Cl)
y la oxazinona 6 un grupo metoxilo (MeO), ambos con caracter dador de

electrones.

En la Tabla 3.1, se observa que estas moléculas presentan corrimientos
solvatocromicos de sus maximos de emision hacia longitudes de onda mayores
cuando se encuentran en solventes polares. Cuando las oxazinonas 4, 5y 6, se
solubilizan en agua, se observa que sus bandas de emision son de baja

intensidad, con maximos que se encuentran a 447 nm, 438 nm y 466 nm.

Los espectros de emision de las oxazinonas 4, 5 y 6, exhiben bandas
estructuradas en agua, observandose que para la oxazinona 6, el espectro de
fluorescencia muestra tres maximos (Figura 3.3), el principal a 506 nm, mientras
que las oxazinonas 4 y 5 muestran bandas de emision en que se pierde la

estructura fina, con maximos a 491 y 459 nm, respectivamente.

Al comparar los maximos de emision de las oxazinonas 4, 5y 6 en agua
y cuando son incluidas en B-ciclodextrina, se observa que éste no cambia para
la oxazinonas 4, mientras que para las oxazinonas 5 y 6 existe un importante
desplazamiento hacia longitudes de onda menores de 1168 cm™ y 237 cm*

respectivamente, cuando forman complejos de inclusién (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Espectros de emision normalizada en medio acuoso para las
oxazinonas 4, 5y 6 en solucion acuosa (linea punteada) e incluidas en 5 mM de
B-CD, (linea continua).

Este comportamiento da cuenta del proceso de inclusion de éstas
moléculas. Ademas la presencia de las naftoxazinonas con sustituyentes
dadores de electrones como el a&omo de cloro y metoxilo le otorgan a las
ariloxazinonas una mayor sensibilidad solvatocromica respecto a la no

sustituida.

Por otra parte, las oxazinonas 7 y 8, tienen en comun que en su
estructura presentan un grupo metilo en posicion 2 y la oxazinona 8 ademas
tiene un grupo hidroxilo en la posicion 9, que tiene la caracteristica de ser dador
de electrones. Cuando estas moléculas se encuentran en solventes polares
(Tabla 3.1), como acetonitrilo sus maximos de emision se encuentran a 443 nm
y 504 nm (oxazinonas 7 y 8, respectivamente). Si la polaridad del medio
disminuye, los maximos de emision son desplazados significativamente a
longitudes de ondas menores, por ejemplo en benceno, estas moléculas

presentan maximos de emisién a 427 nm (oxazinona 7) y 452 nm (oxazinona 8)

58



Cuando se comparan los maximos de emision entre las oxazinonas 7y 8

en agua e incluidas en B-ciclodextrina (Figura 3.4), se observan corrimientos

hipsocrémicos del orden de 613 cm™ a 265 cm™* (Tabla 3.1), siendo mayores

para la oxazinona 7.

1.04

0.8

CH3

o 0.6

N//
R = =~ O
\ 0,4
A

Oxazinona 7, Ry=H

Oxazinona 8, Ry=OH 0,2 4

Intensidad de Fluorescencia Normalizada

0.0

- - -oxazinona7
oxazinona7/BCD
- = -oxazinona8
—— oxazinona8/pCD

T
350

A
400

T
450

T T T T T
500 550 600 650 700
Longitud de onda/nm

Figura 3.4. Espectros de emision normalizada para las oxazinonas 7 y 8, en

solucién acuosa (linea punteada) e incluidas en 5 mM de B-CD, (linea

continua).

Las oxazinonas 4, 9 y 10 son comparables desde el punto de vista de la

geometria que tienen, las oxazinonas 4 y 10 corresponden a un naftoxazinonas

angular y lineal respectivamente y la oxazinona 9 es una benzoxazinona

angular. Sus espectros de emision en agua y formando complejo de inclusién

se observan en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Espectros de emisién normalizada para las oxazinonas 4, 9y 10, en
solucién acuosa (linea punteada) e incluidas en 5 mM de B-CD, (linea
continua).

Al comparar los maximos de emision de las oxazinonas 4, 9 y 10 cuando
pasan de benceno a acetonitrilo, se observan desplazamientos batocrémicos de
316, 969 y 930 cm™, respectivamente. Este comportamiento muestra que un
cambio estructural importante, como pasar de una estructura angular tipo
fenantreno, en la cual la condensacion del anillo heterociclico involucra a las
posiciones [1,2] del anillo (oxazinona 4), a una conformacién lineal tipo
antraceno, en donde estan involucradas las posiciones [2,3] del anillo
(oxazinona 10), produce desplazamientos significativos en el espectro de
emision.

Esta conducta probablemente se debe al efecto de la benzoanelacion,
fendbmeno que se relaciona con factores estructurales y energéticos que
contribuyen a la aromaticidad de la molécula.®#% La aromaticidad de una
molécula puede determinarse empleado el modelo de oscilador armoénico para
la aromaticidad, el cual entrega un indice de HOMA.?*% Para un compuesto
aromatico el HOMA es cercano a 1, mientras que para uno no aromatico el

HOMA es 0. Para el fenantreno se determiné que el HOMA es de 0,88 y para
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antraceno 0,66 aproximadamente.®*% Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por el método computacional de corrimientos quimicos nudcleo
independientes (NICS),% el cual calcula el apantallamiento magnético en el
centro de un anillo, en donde valores negativos indican aromaticidad y positivos
antiaromaticidad, la literatura reporta que para el fenantreno tiene un NICS de -
10,2 ppm y para el antraceno -8,2 ppm.%®® Conforme a estos resultados el
fenantreno es mas aromatico que el antraceno y consecuentemente la
oxazinona 10 es menos aromatica, luego el estado excitado de esta molécula
presenta una mayor sensibilidad a la polaridad del medio en el que se

encuentra.

El rendimiento cuantico de fluorescencia observado para la oxazinona 10
se encuentra bajo el limite de deteccidn, lo cual sugiere que el estado excitado
de los compuestos con mayor aromaticidad decae preferentemente por
fluorescencia. La literatura®’ indica que la mayor intensidad de fluorescencia se
observa en compuestos aromaticos con baja energia de transicion m—1* y que
el rendimiento cuantico de fluorescencia aumenta a mayor conjugacion de
anillos. La presencia de heteroAtomos como el nitr6geno, promueve la
desactivacion del estado excitado a través de cruce entre sistemas, que
convierte al estado singulete excitado en triplete excitado. Nonell y
colaboradores?® determinaron que el rendimiento cuantico de generacion de
oxigeno molecular singulete por la oxazinona 10 es ¢a=0,48. Luego, el
rendimiento cuantico de tripletes debe ser al menos igual o mayor que este
valor, lo que es compatible con el bajo rendimiento cuantico de fluorescencia

observado.

Cuando estas moléculas pasan de agua a la cavidad de la B-
ciclodextrina, los maximos de emision de la oxazinona 9 presentan
desplazamientos hipsocrémicos de 304 cm™, mientras que los maximos de

emision de las oxazinonas 4 y 10 no muestran desplazamientos significativos,
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probablemente porque estas moléculas no se encuentran completamente

incluidas en la B-ciclodextrina.

Modificacion de la intensidad de fluorescencia los complejos de inclusion

en presencia de B-ciclodextrina

En general se observa que cuando las oxazinonas de la Figura 3.1 son
incluidas en p-ciclodextrina, la intensidad de fluorescencia aumenta a
concentraciones crecientes de B-ciclodextrina (Figura 3.6). Este aumento de la
fluorescencia, es originado por la localizacién en un entorno mas hidrofobico
respecto al medio acuoso en el que se encuentra la molécula, efecto que da
cuenta de la formacion del complejo de inclusion. Estos resultados concuerdan
con los rendimientos cuanticos de fluorescencia de las oxazinonas 1-10, ya que
para la mayoria de las moléculas tienen ¢r moderadamente altos, ¢=>0,5, tanto

en solventes polares como apolares (Tabla AN 2.1).

oxazinona 1/ B-CD oxazinona 4/ 3-CD oxazinona 9/ B-CD
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*La flecha indica el aumento o disminucion de la intensidad de fluorescencia, para cada complejo de inclusion.

Figura 3.6. Espectros de emision de fluorescencia (IF) versus longitud de onda
(A, nm) a distintas concentraciones de (-CD, de 0-10mM para los complejos de
inclusién entre las oxazinonas 1, 4 y 9 en B-CD, a temperatura 298K.

Las oxazinonas 2 y 3; muestran un significativo aumento del ¢r, en
medios apolares, por lo que es posible inferir que al pasar de un medio polar
(agua) hacia la cavidad apolar de la B-ciclodextrina, estas moléculas presentan

un aumento de la fluorescencia (Figura AN 2.4). Este comportamiento se
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explica a través de la formacion de un estado de transferencia intramolecular de
carga, para el caso de la oxazinona 2 y un estado de transferencia de carga

torcido (ETICT), para el caso de la oxazinona 3.98-101

El ETICT es un mecanismo que involucra un cambio de geometria del
grupo N,N-dimetilamino junto con transferencia electronica a lo largo de la
conjugacion aromatica de la molécula. La formacion de un ETICT involucra dos
factores, primero que no exista impedimento estérico a la rotacion de
sustituyentes de la molécula y segundo que el caracter donor-aceptor, de los
grupos que conforman a la molécula sea elevado. En el caso de la oxazinona 3,
s6lo se cumple el segundo factor. En la Tabla AN 2.1, se observa que en la
oxazinona 3 el ¢r disminuye en solventes polares, por ejemplo en acetonitrilo ¢r
es 0,46, mientras que en hexano ¢r es 0,72 (Tabla AN 2.1). Krishnamoothy y
Dogra 1999,%°2 explican que la disminucion del ¢r en solventes polares del 2-
(4"-N,N-dimetilaminofenil)benzoimidazol se deberia a la formacién de una
especie no emisiva, la cual se explica por la estabilizacion del zwitterion en
solventes polares. Estas caracteristicas sumado al importante efecto
solvatocromico que presenta ésta molécula refuerzan la idea que la oxazinona 3
presenta un ETICT que es favorecido en ambientes polares, lo cual sugiere que
la energia del ETICT es menor que la del estado localmente excitado (LE).
Cuando la oxazinona 3, ingresa a la cavidad apolar de la B-ciclodextrina la libre
rotacion del grupo N,N-dimetilamino es significativamente limitada, provocando

un aumento de la emisién de fluorescencia.

El compuesto 7, muestra un comportamiento analogo al observado para
la naftoxazinona 4, debido a que el ¢r aumenta al pasar de solventes apolares a
solventes polares (Tabla AN 2.1), en este caso el aumento de la emision de
fluorescencia en presencia de B-ciclodextrina, puede explicarse en funcion que
esta molécula es poco soluble en agua y por lo tanto fue necesario utilizar

metanol como co-solvente para solubilizar el compuesto y asi detectar la
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emision. La presencia de este co-solvente posiblemente modifica la polaridad
del interior de la ciclodextrina y ayuda a que una mayor proporcién de
oxazinona 7 ingrese a la cavidad de la B-ciclodextrina y sea posible detectar su

emision de fluorescencia.

Cuando la oxazinona 10 se incluye en [B-ciclodextrina, se observa un
aumento de la emision de fluorescencia a medida que la concentracion de [3-
ciclodextrina aumenta (Figura AN 2.4). Este comportamiento corrobora la
formacion del complejo de inclusién entre la oxazinona y B-ciclodextrina y
consecuentemente las interacciones huésped/hospedero favorecen la emision

de fluorescencia del complejo de inclusion.

En el caso particular de la oxazinona 9 se observa que la intensidad de
emision disminuye a concentraciones crecientes de B-ciclodextrina (Figura 3.6).
Hamai (2006)°* describié este comportamiento en el complejo de inclusién entre

la benzo[h]quinolina y la B-ciclodextrina.
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3.2Ariloxazoles

Las propiedades fotofisicas de los naftoxazoles 11 al 15 (Figura 3.7), fueron
estudiadas cuando éstos se encuentran formando complejos de inclusion con B-
y/o y-ciclodextrina. Los naftoxazoles elegidos, presentan sustituyentes en la
posicion 2 del anillo oxazol. En la Figura 3.7, se aprecia que el naftoxazol 11,
presenta una estructura lineal respecto al resto de las moléculas, esta
geometria le confiere un comportamiento fotofisico diferente al del resto de las
moléculas. También los naftoxazoles 11 y 12 presentan sustituyentes, dadores
de electrones, unidos directamente al anillo oxazol, mientras que los
sustituyentes de los naftoxazoles del 13 al 15, se unen mediante un puente
vinilico, el cual le otorga una extension de la aromaticidad del sistema
conjugado fusionado al anillo oxazol. Es importante destacar que los
naftoxazoles 12 y 13 fueron incluidos tanto en 3- como en y-ciclodextrina, con el
objetivo de estudiar como afecta el tamafio de la cavidad tanto a las
propiedades fotofisicas de la molécula como al proceso de inclusion, lo cual

sera discutido mas adelante.

N CHj,
7\
=N
N= N,
N
—)
O
Naftoxazol 11 Naftoxazol 12 Naftoxazol 13 Naftoxazol 14 Naftoxazol 15

Figura 3.7. Estructura molecular de los naftoxazoles incluidos en ciclodextrina.
Los espectros de emision de los naftoxazoles fueron medidos en

solventes diferenciados por su polaridad, tales como benceno (apolar, €=2,3) y

acetonitrilo (polar, e=41,1). También se obtuvo el espectro de emision en agua

para la molécula libre y para el complejo de inclusién.
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Comportamiento fotofisico de las ariloxazoles en ausencia y presencia de

B-ciclodextrina.

De acuerdo a los resultados expuestos en la Tabla 3.2, los naftoxazoles
11 y 12, muestran desplazamientos batocromicos de sus maximos de emision
cuando la polaridad del medio aumenta. Esto se observa claramente ya que en
benceno ambos naftoxazoles tienen maximos de emision a 400 nm y 410 nm,
respectivamente. Cuando la polaridad del medio aumenta, por ejemplo a un
solvente polar aprético como acetonitrilo, sus maximos de emision aumentan a
422 nmy 415 nm respectivamente. Y al pasar a agua, se observan los maximos
de emision a 442 y 452 nm.).
Tabla 3.2. Longitud de onda méaxima de excitacion (4,.../nm) y longitud de onda
méaxima de emision (2¢%s/nm), de los naftoxazoles 11-15 en solventes con

distinta constante dieléctrica, ¢ (benceno, acetonitriio y agua) y en pB-
ciclodextrina y/o y-ciclodextrina.

A2mis Inm A5IS [nm A2Mis Inm
NAETOXAZOL | ZAexc/NM Benceno | Acetonitrilo Agua A Inm
complejo
(e=2,3) (e=41,1) (£=80,0)
11-B 344 400 422 442 430
12-p 439
12y 360 410 415 453 177
13-p 464
13-y 374 450 458 507 296
14-B 396 444 480 518 492
15-8 363 429 428 471 449

El efecto solvente observado, a través de los desplazamientos de los
maximos de emision de una molécula, se origina a partir de una polarizacién
inducida producida por el solvente debido al cambio en el momento dipolar de la
molécula en el estado excitado. La literatura muestra que a medida que la

constante dieléctrica del solvente aumenta se observa un desplazamiento
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batocrémico,®” este comportamiento queda demostrado en los datos obtenidos
para los naftoxazoles 11y 12 (Tabla 3.2).

El principio de Franck-Condon!° también es un aspecto importante en el
estudio asociado al efecto solvente, la relacion entre el soluto y el solvente en
términos de orientacion, momento dipolar y distribucion de carga. Una
diferencia en la energia de solvatacion, entre el estado basal y el estado
excitado de la molécula, se reflejardn en cambios en la posicion de los maximos
de emisién del espectro de fluorescencia. Por consiguiente, el efecto de la
geometria en el comportamiento fotofisico de los naftoxazoles, se manifiesta en
el mayor efecto solvente que presenta el naftoxazol 12 respecto al naftoxazol
11. Como se explico en la seccibn 3.1, para la oxazinona 10 este
comportamiento también puede corresponder al efecto de la benzoanelacion,®*
% en donde la aromaticidad influye en la sensibilidad de la molécula frente a la
naturaleza del medio en el que se encuentra, como también a las

caracteristicas electronicas del grupo sustituyente.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia para los naftoxazoles 11 y
12 en hexano, benceno, acetonitrilo y metanol se encuentran en la Tabla AN
3.1. El naftoxazol 11 tiene ¢r moderados y menores a 0,5, lo cual sugiere que al
igual que la oxazinona 10, tanto la baja aromaticidad del naftoxazol lineal, como
la presencia de heterodtomos, disminuye la energia de las transiciones que
involucran al sistema n—1r*, lo cual probablemente favorece la desactivacion

del estado excitado a través de un triplete excitado.

Para el naftoxazol 11, se estudiaron las propiedades fotofisicas cuando
forma complejos de inclusion con B-ciclodextrina. Los datos de la Tabla 3.2,
muestran que para esta molécula el maximo de emision tiene desplazamientos
hipsocromicos cuando pasa de agua a p-ciclodextrina, presentando un

desplazamiento hipsocrémico de 631 cm* (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Espectros de emision normalizada para las naftoxazoles 11, 12 y

13, en agua (linea punteada) e incluidos en 5 mM de B-CD, (linea continua).

La literatura ha reportado el comportamiento fotofisico del 2-
metilnafto[2,3-d]Joxazol (MNO),%° molécula que sélo difiere del naftoxazol 11,
que en vez de tener un grupo fenilo en posicion 2 del anillo, tiene un grupo
metilo. Esta molécula presenta un importante proceso de transferencia
intramolecular de carga (TIC) en el estado excitado, el cual se hace mas
importante a pHs superiores a 3. Al observar la Figura 3.8 se ve que cuando el
naftoxazol 11 forma complejos de inclusiobn con B-ciclodextrina, teniendo en
cuenta que el pH de trabajo es 5, esta nueva banda de emisidén corresponderia
a la formacién de un estado de transferencia intramolecular de carga (TIC), la

cual aparece a menor energia.

El naftoxazol 13, es comparado con el naftoxazol 12, debido a que
ambas moléculas estan sustituidas por quinolina. Los maximos de emision en
benceno y acetonitrilo muestran corrimientos batocrémicos de 294 cm, para en
el naftoxazol 12 y 388 cm™ para el naftoxazol 13 (Figura 3.8). Ademas, estas
moléculas tienen una diferencia entre el momento dipolar del estado basal y
excitado de 6 D para el naftoxazol 12 y de 9,34 D el naftoxazol 13.1%4 Por tanto,

el estado fluorescente seria un estado mas polar que el estado basal, con un
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mayor caracter de transferencia de carga para el naftoxazol 13, consecuencia
de la presencia del puente vinilico.

Por otra parte, en la Tabla 3.2 se observa que las posiciones de los
maximos de emision se desplazan significativamente hacia longitudes de onda
menores, respecto a la molécula no incluida (Figura 3.8). Estos
desplazamientos hipsocromicos son de 704 cm™ para el naftoxazol 12 y de
1828 cm* para el naftoxazol 13, cuando pasan de agua a la cavidad de la B-
ciclodextrina. En consecuencia, la presencia de un puente vinilico en la
estructura también le otorga a la molécula una mayor sensibilidad al

microambiente que la rodea.

Uno de los propdsitos de estudiar los naftoxazoles 14 y 15, fue observar
el efecto de un sustituyente voluminoso como lo es el grupo N,N
dimetilaminofenil (el cual ademas tiene libre rotacion de enlace, en el grupo N,N
dimetilamino) y uno pequefio como el furano, en las propiedades fotofisicas de
los naftoxazoles cuando se incluyen en B-ciclodextrina. Por su parte los
naftoxazoles 14 y 15, al igual que el naftoxazol 13, se encuentran unidos a
través de puente vinilico con el sustituyente. Ademas, se observa que estas
moléculas muestran una notoria dependencia de la posicion de los maximos de

fluorescencia con el cambio de la polaridad del solvente (Tabla 3.2).

Para el naftoxazol 14 se encontré que los espectros de emision son
intensos (Figura 3.9) y presentan desplazamientos batocrémicos significativos
cuando pasan de un medio apolar a un polar. Por ejemplo, se observan
desplazamientos batocrémicos de los maximos de emision del naftoxazol 14 de
1689 cm, cuando pasa de benceno a acetonitrilo y de 3281 cm™ cuando se

compara benceno con agua.
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Figura 3.9. Espectros de emision normalizada para las naftoxazoles 14 y 15, en
agua (linea punteada) e incluidas en 5 mM de -CD (linea continua).

El momento dipolar del estado basal del naftoxazol 14, obtenido a partir
de calculos de optimizacién geométrica en fase gaseosa, empleando el método
de la teoria del funcional diferencial (DFT) B3LYP 6-31g++(d,p), es de 5,42 D.
Para el estado excitado se encontr6 que el naftoxazol 14 tiene un momento
dipolar (u*) de 10 D.'°* El comportamiento descrito, permite inferir que el
singulete excitado del naftoxazol 14, seria altamente polar, consecuencia de un
importante proceso de trasferencia parcial de carga, desde el grupo sustituyente

hacia el anillo naftoxazol.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia, son menores 0,3, en la
mayoria de los solventes estudiados (Tabla AN 3.1). Para el naftoxazol 14, ¢r
es 0,037 y 0,035 en solventes apolares como hexano y benceno y en solventes
polares como acetonitrilo y metanol ¢r es 0,022 y 0,019, respectivamente. Este
comportamiento muestra que la desactivacion del estado excitado, por emision
de fluorescencia no es favorecida, 1o que sumado a la diferencia existente entre
los momentos dipolares (u*-), permite proponer que el bajo nivel de emisién se
origina desde un estado no emisivo de transferencia intramolecular de carga

torcionado (ETICT), el cual se desactiva principalmente a través de un camino
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no-radiativo debido a la presencia del grupo N,N-dimetilamino.’®? En la
literatura®®1% ademas se indica que la formacion de un estado emisivo ETICT
es mayormente estabilizado con el aumento de la polaridad del medio. Como el
momento dipolar del ETICT es elevado, las interacciones de la molécula en el
ETICT seran més fuertes con solventes polares y por lo tanto sus méaximos de

emisién presentaran corrimientos batocrémicos mayores a los 1600 cm-.

Cuando el naftoxazol 14 forma complejos de inclusion con [-
ciclodextrina, se puede apreciar, en la Tabla 3.2, que los maximos de emision
para la molécula no incluida presentan corrimientos hipsocrémicos respecto a
los de la molécula incluida en la ciclodextrina (Figura 3.9). Esta situacion da
cuenta del microambiente apolar que rodea a las moléculas cuando éstas se
encuentran en la cavidad de la B-ciclodextrina. Como el estado excitado de ésta
moléculas es mas polar que el estado basal, cuando el naftoxazol 14 entra a la
cavidad hidrofébica apolar de la ciclodextrina, se restringe la formacion del
estado excitado ETICT, por lo tanto los maximos de emision del complejo de
inclusion se desplazan a energias mayores y la emision de fluorescencia

aumenta.

En la Tabla 3.2, es posible observar que cuando el naftoxazol esta
sustituido por un grupo furano a través de un puente vinilico, como es el caso
del naftoxazol 15, los maximos de emisibn muestran un importante efecto
solvente en medios polares proéticos. Por ejemplo el naftoxazol 15 tiene
desplazamientos batocrémicos del maximo de emisiéon de 54 cm™ cuando se

compara benceno con acetonitrilo y 2079 cm cuando pasa de benceno a agua.

Los rendimientos cuanticos de fluorescencia del naftoxazol 15 son 0,014
en metanol, 0,017 en acetonitrilo y 0,445 en hexano (Tabla AN 3.1). Estos
resultados muestran que la emision de fluorescencia no es favorecida en
medios polares, pero en solventes apolares se observa un aumento significativo

de ésta. La diferencia del momento dipolar entre el estado basal y excitado (u*-

71



n) del naftoxazol 15 es de 5,32 D.1% Como se discutié anteriormente la
dependencia de la posicion de los maximos de fluorescencia con el cambio en
la polaridad del solvente, en general no es significativo. Pero en el caso del
naftoxazol 15, cuando se pasa de benceno a agua, se demuestra que para este
compuesto, el estado fluorescente seria un estado levemente mas polar que el

estado basal, con un débil caracter de transferencia intramolecular de carga.

De acuerdo a los datos de la Tabla 3.2, se observa que el maximo de
emision del naftoxazol 15 en agua, se encuentra a 471nm y cuando forma
complejos de inclusion con B-ciclodextrina, el maximo de emision presenta
desplazamientos hipsocrémicos de 1040 cm, Figura 3.15. Esta conducta da
cuenta del caracter apolar de la cavidad de la B-ciclodextrina, debido a que las
moléculas de agua estabilizan de mayor manera el estado excitado de ésta
molécula, el cual como se vio anteriormente es levemente polar.
Consecuentemente, el interior apolar e hidrofébico de la B-ciclodextrina, no es
capaz de estabilizar al estado excitado y el maximo de emision se traslada a

mayor energia.

Comportamiento fotofisico de los ariloxazoles en ausencia y presencia de

y-ciclodextrina

Se ha observado experimentalmente que los naftoxazoles 12 y 13 son
moléculas que emiten luz blanca en mezclas de solventes polares proticos y
apolares aproticos, lo que sera discutido en el capitulo 5. Con el propésito de
estudiar aplicaciones de éstas moléculas relacionadas con la emision de luz
blanca en fase solida, es importante analizar los cambios en las propiedades
fotofisicas de los naftoxazoles 12 y 13, cuando se encuentran encapsuladas en
un ambiente apolar de mayor volumen. Para ello se eligio y-ciclodextrina ya que
tienen un volumen mayor que la B-ciclodextrina (B-ciclodextrina, 262 A3 y y-

ciclodextrina 427 A3).107
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En la Tabla 3.2 se observa, que cuando estas moléculas son incluidas en
y-ciclodextrina, presentan desplazamientos hipsocrémicos menores, que
cuando son incluidas en B-ciclodextrina, lo cual permite inferir que la cavidad de
la B-ciclodextrina es levemente méas apolar que el interior de la y-ciclodextrina.
Niya A. y Schwarz,'® postulan que la diferencia en el comportamiento
observado para una misma molécula huésped incluida en B- o y- ciclodextrina,
se debe principalmente a la reorganizacion de las moléculas de agua que se
encuentran en la cavidad de la respectiva ciclodextrina. Consecuentemente
debido al mayor tamafio de la cavidad de la y-ciclodextrina, es posible que
retenga moléculas de agua luego de la inclusion de la molécula huésped, lo
cual causaria un cambio en la polaridad de la cavidad, que se traduce en un

menor desplazamiento hipsocrémico de los maximos de emision.

Modificacion de la intensidad de fluorescencia los complejos de inclusion

en presencia de B- y/o y-ciclodextrina

Se observa que todos los naftoxazoles 11 al 15 forman complejos de
inclusion, se observa que aumenta la intensidad de emision de fluorescencia
cuando la concentracion de B- y/o y-ciclodextrina aumenta (Figura 3.10).
Cuando los naftoxazoles 11, 12 y 13 forman complejos de inclusién con B-
ciclodextrina y los naftoxazoles 12 y 13 con y-ciclodextrina, se observé un
aumento en la intensidad de emision de fluorescencia a concentraciones
crecientes de B- y/o y-ciclodextrina (Figura AN 3.3). Este aumento en la
intensidad de fluorescencia, da cuenta de la formacion de un complejo de
inclusion y concuerda con los datos de rendimientos cuanticos de fluorescencia
encontrados, ¢r altos y cercanos a la unidad, en solventes apolares aproticos,
como hexano y benceno, mientras que en solventes polares como acetonitrilo y

metanol, los ¢r disminuyen a 0,7 (Tabla AN 3.1).
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*La flecha indica el aumento de la intensidad de fluorescencia, para cada complejo de inclusion.

Figura 3.10. Espectros de emision de fluorescencia (I) versus longitud de onda
(A, nm) a distintas concentraciones de ciclodextrina, de 0 alOmM para los
complejos de inclusién entre los naftoxazoles 11 y 12 en B-ciclodextrina y y-

ciclodextrina, segun corresponda, a temperatura 298K.

Este mismo comportamiento se encontro para los naftoxazoles 14 y 15,

que tienen bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia en solventes polares y

apolares, sin embargo en hexano presentan valores mayores que en acetonitrilo

y metanol (Tabla AN 3.1).
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CAPITULO 4:

Caracterizacion termodinamica de los complejos de inclusion vy
comparacion entre los resultados experimentales con estudios tedérico-

computacionales
4.1 Ariloxazinonas
Constante de inclusion

Las ariloxazinonas son compuestos poco polares y tienen baja
solubilidad en agua. Con el propésito de incrementar la solubilidad en este
medio, fueron incluidas en B-ciclodextrina. Se estudié el efecto que produce el
aumento de la concentracion de B-ciclodextrina sobre las ariloxazinonas

empleando espectroscopia de fluorescencia.

Como se discutio en el capitulo anterior, en general las benzoxazinonas y
naftoxazinonas presentan un aumento de la emision de fluorescencia a medida
que la concentracibn de B-ciclodextrina aumenta. Este comportamiento
espectroscopico, permite caracterizar termodindmica y fisicoquimicamente el
proceso de formacién de los complejos de inclusion, entre las ariloxazinonas y

la B-ciclodextrina.

Los parametros termodinamicos, entalpia (AH®) y entropia (AS°) son los
que determinan si la formacion del complejo inclusion, esta controlada por
interacciones entre las ariloxazinonas y la B-ciclodextrina o por el efecto
hidrofébico resultante de la inclusion de la molécula huésped en la molécula
anfitrion. La energia libre de Gibbs (AG®), es el parametro termodinamico que
da cuenta de la espontaneidad del proceso de inclusion y junto con la constante
de inclusion, permiten validar si el equilibrio es termodinamicamente favorecido

hacia la formacion de complejos de inclusion.
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Para obtener la constante de inclusion se aplicaron dos métodos, debido
a que algunas moléculas presentaron problemas experimentales, como baja
intensidad de emision de fluorescencia y problemas en la concentracion

adecuada de trabajo.

La primera metodologia corresponde al método de Benessi-Hildebrand
(Figura 4.1). Para la mayoria de las oxazinonas se encontr0 una correlacion
lineal entre el inverso de la concentracion de B-ciclodextrina y la diferencia entre
la intensidad de fluorescencia de la molécula huésped, en ausencia y presencia
de B-ciclodextrina. La segunda metodologia corresponde al método de
solubilidad de fases, el cual sélo fue aplicado en las oxazinonas 4 y 5 (Figura
4.1). Ambas, metodologias presentaron, para todo el rango de temperaturas
(298, 303, 308, 313 y 318 K), un comportamiento lineal, para complejos de
inclusion con estequiometria 1:1 (Figura AN 2.2 y AN 2.3)

1) Benessi-Hildebrand 2) Solubilidad de fases
Oxazinona 6 Oxazinona 5
7 0,08
50x10™ - ® T=298K
o 0,07 4 o
4 o
A e °
4,0¢10* | Yy 0,06 -
4 = 0,05
Vs bS]
3,0x10* . 3
&= e/ : 3 0,04
= v 3
20x10" S0 'z 0,031
¢ el ]
L £
4 - § 0,021
1,0x10°" 5 e o =
v, 0,01+
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[sCD] 'fmM’

[BCD}/mM
Figura 4.1. 1) Gréfico de 1/[B-CD] versus 1/[Ir-I?], para el complejo de inclusién
entre la oxazinona 6 y B-CD, con estequiometria 1:1. 2) Grafico de [B-CD]
versus [oxazinona en solucion], para el complejo de inclusion formado entre la
oxazinona 5y B-CD, con estequiometria 1:1.
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Las constantes de

inclusién obtenidas por

Benessi-Hildebrand o

solubilidad de fases, se muestran en la Tabla 4.1. Se encontré que los valores

de las constantes de inclusién, entre oxazinonas y B-ciclodextrina, son similares

entre si y se encuentran en el orden de magnitud de 102-103. Estas constantes

de inclusién concuerdan con los resultados reportados en la literatura para las

cumarinas, compuestos analogos desde el punto de vista de su comportamiento

fotofisico en complejos de inclusion, a las ariloxazinonas.*’: 199

Tabla 4.1. Constantes de inclusiébn (K) y parametros termodindmicos en
condiciones estandar, para las oxazinonas 1 a la 10 incluidas en B-ciclodextrina.

oxazinona K AG®° AH® AS° T-AS°
(M) (kcal-mol?) | (kcal-mol?) | (cal-mol*-K1) | (kcal-mol?)
1 58+0,4 -2,4+0,3 56,3+1,7 197+5,3 58,7+1,6
2 486+0,5 -3,7+0,8 -23,6+0,7 -66,9+2,1 -19,9+0,6
3 604+0,4 -3,7+0,7 11,1+3,2 50,0+9,7 14,9+3,0
4 515+0,4 -3,7+0,8 7,913,4 39,0+1,0 11,6+0,3
5 238+6,2 -3,4+1,2 38,415,1 140+1,5 40,8+0,4
6 36+5,7 -2,8+1,3 19,054 73,1£1,6 21,8+0,5
7 220+0,4 -3,2+£1,0 27,244,2 102+1,3 30,4+0,4
8 46+0,5 -1,540,3 30,1+1,1 106+3,3 31,6+1,0
9 279+0,5 -3,310,4 -4,9+1.5 -5,5+0,4 -1,6+0,1
10 107+0,4 -2,8+0,6 -4,8+2,5 -6,9+0,6 -2,1+2,0

La Figura 4.2 muestra que para la familia de las ariloxazinonas las

constantes de inclusién, se favorece el equilibrio hacia la formacién de

complejos de inclusién. De estos datos se desprende que las oxazinonas
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sustituidas en posicion 6, por grupos dadores de electrones aquellas que
presentan mayor afinidad por la cavidad de la B-ciclodextrina, como ocurre en el

caso de las oxazinonas 2, 3.

847

800 +

604

KM

oxazinona

Figura 4.2. Representacion gréafica de la constante de inclusiéon, K/M1, para las
oxazinonas 1 ala 10y 21 ala 26, incluidas en B-ciclodextrina.

Al comparar los valores de las constantes de inclusion en la Tabla 4.1
para las naftoxazinonas 4, 5y 6, se observa la constante de inclusion disminuye
cuando se incorporan sustituyentes cloro o metoxilo a la estructura de las
oxazinonas. La presencia de estos grupos en la molécula cambia la polaridad
de esta, debido a que son electrénicamente diferentes, encontrandose que el
sustituyente metoxilo aumenta la polaridad de la molécula, respecto a la no
sustituida (oxazinona 4) y sustituida por cloro (oxazinona 5). El cambio de
polaridad de las moléculas seria el responsable que estos compuestos

presenten una menor afinidad por la cavidad de la B-ciclodextrina.

Considerando que la presencia de sustituyentes cambia la polaridad de
la molécula y por lo tanto esto afecta a la afinidad de éstas por la B-
ciclodextrina, al comparar la oxazinona 1, la cual también esta sustituida por un

metoxilo, en posicion 6, con la oxazinona 6, se observa que su constante de
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inclusion es pequefia y del mismo orden de magnitud que moléculas analogas

(oxazinona 1: 58 M y oxazinona 6: 36 M1).

Cuando se analizan las oxazinonas 7 y 8, se aprecia que la constante de
inclusién disminuye al poseer en su estructura un grupo de menor volumen,
cuando este se ubica en posicion 9 respecto del heterociclo. Por ejemplo las
constantes de inclusiéon de oxazinona 7 es K1:1=220+0,4 M y para la oxazinona
8 es Ku11=46+0,4 M. Ademas es posible notar que la presencia de
sustituyentes en esa posicion no ayuda a aumentar la afinidad de la oxazinona

por la B-ciclodextrina.

Por su parte, la forma lineal de la oxazinona 10 le otorga una constante
de inclusiéon de 107 M1, valor que es menor al de sus analogos angulares,
como la naftoxazinona (oxazinona 4 Ki11=505 M) y la benzoxazinona
(oxazinona 9 Ki1:1=279 M1). Por lo tanto, el cambio en la geometria de la
molécula, de angular a lineal, disminuye la afinidad de la oxazinona por la B-
ciclodextrina y consecuentemente el proceso de formacién de complejos de

inclusiéon es desfavorecido levemente.

Los resultados experimentales de todas las moléculas estudiadas,
muestran que las constantes de inclusién tienen valores en el rango de 40 a
600 M1, lo cual indica que el equilibrio esta desplazado hacia la formacién de
complejos de inclusién, siendo las oxazinonas 3, 7 y 9, las que presentan
constantes de inclusion mas altas. Si bien las oxazinonas 1, 6 y 8, tienen
constantes de inclusion pequefias (Tabla 4.1), es importante sefialar que los
resultados de dinamica molecular, muestran que el parametro de RMSD (raiz
de la desviacion cuadratica media de las posiciones atomicas) promedio de las
oxazinonas estudiadas, se encuentra entre los 1 y 3 A (Tabla AN 2.8). Este
resultado indica que las oxazinonas se encuentran durante toda la dinamica

dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina y que no existe inversion de la
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orientacion de la molécula durante el tiempo de simulacion o bien

desestabilizacién del complejo de inclusion (Figura AN 2.7).
Pardmetros Termodinamicos

Como se sefiald anteriormente, la formacion de complejos de inclusion
esta modulada por las interacciones que preferentemente estabilizan los
complejos de inclusion. Estas interacciones en general son: fuerzas de van de
Waals, puentes de hidrégeno de la molécula con los hidroxilos de la B-

ciclodextrina, efecto hidrofébico, cambios conformacionales (AN 1.1).

Los valores de AG° negativos indican que el proceso de formacion del
complejo de inclusion es favorecido termodinamicamente, como se encontrd
para todos los derivados de las oxazinonas estudiadas. Ademas se observa, en
la Tabla 4.1, que todas las oxazinonas presentan valores de energia libre entre
-1,0 y -4,0 kcal/mol. Siendo las oxazinonas 4, 5y 6 (AG°=-3,7, -3,7 y -3,9
kcal/mol, respectivamente) las mas favorecidas termodinamicamente para
formar complejos de inclusién con B-ciclodextrina, mientras que es la oxazinona

8 menos favorecida (AG°=-1,5 kcal/mol).

En la Figura 4.3, se observa en las oxazinonas, que la inclusion en [3-
ciclodextrina es controlada por la entalpia, para aquellas moléculas que se
encuentran sustituidas por grupos dadores de electrones en posicién 6 del anillo
naftoxazol, con excepcién de la oxazinona 2. Los resultados experimentales
muestran que aguellas oxazinonas que tienen sustituyentes en posicién 9 del
anillo naftoxazol, tienen estructura lineal, como la oxazinona 15 o son
oxazinonas inversas, como las oxazinonas 25 y 26, el control del proceso de
inclusion es entropico, debido a que tanto los valores de AH° como TAS® son

negativos.
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Figura 4.3. Representacion grafica de la entalpia (AH°/kcal/mol) y factor
entropico (TAS°/kcal/mol), para las oxazinonas 1 a la 10 y 21 a la 26, incluidas
en [(B-ciclodextrina.

Cuando la estabilidad del complejo de inclusién esta controlada por la
entalpia, se relaciona con un aporte importante de las interacciones de puentes
de hidrégeno o de van der Waals, en cambio, cuando el control es entrépico el
efecto hidrofobico es el que juega un rol esencial en la formacién del complejo
de inclusién.t10-112 por |o tanto, desde el punto de vista de las interacciones que
contribuyen a la estabilizacion, los complejos de inclusion 1:1, para las

ariloxazinonas en [B-ciclodextrina, fueron clasificados en dos grupos.
Grupo I

En este grupo se encuentran las oxazinonas 2, 9 y 10. Se observa, que
estas moléculas disminuyen su constante de inclusién, cuando la temperatura
del proceso aumenta. Por lo tanto es posible deducir que a altas temperaturas
el complejo de inclusién se disocia; sin embargo, los argumentos desde el punto
de vista molecular que explican este comportamiento, aun no ha sido
claramente establecidos,''® pero considerando que altas temperaturas aumenta
la energia cinética y que las interacciones del tipo puentes de hidrogeno y
electrostaticas se hacen mas débiles, es razonable esperar una disminucion de

la constante de inclusion.
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Ademas, las entalpias y entropias de formacién del complejo de inclusién
obtenidas aplicando la ecuacion de van’t Hoff, son negativas (AH°<0 y AS°<0).
A partir de estos resultados se deduce que el proceso de inclusion es
exotérmico y entalpicamente dirigido, consecuentemente las interacciones
electrostéticas y tipo puentes de hidrogeno, son las que principalmente
contribuyen a la estabilizacion del complejo de inclusién.

Dentro de las interacciones que juegan un papel importante en el control
entalpico, se incluye la formacion de puentes de hidrégeno, que corresponden a
interacciones direccionales que involucran a un atomo electronegativo y un
atomo de hidrégeno unido covalentemente a otro atomo electronegativo. Para el
sistema en estudio, corresponde a la interaccidén entre la oxazinona y los grupos
hidroxilos (primarios o secundarios) de la B-ciclodextrina. EI complejo de
inclusion que presenta un valor de entalpia de formacion mas exotérmica, Tabla
4.1, es la oxazinona 2 (AH°= -23,6 kcal/mol) la que tiene una mayor
probabilidad de formar enlace tipo puente de hidrégeno con la B-ciclodextrina,

debido a que la presencia del grupo amino.

Las conformaciones que adopta el complejo de inclusion obtenidas por
docking, muestran que la oxazinona 2, se orienta hacia la cavidad de mayor
radio (Figura AN 2.6). Esta orientacién permite que los atomos de hidrégeno del
grupo amino se encuentren a una distancia menor de 2,6 A, por lo tanto tienen
una elevada probabilidad de formar interacciones tipo puente de hidrégeno con
los atomos de oxigeno del hidroxilo primario de la B-ciclodextrina. La
identificacion de esta interaccion corrobora la importancia energéticamente
favorable, del puente de hidrogeno en la estabilizacion del complejo de

inclusion.

Las interacciones de van de Waals, también aportan al control entalpico
del proceso de inclusion, se conforman por interacciones dipolo-dipolo, dipolo-

dipolo inducido y de dispersion de London. Considerando que la B-ciclodextrina
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posee dipolos y que las oxazinonas 2, 9 y 10 presentan sustituyentes y atomos
con distinta naturaleza electrdnica, es probable que las interacciones de van der

Waals también favorezcan el control entalpico en estos casos.

Como el pardmetro AS° es negativo, el cambio entrépico del sistema no
es significativo en la estabilizacion del complejo de inclusidon. Este fenbmeno se
explica considerando que la inclusion de las oxazinonas en B-ciclodextrina,
produce una reorganizacién y desolvatacién asociada con la formacion del
complejo de inclusion, debido a que las moléculas de agua que se encuentran
dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina, son expulsadas para que ingrese la
oxazinona. Por lo tanto, el cambio de entropia observado puede ser originado
por la ganancia entrOpica, derivada a partir de la reorganizacion de las
moléculas de agua que originalmente solvatan a la molécula anfitrién, junto con
la perdida entrépica del ligando, la cual se relaciona con la disminucién de los
grados de libertad después del proceso de complejacion. Como estos efectos,
son opuestos la variacion de entropia es negativa (Tabla 4.1) y por lo tanto no

es un aporte significativo a la estabilizacion del complejo de inclusién.

Por su parte, los resultados de docking, muestran que la oxazinona 9, se
orienta preferentemente hacia la cavidad de menor radio, mientras que la
oxazinona lineal 10, se orienta hacia la cavidad de mayor radio. Estas
orientaciones permiten que las interacciones hidrofobicas de van der Waals

sean favorecidas (Figura AN 2.6).
Grupo II:

En este grupo se encuentran las oxazinonas 1, 3, 4, 5, 6, 7y 8, las
cuales presentan valores positivos de la entalpia (AH°>0) y entropia (AS°>0),
descritos en la Tabla 4.1. Consecuentemente el proceso de inclusion es
controlado entrépicamente, lo que indica la importancia del efecto hidrofébico
en la estabilizacion del complejo de inclusion. Ademas se observa en la Tabla

AN 4.1, que la constante de inclusion aumenta a temperaturas altas y junto con
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los valores de entalpias de formacion positivas, se concluye que la formacion
del complejo de inclusién es endotérmica (AH°>0) y por lo tanto el aumento en

la temperatura favorece el proceso de complejacion.

Para comprender el proceso termodinamico controlado entrépicamente,
es importante definir los factores que aportan positivamente al efecto
hidrofébico. Estos involucran la deshidratacion de la B-ciclodextrina, la cual
corresponde a la liberacion de las moléculas de agua desde la cavidad hacia el
solvente, junto con la desolvatacion de la molécula huésped, lo que conlleva al
rompimiento de su esfera de solvatacion y finalmente la formacion del complejo
de inclusion. Es importante definir que cuando el efecto hidrofébico es el que
controla el proceso, se observan aportes energéticos del factor entrépico de 10

a 58 kcal/mol.

Entre las moléculas que han sido clasificadas en este grupo, se
encuentran aquellas que presentan sustituyentes como, metilo (oxazinona 8),
metoxilo (oxazinona 1 y 6), N,N-dimetilamino (oxazinona 3) y cloro (oxazinona
5), en distintas posiciones. La presencia de estos sustituyentes favorece el
efecto hidrofébico, ya que el factor entrépico aumenta su valor entre 20 y 60
kcal/mol.

Las oxazinonas 1y 6, corresponden a fenilnaftoxazinonas sustituidas por
un grupo metoxilo en distintas posiciones del anillo; éstas moléculas tienen una
constante de inclusién de 58 y 36 M, ademas el factor entrépico, TAS, es de
59 y 22 kcal/mol respectivamente, por lo tanto el factor entrépico es
incrementado cuando el grupo metoxilo se encuentra en posicién 6 del anillo

naftoxazinona.

Los modelos obtenidos por docking, muestran que las oxazinonas 1y 6
se orientan hacia la cavidad de menor radio, acomodando el grupo metoxilo
cerca de los grupos hidroxilos primarios de la B-ciclodextrina (Figura AN 2.6).

Sin embargo, tanto en la oxazinona 1 como en la oxazinona 6, los resultados de
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docking y dinamica molecular muestran la formacién de puentes de hidrogeno,
entre el sustituyente y los hidroxilos primarios de la B-ciclodextrina, lo cual
concuerda con los resultados experimentales observados, ya que para éstas
moléculas la formacion del complejo de inclusién tiene un control entrépico, por
lo tanto no son las interacciones ciclodextrina/oxazinona las que juegan un rol

importante sino el efecto hidrofobico que se presenta con estas moléculas.

Sin embargo existen contradicciones en el comportamiento observado,
por ejemplo en este grupo se encuentra la oxazinona 8, la cual esta sustituida
por un grupo hidroxilo, lo que le confiere una mayor polaridad que sus pares y
ademas la posibilidad de formar interacciones de puente de hidrégeno con los
hidroxilos de la ciclodextrina. Los resultados de modelamiento molecular por
docking, muestran que la oxazinona 8, forma un puente de hidrogeno entre el
grupo hidroxilo en posicion 9 respecto al anillo naftoxazinona y los hidroxilos
primarios de la B-ciclodextrina. Esta interaccion tiene un caracter débil de
acuerdo con los experimentos de dinamica molecular, debido a que sélo se

observa durante los primeros 3,6 ns, de la dinamica molecular (Figura AN 2.7).

La oxazinona 4, corresponde a una fenilnaftoxazinona no sustituida y
cuando forma complejos de inclusion con [-ciclodextrina, el proceso es
controlado entropicamente. Este comportamiento es contrario a los resultados
gue tienen sus pares estructurales, las oxazinonas 9 y 10, las cuales presentan
control entalpico. Esta ganancia entrépica puede estar relacionada con un
impedimento estérico a la formacion del complejo de inclusiéon, lo cual causa
restricciones en los grados de libertad relativos al movimiento de la molécula,
cuando se encuentra dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina y por lo tanto
interacciones de tipo hidrofébicas de corto alcance seran favorecidas, o bien por
el caracter poco polar del huésped, se genere una esfera de solvatacion

importante desde el punto de vista energético.
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La oxazinona 3 (fenilnaftoxazinona), sustituida por un grupo
N,N-dimetilamino, tiene una constante de inclusion de 604 M y un aporte
entrépico de 14,9 kcal/mol. Este comportamiento, se explica considerando el
tamafo del sustituyente, lo cual proporciona a la molécula una mayor superficie
de solvatacién que involucra mas moléculas de agua, lo que se traduce en un
mayor efecto hidrofébico cuando se forma el complejo de inclusion. Al igual que
en la situacion anterior, los resultados de modelamiento molecular (docking y
dindmica molecular), no muestran interacciones importantes (Figuras AN 2.6 y
AN 2.7).

Analisis Termodindmico por MM/PBSA y MM/GBSA

En la actualidad se pueden realizar calculos tedricos que describen el
comportamiento experimental con diversos niveles de aproximacion. Entre
éstos, se encuentran los métodos de mecénica molecular de area de superficie
Poisson-Boltzmann (MM/PBSA) y de mecanica molecular de area de superficie
generalizada de Born (MM/GBSA). Estos métodos, combinan calculos de
mecénica molecular con modelos de solvatacion continua y utilizan las
trayectorias obtenidas a partir de calculos de dindmica molecular para
determinar la afinidad de una molécula por otra y ademas permiten refinar los

modelos obtenidos por docking.13114

En las Tablas AN 2.9 y AN 2.10, se incluyen los resultados obtenidos
para los estudios de descomposicion energética a partir de trayectorias
moleculares empleando los métodos de MM/PBSA y MM/GBSA, para la
inclusion de las ariloxazinonas en B-ciclodextrina. Los resultados muestran que,
independientemente de la metodologia utilizada, la energia de interaccion de
van der Waals (VDW) es negativa y se encuentra en el rango entre -30 y -10
kcal/mol. Las oxazinonas 4, 5y 6, son las que presentan valores de energia de

interaccion de VDW mas negativos, consecuentemente la presencia de
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sustituyentes dadores de electrones en la posicién 2 del anillo oxazinona,
aporta a la estabilidad del complejo de inclusion.

Por otra parte, también se determinaron valores negativos de energia de
interaccion electrostatica (EEL). Aunque las EEL son menores que las energias
de VDW, aportan a la estabilidad del complejo de inclusion y se encuentran en
el rango entre -5 y -17 kcal/mol. Siendo las oxazinonas 2, 3 y 8 las moléculas
que tienen mayor energia EEL, por lo tanto la presencia de grupos amino,
N,N—-dimetilamino e hidroxilo, favorece la estabilizacion del complejo de

inclusion.

Las energias libres calculadas (AGita) por el método de MM/GBSA,
predicen que las oxazinonas 3, 5y 6, son las que presentan una mayor afinidad
por la cavidad de la B-ciclodextrina, mientras que los resultados obtenidos
usando el método de MM/PBSA, indican que las oxazinonas 3, 5, 8 y 10 son
mas afines por la B-ciclodextrina. Ambos métodos coinciden en que las
oxazinonas 3 y 5 son mejores moléculas huésped para la B-ciclodextrina. Sin
embargo, se debe considerar que estas metodologias, utilizan distintos modelos
de solvatacion y consideran parametros diferentes, por ejemplo el calculo de
MM/GBSA no incorpora las energias de solvatacion apolar y de dispersion.
Experimentalmente, se encontré que las oxazinonas 2, 3 y 4 tienen una mayor
constante de inclusion en [-ciclodextrina. Luego, al comparar los datos
experimentales de la Tabla 4.1, con los valores de AGuioal Obtenidos de los
calculos (Tabla AN 2.9 y AN 2.10), se encuentra que ambos métodos coinciden
con los resultados experimentales en que es la oxazinona 3 quien tiene una

mayor afinidad por la B-ciclodextrina.
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4.2 Ariloxazoles
Constante de inclusioén

De forma similar a los experimentos realizados con las oxazinonas, para
estudiar y comprender el proceso de formacion de complejos de inclusion,
desde el punto de vista de su estabilidad energética y de las fuerzas
responsables de su formacion, se realizé un estudio termodinamico utilizando el
método de solubilidad de fases para determinar la constante de inclusién del
proceso (K) a distintas temperaturas (Figura 4.4). También, en la Tabla AN 3.4,
se encuentran las constantes de inclusion a distintas temperaturas. Se observa
que todas las moléculas estudiadas aumentan la constantes de inclusién con el
aumento de la temperatura, consecuentemente el proceso de inclusion es

favorecido a temperaturas altas (Tabla 3.4).

Método solubilidad de fases Naftoxazol 11

0,070

0,065 -

0,060 -

0,055

0,050

0,045

[naftoxazol 11 en solucién] mM

0,035

0,030 ~
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[BCDJ/mM

Figura 4.4. Grafico de [B-CD] versus [naftoxazol en solucion], para el complejo
de inclusién formado entre la naftoxazol 11 y B-ciclodextrina, con estequiometria
1:1.

En la tabla AN 3.4, se incluyen los valores de las contantes de inclusion a
distintas temperaturas (de 293 a 313 K), calculadas de los parametros de la

ecuacion de correlacion. Ademas, se encuentra que la ecuacion correlacion es
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compatible con una estequiometria 1:1 de los complejos, independiente de si la

inclusion se realiza en B- y/o y-ciclodextrina.

En general los arilnaftoxazoles incluidos en B-ciclodextrina, presentan
constantes de inclusion que desplazan el equilibrio hacia la formacion de los
complejos con B-ciclodextrina. La Figura 4.5, muestra que los naftoxazoles 15y
20, tienen las constantes de inclusion mas altas, K = 640 y 881 M-, mientras

que los naftoxazoles 16 y 17 tienen las constantes de inclusion pequefias.
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Figura 4.5. Representacion grafica de la constante de inclusién, K/M-1, para los
oxazoles 11 al 20, incluidos en B-ciclodextrina.

Las constantes de inclusién obtenidas para los naftoxazoles (Tabla 4.2),
son similares en magnitud a las calculadas por otros autores, por ejemplo,
Hamai,'°? encontré que para el 2-metilnafto[2,3-d]Joxazol en B-ciclodextrina, la
constante de inclusion es K1.1=640 M y para el naftaleno K1.1=685 M,%01 estas
moléculas son estructuralmente analogas al naftoxazol 11 (2-fenilnafto[2,3-
d]oxazol), el cual en B-ciclodextrina tienen una constante de inclusion de 326 M-
1. Este valor es la mitad que el reportado por Hamai para el metilnaftoxanol
lineal, sin embargo, es simple visualizar que el sustituyente fenilo en el
naftoxazol 11 es un sustituyente voluminoso y polarizable, lo que puede generar

mayor impedimento estérico que un sustituyente metilo y posiblemente aumenta
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levemente la solubilidad en agua. Ambos factores, limitan la inclusion completa

del huésped en la cavidad de la B-ciclodextrina.

Tabla 4.2. Constantes de inclusion y parametros termodinamicos para los
naftoxazoles 11 al 15 en B-ciclodextrina y los naftoxazoles 12 y 13 en y-
ciclodextrina.

Naftoxazol K AG® AH° AS* TAS®
(M) (kcal-mol?) | (kcal-mol?) | (cal-molt-K?1) | (kcal-mol?)
11-B 268+2,5 -3,3+0,6 2,910,3 21,0£7,8 6,3+0,2
12-B 32616 -3,4+0,6 -2,8+0,2 2,320,6 0,7x0,2
12-vy 133+5,9 -2,9+0,9 4,2+0,4 23,816,1 7,1+£1,0
13-B 51545,9 -3,7+£1,0 3,1+0,8 22,7+1,0 6,8+0,3
13-y 1006+5,2 -4,1+0,2 2,3x0,1 13,6%£1,0 7,6x0,3
14-B 32916,2 -3,4+0,3 5,1+0,1 28,7+2,2 8,5+0,6
15-B 640+5,9 -3,8+0,3 3,8+0,2 25,613,1 7,6+0,8

Hamai,> también determin6é la constante de inclusiéon para el 2,4-
difeniloxazol en y-ciclodextrina, K1:1=760 M. Este valor es aproximadamente el
doble que los encontrados para los naftoxazoles 12 y 13 en y-ciclodextrina,
debemos tener en cuenta que estas moléculas presentan grupos sustituyentes
voluminosos y més polarizables (quinolina y vinilquinolina, respectivamente),
gue un sustituyente fenilo, por lo que al igual que en el caso del naftoxazol

derivado 11, se espera una disminucion de la constante de inclusion.

Hamai,®* también determiné las constantes de inclusién para las
benzoquinolinas: benzo[h]quinolina, benzo[flquinolina y fenantridina en -
ciclodextrina, obteniendo valores de Ki:1 = 750, 490 y 370 M, respectivamente.
En y-ciclodextrina, Hamai encontré que solo la benzo[flquinolina y fenantridina,
forman complejos de inclusiéon con contantes K11 = 250 y Ki1 = 150 MY,
respectivamente.>* Si comparamos estos resultados con los obtenidos para los

naftoxazoles de la Tabla 4.3, las constantes de inclusion son de magnitud
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similar, por lo tanto, al igual que en las benzoquinolinas, la posicion del
nitrégeno en el sistema aromatico, influye tanto en la constante de inclusion,
como en las interacciones de la B-ciclodextrina con la molécula huésped. De los
resultados encontrados, es aparente que los derivados del naftoxazol que
poseen sustituyentes aroméaticos unidos al heterociclo a través de un puente
vinilico y que no tienen grupos adicionales en la estructura, son mas afines por

la B-ciclodextrina.

El naftoxazol 11, corresponde a un compuesto con geometria lineal, el
cual presenta una constante de inclusion K11 = 268 + 2,5 M1, este valor es mas
pequefio que los observados para el resto de los naftoxazoles, o que muestra
gue la geometria lineal no favorece la inclusion de éstas moléculas en -

ciclodextrina.

Los naftoxazoles 12 y 13, tienen el mismo grupo sustituyente (quinolina),
con la diferencia que en el naftoxazol 12, la quinolina se une directamente al
anillo oxazol y en el naftoxazol 13 la distancia al heterociclo es mayor, debido a
la presencia de un puente vinilico. Los valores de constante de inclusién en B-
ciclodextrina (naftoxazol 12 K11 = 326 M y naftoxazol 13 K1 = 515 M) o y-
ciclodextrina (naftoxazol 12 K11 = 133 M y naftoxazol 13 K11 = 1006 M),
muestran que los naftoxazoles que presentan sustituyentes unidos a través de
puentes vinilicos son favorecidos termodinamicamente para formar complejos
de inclusion, respecto de aquellos que no lo presentan. Este comportamiento
puede explicarse debido a que la presencia del puente vinilico en la oxazinona
13, permite una extension de la aromaticidad, que lo cual hace que este

naftoxazol sea mas polar que su analogo el naftoxazol 12.

Para evaluar el efecto del tamafio de la cavidad de la ciclodextrina sobre
la constante de inclusion y los parametros termodindmicos asociados al
proceso, se determinaron las constantes de inclusion de los naftoxazoles 12 y

13 en B- y y-ciclodextrina. En la Tabla 4.2 se puede observar que la constante
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de inclusion del naftoxazol 12 disminuye, cuando la cavidad del hospedero es
mayor, esto se debe a que las interacciones que estabilizan al complejo de
inclusion son mas débiles. En el caso del naftoxazol 13, se observa un efecto
contrario, cuando el radio de cavidad de la ciclodextrina aumenta, la constante
de inclusion aumenta, probablemente debido a que predomina un factor de tipo
conformacional, ya que esta molécula al tener un mayor tamafo, puede

acomodarse mejor en la cavidad de la y-ciclodextrina.

Los naftoxazoles 15 y 14, tienen un puente vinilico que une el anillo
naftoxazol con el sustituyente. Cuando estas moléculas son incluidas en (-
ciclodextrina, se observa que la constante de inclusion del naftoxazol 15 es
aproximadamente el doble que para el naftoxazol 14 (Tabla 4.2). Esta situacion
probablemente se relaciona con factores estéricos, debido a que el naftoxazol

14 tiene un menor volumen que el naftoxazol 15.
Parametros Termodinamicos

A partir de las constantes de inclusion descritas en la Tabla 4.3, se
determinaron la entalpia de formacion del complejo de inclusion (AH®), la

entropia (AS°) y la energia libre de Gibbs (AG°) para el proceso de inclusion.

Los valores de AG° negativos, entre -2 y -4 kcal/mol, para los
naftoxazoles estudiados (Tabla 4.2), muestran que el proceso de inclusién es
favorecido termodindmicamente y sugieren que el naftoxazol 15, es la molécula
mas favorecida termodindmicamente para formar complejos de inclusion con (-
ciclodextrina. Consecuentemente, se deduce que gQrupos sustituyentes
electrodadores en posicion 2 del anillo naftoxazol, favorecen la formacién de

complejos de inclusién.

Por otra parte, cuando se comparan los naftoxazoles 12 y 13, sustituidos
por quinolina, con la diferencia de que en el naftoxazol 12 la quinolina se une

directamente al anillo y en el naftoxazol 13 esta separada del anillo heterociclico
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a través puente vinilico, se concluye que, independiente del anfitrion, B- o y-
ciclodextrina, los naftoxazoles que presentan sustituyentes unidos a través de
puentes vinilicos son mas favorecidos termodinAmicamente para formar
complejos de inclusién. Por ejemplo cuando los naftoxazoles 12 y 13, se
incluyen en B-ciclodextrina el AG° de formacién del complejo de inclusion es de
-3,4 y -3,7 kcal/mol, respectivamente. Cuando se incluyen en y-ciclodextrina,
estas moléculas tienen AG° de -2,9 y -4,09 kcal/mol, respectivamente. Este
efecto se atribuye a que a mayor distancia del anillo se encuentre el
sustituyente, el impedimento estérico producido por sustituyentes voluminosos

se hace menos relevante (Tabla 4.2).

La figura 4.6 y los datos de la Tabla 4.2, muestran que los naftoxazoles
11, 12-y, 13, 13-y, 14 y 15 tienen entalpias y entropias positivas (AH°>0,
AS°>0), lo que indica que el proceso de inclusion es endotérmico y esta
controlado entrOpicamente. Se puede entonces concluir que para estas
moléculas, tanto la ruptura de las interacciones solvente-naftoxazol, como la
desolvatacion de la ciclodextrina, producen un cambio de entropia positivo y

consecuentemente es el efecto hidrofobico el responsable de la inclusion.

TAS®
%’///,; AH®

35;
30;
25
20-‘
15;

10 +

Energia/kcal*mol’

ik,

104 Naftoxazol

Figura 4.6. Representacion grafica de la entalpia (AH°/kcal/mol) y factor
entropico (TAS°/kcal/mol), para los naftoxazoles 11 al 20, incluidos en (-
ciclodextrina.
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Un comportamiento diferente al esperado lo presenta el naftoxazol 16
(Figura 4.6), en el cual se observa un control entalpico del proceso de inclusion,
probablemente, porque al tener un menor volumen entra completamente a la
cavidad de la B-ciclodextrina y las interacciones con ésta son favorecidas.
Ademas, esta molécula tiene un AG°® = -20 kcal/mol, el cual es mayor en

maodulo.

El caso particular de la inclusion del naftoxazol 12 en B-ciclodextrina, se
observa que la entalpia de inclusién es negativa (AH°<0) y la formacion del
complejo de inclusion es un proceso exotérmico. Ademas, se encontré que la
entropia de inclusion es positiva (AS°>0) y que AH°>TAS®, en consecuencia, el
control termodinamico para la formacion del complejo de inclusion es entélpico.
Por consiguiente, la entalpia aporta -2,07 kcal/mol mas que el factor entrépico

en la en la estabilizacién del complejo de inclusién.

Los resultados de docking permiten explicar la importancia del efecto
hidrofébico para el naftoxazol 11 y el control entalpico para el naftoxazol 12
(Figura AN 3.5). Estas moléculas se orientan hacia la cavidad de mayor radio,
asi los sustituyentes se encuentran parcial o totalmente fuera de la cavidad,
favoreciendo una interaccion de puente de hidrégeno, entre los heteroatomos
del anillo naftoxazol con los hidroxilos secundarios de la B-ciclodextrina. Por
otra parte, la dinAmica molecular para el naftoxazol 12, muestra que la
interaccion del puente de hidrégeno estd presente durante el transcurso de la
simulacion, lo que indica que ésta es energéticamente importante y favorece la

estabilidad del complejo de inclusion.

Las poses de docking, en el caso de los naftoxazoles 13 y 15 en la
cavidad de la B-ciclodextrina (Figura AN 3.5), muestran que se orientan hacia el
portal de mayor radio, lo que implica que el naftoxazol es el que esta incluido y
el sustituyente queda fuera de la molécula hospedero. Sélo en el caso del

naftoxazol 13 se observa una interaccion de puente de hidrogeno entre el
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nitrégeno de la quinolina con uno de los hidroxilos secundarios de la [3-

ciclodextrina

Ademas, los resultados de docking y dinAmica molecular, muestran que
el naftoxazol 14, presenta una orientacion hacia la entrada de menor radio, ya
gue el grupo naftoxazol es mas voluminoso y tiene un caracter mas apolar que
el resto de molécula, de manera tal que queda dentro de la cavidad de la B-
ciclodextrina con el sustituyente fuera de ella (Figura AN 3.5).
Experimentalmente se encontré que la inclusion de esta molécula, ocurre con
control entropico, por lo tanto el efecto hidrofébico y la solvatacion de la
molécula son primordiales en la estabilizacion del complejo de inclusién. La
conformacioén estructural del complejo de inclusion, no muestra interacciones
energéticamente importantes, tales como puentes de hidrégeno entre los
heterodtomos de los naftoxazoles y/o los sustituyentes respectivos, con los

hidroxilos de la B-ciclodextrina.

De los datos de la Tabla AN 3.7, se encuentra que el naftoxazol 15, tiene
un RMSD promedio 2,59 A. Para esta molécula, los resultados de docking y
dinamica molecular, muestran que el grupo furano interacttia con los hidroxilos
secundarios de la B-ciclodextrina, ubicandose fuera de la cavidad, por lo que su

RMSD promedio es mayor a lo largo de la dinamica.

Al igual que para las oxazinonas, los resultados de dindamica molecular
muestran que el pardmetro de RMSD (raiz de la desviacion cuadratica media de
las posiciones atdbmicas) promedio de los naftoxazoles, se encuentra entre los
1,0 y 3,0 A (Tabla AN 3.7). Consecuentemente, estas moléculas se encuentran
durante todo el tiempo de simulacion dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina y
no se observa que la orientacion de la molécula se invierta, o que el complejo

de inclusién se desarme.
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Analisis Termodindmico por MM/PBSA y MM/GBSA

Los resultados obtenidos empleando los métodos de MM/PBSA vy
MM/GBSA, para los naftoxazoles se incluyen en las Tablas AN 3.8 y AN 3.9.
Ambas metodologias muestran que la energia de interaccion de van der Waals
(VDW) es negativa y se encuentra en el rango de -20 a -30 kcal/mol y favorece
la estabilizacion del complejo de inclusion, siendo los naftoxazoles 12 y 13, los

que presentan mayor energia de interaccién de VDW.

La energia de energia de interaccion electrostatica (EEL), también es
negativa y se encuentran en el rango de -2 a -11 kcal/mol. Los naftoxazoles 13
y 14, presentan mayor EEL, consecuentemente se deduce a partir de estos
resultados, que la presencia de grupos dadores de electrones unidos al
naftoxazol a través de un puente vinilico proporciona mayor estabilidad al

complejo de inclusion.

Los valores de AG°®, calculados por el método de MM/GBSA, se
encuentran en el rango de -19 a -25 kcal/mol. Los resultados obtenidos por esta
metodologia (Tablas AN 3.8 y AN 3.9), muestran que los valores de AG° son
similares y consecuentemente no permiten discriminar los naftoxazoles mas
afines para formar complejos de inclusion con B-ciclodextrina. El métodos de
MM/PBSA, muestra que los valores de AG° son menores a -7 kcal/mol y se
observan diferencias significativas entre las energias de estas moléculas,
siendo los naftoxazoles 13, 14 y 15, aquellos que presentan mayor afinidad por

la cavidad de la B-ciclodextrina.

Al comparar los valores de AG° calculados (MM/GBSA y MM/PBSA) con
los datos experimentales de la Tabla 4.2, se encontr6 que MM/PBSA es mejor
método para reproducir la afinidad de los naftoxazoles por la B-ciclodextrina, ya
gue en ambos casos (experimental y MM/PBSA), son los 13, 14 y 15, las
moléculas energéticamente mas favorables para formar complejos de inclusién

con [-ciclodextrina.
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4.3Compensacion entalpica-entropica para ariloxazinonas y ariloxazoles

La compensacion entalpica-entropica en principio no es una relacion
explicita entre el cambio de entropia y entalpia, pero puede ser derivada a partir
de ecuaciones termodindmicas fundamentales, por lo que es empleada para
analizar una relacion lineal compensatoria.*!® Como las constantes de inclusion
dependen con la estructura de la molécula, el andlisis del factor entalpico-
entropico permite determinar el criterio con el cual realizar cambios
estructurales a la molécula, con el fin de potenciar una disminucién de la
entalpia, lo cual producira una energia libre de Gibbs aun mas favorable para la

formacién del complejo oxazinona o naftoxazol en B-ciclodextrina.

Para el analisis se correlacionara linealmente el valor de TAS® con el

valor de AH°, segun las siguientes ecuaciones:
TAAS°=aAAH° (ecuacion 4.1)
TAS°=aAH°+ TASe® (ecuacion 4.2)
AG°=(1-a)AAH® (ecuacion 4.3)

Donde, a es la pendiente del grafico TAS® versus AH® (ecuacién 4.2).
Esta ecuacién indica en qué medida una ganancia entalpica (AAH®), inducida
por cambios en la molécula huésped, anfitribn y en el solvente, es cancelada
por la pérdida entrépica (AAS°) que acompana el proceso de formacion del
complejo de inclusion. En otras palabras, la fraccién (1-a) de la ganancia
entalpica contribuye al aumento en la estabilidad del complejo de inclusion. Por
otra parte, el intercepto, TASo°, representa la estabilidad inherente del complejo
de inclusion (AG°), obtenido a AH°=0, lo cual significa que el complejo es
estabilizado incluso en ausencia de la estabilizacion entalpica, si el término
TAS® es positivo.110
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Con el propésito de observar una tendencia representativa del
comportamiento de ambas familias (ariloxazinonas y ariloxazoles) se incluyé en

el grafico, Figura 4.7.
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Figura 4.7: Gréafico de factor entélpico-entrépico, para las oxazinonas y
ariloxazoles 1-26 incluidas en B-ciclodextrina.

Los resultados para las ariloxazinonas y ariloxazoles, muestran que el
factor entalpico-entrépico, es de a = 0,995 para la B-ciclodextrina (Figura 4.7).
Este valor indica que solo el 0,5% de la pérdida entalpica (AAH°) provocada por
variaciones estructurales de las oxazinonas, aportan un aumento en el AG° de
formacién del complejo y por consiguiente en la constante Ki:1 del proceso de
formacion de complejos de inclusion entre oxazinonas y B-ciclodextrina. Este
valor de «a, concuerda con los valores encontrados para la K11 y el AG® del
proceso de formacién de complejos de inclusion debido a que a la temperatura
de 298 K, los cambios de estos parametros entre una molécula y otra son

pequefios.
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4.4 Caracterizacion termodindmica y efecto del pH en la formacién del

complejo de inclusién entre la oxazinona 2 y B-ciclodextrina.

En la busqueda de compuestos organicos fluorescentes que posean una
alta fotoestabilidad y emision en agua, solvente biol6gicamente importante, se
estudio el comportamiento termodinamico de la oxazinona 2, cuando es incluida
en B-ciclodextrina a distintos pHs usando técnicas fluorescentes descritas en el
capitulo 2. Se seleccion6 ésta molécula, debido a que posee un grupo amino en
su estructura, el cual es susceptible a ser ionizado dependiendo del pH del

medio.

Se determiné previamente que la oxazinona 2 es sensible a la polaridad
del medio en el que se encuentra, presentando desplazamientos batocrémicos
del méximo de emision en presencia de solventes polares. En la Tabla 4.3, se
distingue que cuando la molécula no-incluida se encuentra en solventes
apolares como benceno presenta un maximo de emisién de 478 nm y cuando
esta en solventes polares como agua y acetonitrilo, sus maximos de emision
son de 541 y 500 nm, respectivamente. Consecuentemente, la Tabla 4.3,
muestra que a distintos pHs, los valores de longitud de onda méaxima de
emision presentan corrimientos hipsocromicos cuando la oxazinona 2 es
incluida en la cavidad apolar de la B-ciclodextrina. Ademas, a medida que la
basicidad del medio aumenta, los maximos de emision también presentan
ligeros desplazamientos hipsocrémicos de 490 cm cuando el pH aumenta de 3
ab.
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Tabla 4.3. Longitud maxima de emision de fluorescencia (1¢%%) en nanémetros
(nm), para la oxazinona 2 libre y para el complejo de inclusion (oxazinona 2/83-
CD)apH3,pH5ypH6,8.

A6mis[nm 26mis[nm
oxazinona 2 oxazinona 2/B-CD
pH3 538 532
pH5 541 527
pH6,8 540 526

El aumento en la intensidad de fluorescencia de la oxazinona 2 con la
concentracion de B-ciclodextrina (Figura AN 2.6), indicativo de la inclusion del
esta en la cavidad del hospedero, permite determinar las constantes de
inclusién usandose la ecuacion de Benessi-Hildebrand (Figura 4.8 a). Los datos
experimentales se ajustan a la ecuacion considerando una estequiometria 1:1,
resultado que fue corroborado empleando el método grafico de Job. Los
graficos, que fueron obtenidos variando el factor r entre 0,1 y 0,9, muestran un
méaximo a r = 0,5, compatible con estequiometria 1:1 para el complejo de

inclusion (Figura 4.8 b).
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Figura 4.8. a) Grafico de Benessi-Hildebrand para complejos de inclusion entre
la oxazinona 2 y B-CD con estequiometria 1:1, a pH 3, 5y 6,8 a 298 K. b)
Grafico de Job, para la oxazinona 2 apH 5 Y 298 K, r=0,5.
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Las constantes de inclusion calculadas por el método de Benessi-
Hildebrand, a distintas temperaturas y pHs, junto con los pardmetros
termodinamicos se incluyen en la Tabla 4.4. Los datos de la Tabla 4.4,
muestran que las constantes de inclusién K son mayores a 100 M1 y aumentan
a medida que el pH aumenta, lo que indica que el proceso de formacion del
complejo de inclusiébn estd méas favorecido termodinamicamente a pH 6,8.
También se puede apreciar que la constante de inclusiéon a distintos pHs,
disminuye con el aumento de la temperatura, lo que se asocia con un proceso
inclusion dirigido por fuerzas de van der Waals, interacciones electrostaticas y
efecto hidrofébico.

Tabla 4.4. Constante de Inclusion para complejos oxazinona 2/B-ciclodextrina,

con estequiometria 1:1 y parametros termodinamicos en condiciones estandar
determinados a distintos pHs.

AG® AH° AS°® TAS®

T/K | KIM?
(kcal-molt) | (kcal-molt) | (cal-molt-K?) | (kcal-mol?)

298 | 156

303 | 145
pH3 -2,99+0,3 -4,73+0,4 -5,50+1,7 -1,64+0,4

308 | 125

313 | 107

298 | 486

303 | 387
pHS | 308 | 319 -3,66+0,8 -7,68+0,7 -13,5+2,1 -4,02+0,6

313 | 119

318 | 33

298 | 597

303 | 467
pH6,8 -3,78+0,5 -9,50+0,3 -19,2+1,5 -5,72+0,3

313 | 424

318 | 176
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Los valores de entalpia son negativos a distintos pHs, consecuentes con
un proceso de inclusion exotérmico. Ademas, a altas temperaturas la constante
de inclusion disminuye, lo que se interpreta considerando que es probable que
exista una disminucién en la fuerza de las interacciones tipo puentes de
hidrogeno que estabilizan el complejo de inclusion. Los valores de entropia
obtenidos a distintos pHs, también son negativos, o que se asocia con un
pequefio aporte del efecto hidrofébico a la estabilizacion del complejo de
inclusion. Los resultados, permiten concluir que el proceso de formacion del
complejo de inclusién es principalmente controlado por la entalpia y determina
el cambio en la energia libre de Gibbs compatible con un proceso de inclusién

espontaneo y favorecido a pHs altos.
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CAPITULO 5:

Aplicaciones
5.1 Generaciéon de luz blanca en fase sélida

El desarrollo de nuevos materiales capaces de emitir luz blanca tiene un
gran potencial de aplicacion en el desarrollo de diodos organicos emisores de
luz (organic light emitting diode), OLED. Estos nuevos materiales se basan en la
mezcla de diferentes moléculas organicas fluorescentes, las cuales cuando

emiten son capaces de cubrir todo el espectro electromagnético UV-visible.

Hasta hace algunos afios, experimentalmente se determind que los
naftoxazoles que presentan como sustituyente el grupo quinolina, muestran
espectros de fluorescencia que abarcan todo el rango visible (emision de luz
blanca) cuando se encuentran en mezclas de solventes polares proticos que
tienen altos valores del parametro de acidez como trifluoroetanol (TFE) y
hexafluoroetanol (HFE) y un co-solvente aprético polar basico como
dimetilsulféxido (DMSO), Figura 5.1.

La fluorescencia blanca observada en estos compuestos, en mezclas
TFE-DMSO, proviene de un solapamiento de dos bandas del espectro de
emision, la banda de mayor energia corresponde a la emision desde el estado
localmente excitado (maximo a 443 nm) y la banda de menor energia se asocia
a la emisiébn desde un complejo en el estado excitado que involucra la
transferencia intermolecular de protones desde el solvente TFE hacia el atomo

de nitrégeno del grupo quinolina.1>-117
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Figura 5.1. Espectros de emision de fluorescencia normalizada, para el
naftoxazol 13, donde el color negro corresponde al espectro en dimetilsulféxido
(DMSO) vy el color rojo corresponde a una mezcla entre trifluoroetanol (TFE) y
DMSO al 16%. En la figura de la derecha se muestra la emision de luz blanca.

La fluorescencia dual observada para los naftoxazoles que presentan
quinolina en su estructura, podria conducir a importantes aplicaciones en el
disefio de “OLED’s” si se encuentra un comportamiento analogo en fase sélida,
con éste proposito se decidié incorporar las moléculas estudiadas en esta tesis
a ciclodextrina, ya que el pKa de la B- y y-ciclodextrina es de 12,02 y 12,08
respectivamente!®119 y el TFE, solvente que posee la acidez suficiente para
protonar el estado excitado de la molécula tiene un pKa=12,8.12° Ninguna de las
ariloxazinonas y la mayoria de los ariloxazoles, presentaron emision de luz
blanca en medio acuoso, cuando forman complejos de inclusién con B- o0 y-
ciclodextrina. Deacuerdo a los antecedentes experimentales, discutidos
anteriormente, se eligio el eligio el naftoxazol 13 (2-[(E)-2-quinolin-2-il-
vinillnafto[1,2-d][1,3]oxazol) (Figura 5.2), para llevar a cabo esta aplicacion,
debido a que ésta molécula una constante de inclusibn mayor que su analogo
estructural el naftoxazol 12 cuando se incluye tanto en y- como B-ciclodextrina
(Tabla AN. 3.4), consecuentemente, la afinidad de esta molécula es mayor y por

lo tanto facilita el desarrollo del experimento.
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Experimentalmente se determind que el naftoxazol 13, que cuando se
encuentra en TFE puro se observa un maximo de emisién a 460 nm, mientras
gue en una mezcla al 16% v/v TFE-DMSO presenta emision de luz blanca y el
espectro de emision muestra dos maximos a 450 nm y 572 nm (Figura 5.1).
Ademas el naftoxazol 13, tiene rendimientos cuanticos de fluorescencia
cercanos a la unidad en solventes tanto polares como apolares (Tabla AN. 3.1)
y un tiempo de vida de fluorescencia de 2,42 ns.1%* Cuando el naftoxazol 13, es
solubilizado en una mezcla TFE/DMSO 16% v/v, el rendimiento cuantico de
fluorescencia disminuye a 0,31;1%4 corroborando que la aparicién de la segunda
banda de menor energia, en el espectro de emision, corresponde a un estado

emisivo diferente.

BSOsH-CD Naftoxazol 13

Figura 5.2. Estructura guimica de la B-ciclodextrina modificada con un grupo
acido sulfénico (izquierda) y del naftoxazol 13 (derecha).

Para generar luz blanca en fase sélida, los experimentos se realizaron
primeramente en agua, donde se formé el complejo de inclusion entre el
naftoxazol 13 y B- o y-ciclodextrina, en ambos casos se obtuvo complejos con
estequiometria 1:1 y constantes de afinidad de 515 y 1006 M respectivamente
(Tabla 5.1), pero en ninguno de los casos se observd la formacion de la
segunda banda de emisién a menor energia (Figura AN 3.3), a pesar de que el
pKa de la B- y y-ciclodextrina es menor que el solvente TFE. Los resultados de
dindmica molecular muestran que la formacion del puente de hidrogeno entre

los hidroxilos de la B-ciclodextrina y el atomo de nitrogeno de la quinolina es
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una interaccion débil en el tiempo (Figura AN 3.6), ademas los resultados de los
calculos de orbitales naturales de enlace, dan evidencia de una interaccion
orbitalaria estabilizante de baja energia entre el atomo de nitrégeno del anillo
quinolina del naftoxazol 13 y el atomo de oxigeno grupo hidroxilo de la B-
ciclodextrina (Tabla AN 3.10). Consecuentemente, en el excitado no se aprecia

la emisidn de luz blanca en solucién.

Con el objetivo de conseguir fluorescencia blanca, a los complejos de
inclusién entre el naftoxazol 13, con la B- o y-ciclodextrina, se agregd
trifluoroetanol (pKa=12,43) y hexafluoroisopropanol (pKa=9,3) como co-
solventes, pero no se obtuvo la emision de luz blanca. Probablemente la
inclusién de la molécula fluorescente en el macrociclo, impide las interacciones
de ésta con el co-solvente y en consecuencia la emision desde el estado de
transferencia de protones no es observada.

Como los experimentos anteriores no dan cuenta de la generacion de luz
blanca se decidié utilizar una ciclodextrina modificada con un grupo que sea
altamente acido como el acido sulfénico, por ejemplo el acido metilsufénico

presenta un pKa 1,6 (Figura 5.1).

Tabla 5.1. Longitud maxima de emision (1¢ms) en nandmetros y constantes de
inclusién para el complejo de inclusion entre el naftoxazol 13 en B-, y- y BSO3zH-
ciclodextrina, en medio acuoso con estequiometria 1:1 y condiciones estandar

(T=298K).

AemisInm K
NAFTOXAZOL complejo (M)
13- 464 51545,9
13-y 496 100645,2
467
13-BSOzH 557 210+4,3

En solucion los espectros de absorcion del naftoxazol 13, presentan un

comportamiento espectroscopico relevante, sus coeficientes de absorcion molar
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son altos, por ejemplo en etanol es de 47721 Mtcm™ y su maximo de absorcién
se encuentra a 377nm. En agua no fue posible determinar su coeficiente de
absorcion molar, debido a la poca solubilidad que presenta la molécula, pero su
maximo de absorcion se desplaza a 381 nm. Cuando esta molécula es incluida
en BSOsH-ciclodextrina, se observa un aumento en la intensidad de absorcion a
medida que la concentracién de BSOsH-ciclodextrina aumenta (Figura 5.3),

encontrandose que el maximo de absorcién permanece constante a 412nm.

1,0
—— 20mM BSOH
—— 21mM BSOH

0,8 —— 22mM BSOH

—— 23mM BSOH

—— 24mM BSOH
—— 25mM BSOH

0,6 4

0,4

0,2

T
200 300 400 500 600

A/nm

Figura 5.3. Espectros de absorcion en medio acuoso a distintas
concentraciones de BSOsH-ciclodextrina, para el naftoxazol 13.

Los espectros de emision del complejo de inclusién formado por el
naftoxazol 13 y la BSOsH-ciclodextrina, en medio acuoso y en medio sdlido,
muestran la aparicion de una nueva banda de emision con un gran
desplazamiento a longitudes de onda mayores a partir de una concentraciéon de
21 mM de BSOsH-ciclodextrina (Figura 5.4). Esta banda corresponderia a un
nuevo estado emisivo, con un maximo de emisién en medio acuoso de 467 nm
y 547 nm para la primera y segunda banda, respectivamente. Mientras que en
medio solido los maximos son desplazados hipsocromicamente a 440nm y

522nm respectivamente, debido a que ya no esta la interaccion con el agua.
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Medio Acuoso Fase Solida
Figura 5.4. Espectros de emision a distintas concentraciones de BSOsH-
ciclodextrina, en medio acuoso (izquierda) y en fase solida (derecha), para el
naftoxazol 13.

A partir de la Figura 5.4 se observa que en medio acuoso y con una
concentracion de 23 mM de BSOsH-ciclodextrina, las dos bandas de emision se
igualan en intensidad, mientras que en fase soélida este efecto ocurre a una
concentracion de 21,2 mM de BSOsH-ciclodextrina. ElI comportamiento
observado, se puede entender en términos de la formacién de un complejo de
estado basal de transferencia de protones. Este proceso se origina a partir de
la inclusion de la molécula fluorescente en la cavidad BSOsH-ciclodextrina,
donde se forma una interaccién entre el atomo de hidrégeno del sulfonato de la
BSOsH-ciclodextrina con el &tomo de nitrégeno de la quinolina, la cual no es
directamente proporcional a la cantidad de BSOsH-ciclodextrina que se utiliza

para formar el complejo de inclusion.

Con el propésito de confirmar si la banda de emision, resulta de la
excitacion del complejo de estado basal de transferencia de protones o el
proceso ocurre en el estado excitado, se compararon los espectros de
absorcion y emision del naftoxazol 13, cuando éste se incluye en BSOsH-
ciclodextrina y en presencia de 0,3 M de &cido sulfurico, empleando acetonitrilo
y trifluoroetanol como solventes (Figura 5.5 a 'y b). Se observa en el espectro de
emision un maximo a 550 nm en soluciones acuosas BSOsH-ciclodextrina, el

cual se desplaza a 525 nm en el s6lido. En la solucion acida, el naftoxazol 13
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deberia estar totalmente protonado en el estado basal. En acetonitrilo los
maximos de absorcion y emision del naftoxazol 13 aparecen a 374 y 438 nm,
respectivamente (Figura 5.5 a). Con &cido agregado, la banda de menor
energia, en el espectro de absorcion, se encuentra a 436 nm y el maximo del
espectro de emision se presenta a 615 nm, mientras que en el complejo de
inclusién, el maximo de absorcion se deplaza a 415 nm y la emisidbn muestra

dos bandas con los maximos a 450 y 570 nm (Figura 5.5 a).

Cuando el solvente es trifluoroetanol, el espectro de absorcion del
naftoxazol 13 tiene el maximo a 375 nm, pero la banda de emision se desplaza
significativamente hacia el rojo apareciendo a 580 nm (Figura 5.5 b). En
presencia de acido, los maximos de absorcion y emisién coinciden con los
obtenidos en acetonitrilo en presencia de acido. El complejo naftoxazol 13-
BSOsH-ciclodextrina disuelto en trifluoroetanol, tiene méximos de absorcion y
emisién similares a los observados en acetonitrilo, aunque en la emision se
observa una pequefia contribucién de la banda de mayor energia que aparece

alrededor de 450 nm.

Estos resultados se pueden interpretar de la siguiente manera, el
compuesto puro en acetonitrilo decae emitiendo fotones desde el estado
singulete excitado, mientras que en trifluoroetanol decae desde un estado
excitado de menor energia posiblemente producido por transferencia de
protones desde el solvente al singulete excitado ya que, la banda de emision
tiene la forma y el maximo coincidente con los observados en soluciones
acidificadas con acido sulfarico. Es importante destacar que el espectro de
absorcion es idéntico al observado en el solvente no prético acetonitrilo.
Cuando forma complejos de inclusion con BSOsH-ciclodextrina, el
comportamiento observado es mimilar al encontrado en soluciones acidas y

posiblemente la banda fluorescencia de menor energia resulta de la excitacion
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directa de un complejo de estado basal formado por transferencia de proton
desde el grupo sulfonato acido al nitrogeno del sustituyente quinolina.

a) Acetonitrilo b) Trifluoroetanol

1,44 —— NAFTOXAZOL 13 neutro 1,44 — NAFTOXAZOL 13/3SO3HCD
—— NAFTOXAZOL 13/BSO_H

£ — NAFTOXAZOL 13 neutro
1,2 —— NAFTOXAZOL 13 acido 1,2

—— NAFTOXAZOL 13 &cido

1,04 1,04
0,8 0,8+

0,64 0,6

A(E)/u.a.
A(E)/u.a.

0,4 4 0,44

0,2 0,24

0,0 T T T ¥ T 0,0 T T T T T
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda [nm] Longitud de onda [nm]
Figura 5.5. Espectros de absorcion y emision del naftoxazol 13, en soluciones
con BSOsHCD neutras y en soluciones de &cido sulfdrico 0,3 M en a)
acetonitrilo y b) trifluoroetanol.

Los valores incluidos en la Tabla 5.2 muestran el rendimiento cuantico de
fluorescencia (¢r) a 467 nm para el naftoxazol 13 libre y formando complejos de
inclusién con BSOsH-ciclodextrina a concentraciones de 20, 21, 22, 23, 24y 25
mM. De acuerdo a los resultados se observa el aumento del rendimiento
cuantico de fluorescencia a altas concentraciones de BSOszH-ciclodextrina. A
partir de esta observacién es posible deducir que tanto el estado protonado
como el estado localmente excitado, modifican su probabilidad de decaer por la

via de la emision de fluorescencia.
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Tabla 5.2. Rendimiento cuantico de fluorescencia (¢r), en medio acuoso a 467
nm, fracciones molares para el estado excitado correspondiente al tiempo de
vida 1 (x;,)y tiempo de vida 2 (x;,) y tiempos de vida en nanosegundos (ns)
para el estado localmente excitado (t1) y para el estado excitado de
transferencia de protones (t2), para el naftoxazol 13 incluido en BSOsH-

ciclodextrina.

BSOsH-ciclodextrina/mM OF Xr, Xr, t/ns /ns x?
0 0,06 - - 2,9+1,5 - 0,92
20 0,16 | 0,57 | 0,43 |2,9+0,5|10,0+1,5| 0,98
21 0,18 | 0,58 0,42 |2,9+1,8|10,4+2,0| 1,00
22 0,22 | 0,53 0,47 |2,9+1,0|10,6+0,5| 0,90
23 0,28 | 0,49 | 0,51 |2,9+1,3|10,8+1,3| 0,93
24 0,35 | 0,48 0,52 |2,9+0,4|11,2+1,5| 0,95
25 0,41 | 0,46 0,54 |2,9+0,5|10,9+1,0 | 0,96

En la Tabla 5.2 también se encuentran los valores de tiempos de vida de
fluorescencia para el complejo de inclusién, formado entre el naftoxazol 13 y la
BSOsH—ciclodextrina. Los resultados muestran que el tiempo de vida del estado
localmente excitado (t1) es de 2,9 ns y no se ve afectado por la cantidad de
BSOsH-ciclodextrina que exista en solucion. Ademas, el tiempo de vida del
estado excitado correspondiente a la transferencia intermolecular protones (t2)
es de aproximadamente 10 ns y aumenta a altas concentraciones de BSOszH-

ciclodextrina.
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5.2 Deteccidn de oxigeno molecular singulete

El oxigeno es el tercer elemento mas abundante del universo y el mas
frecuente en la corteza terrestre. El oxigeno molecular es de vital importancia
para el desarrollo de la vida ya que juega un importante rol en procesos

bioldgicos como la fotosintesis y la respiracion celular.

Es sabido que el oxigeno molecular difiere de la mayoria de las
moléculas que se encuentran en la naturaleza, debido a que tiene un estado
basal triplete de capa abierta y dos estados excitados de multiplicidad singulete
que poseen baja energia Ag y Z+g. El tiempo de vida del estado 1X+g es menor
que el del estado 'Ag, por lo tanto cuando se habla del estado excitado del
oxigeno molecular, se refiere al estado !Ag, cominmente llamado oxigeno

molecular singulete.

El oxigeno molecular singulete, juega un importante rol en procesos
fisiolégicos y es capaz de oxidar a un sin nimero de moléculas.*?1?? En los
altimos afos el estudio de los mecanismos de reaccion del oxigeno singulete
con moléculas organicas y su comportamiento en sistemas biol6gicos han
permitido su aplicacién en terapias para el tratamiento del cancer, como lo es la
terapia fotodinamica.’?> Debido a la microheterogeneidad de los sistemas
bioldgicos, la capacidad de detectar y cuantificar al oxigeno molecular singulete
se ha transformado en un gran desafio. Por esta razén, el desarrollo de nuevas
sondas fluorescentes y quimioluminiscentes, han sido propuestas como
detectores de oxigeno molecular singulete, debido principalmente a la elevada

sensibilidad y selectividad que estas poseen.

Con el proposito de desarrollar nuevas sondas fluorescentes capaces de
detectar oxigeno molecular singulete en medio acuoso se han seleccionado
moléculas derivadas de furano. Considerando que, los compuestos derivados
del furano reaccionan eficientemente con oxigeno molecular singulete, se

selecciond el naftoxazol 15 para ser estudiado como sonda fluorescente de
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oxigeno molecular singulete en medio acuoso. El naftoxazol 15 presenta
rendimientos cuanticos de fluorescencia bajos, del orden de 0,02 a 0,07 en
solventes polares como acetonitrilo o metanol y un rendimiento cuantico de
fluorescencia entre 0,1 y 0,4 en solventes apolares (Tabla AN 3.1). Este
comportamiento se puede explicar por medio de un mecanismo de
desactivacion intramolecular del estado excitado del naftoxazol, el cual se
produce debido a un proceso de transferencia parcial de carga desde el grupo

furano al naftoxazol.

Debido a la baja solubilidad del naftoxazol 15 en agua, se decidio
incluirlo en B-ciclodextrina, encontrandose una constante de inclusion de Ki:1 de
640 ML, También es importante sefalar que los resultados de docking y de
dindmica molecular muestran que el naftoxazol 15 es incluido en la B-
ciclodextrina posicionando al grupo furano fuera de la cavidad y orientandolo
hacia los hidroxilos secundarios (Figura AN 3.6). Esta ubicacion de la molécula
dentro de la B-ciclodextrina, permite que el grupo furano pueda interactuar
facilmente con el oxigeno molecular singulete generado, basandose en que los
derivados de furano reaccionan eficientemente con oxigeno molecular
singulete, a través de la formacién de intermediarios endoperéxidos?? (Figura
5.5).

) 55
m,. Productos
Azul de Metileno Fluorescentes

0.

Figura 5.6. Esquema de reaccion del complejo de inclusion, formado entre el
naftoxazol 15 y la B-ciclodextrina, cuando el furano reacciona con oxigeno
molecular singulete.
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Cuando el complejo de inclusion formado entre el naftoxazol 15 y B-
ciclodextrina, es irradiado en agua, con luz visible en presencia de un
sensibilizador de oxigeno molecular singulete, como azul de metileno, se
observa que a medida que el tiempo de irradiacibn aumenta, lo que muestra
que la intensidad de la banda de absorcion disminuye indicando pérdida de la
conjugacion de la molécula, espectro izquierdo Figura 5.6, mientras que en el
espectro de emision (derecha) comienza a aparecer la fluorescencia tipica del
naftoxazol y a su vez la intensidad de fluorescencia aumenta significativamente,
lo cual permite concluir que los productos de la reaccién con oxigeno molecular
singulete son mas fluorescentes que el naftoxazol 15 incluido en B-ciclodextrina.

30
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—— t=0min
2,01 — t=1min

1,5

I/u.a.

1,0

0,54

0,0

T T 1
300 400 500 600

t/min 0 [ 1 [ 3] 6 [10] 15[ 22 [ 30 | 45 [ 65
Faoz/A
M 1 | 2 | 7 | 13| 21| 33 | 48 | 63 | 97 | 139
F402/A365

Figura 5.7. Evolucion de los espectros de absorcion y fluorescencia del
complejo de inclusién formado entre el naftoxazol 15 y 10 mM B-ciclodextrina.
Luego de irradiar el azul de metileno en agua con una lampara halégena de 50
W, a través de un filtro de 500 nm. En la Tabla se incluye el aumento relativo de
la fluorescencia (F) a 402 nm de los productos de reaccion corregidos por el
cambio en la absorbancia (A) a 365 nm en el tiempo (min).

A lo largo de los afios se ha hecho un gran esfuerzo en disefiar, sintetizar
y caracterizar sondas fluorescentes para detectar especies reactivas de

oxigeno. Una de las sondas fluorescentes para la deteccion de oxigeno
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excitado, que ha llamado la atencion en los ultimos afios es la “Singlet Oxygen
Sensor Green” (SOSG), la cual ha sido comercializada por Invitrogen/Molecular
Probes, este sensor de oxigeno singulete es altamente selectivo y no presenta
ningun tipo de respuesta sensible a los radicales hidroxilo o superéxido. La
estructura de esta sonda fluorescente se ha mantenido en secreto industrial,
pero por comparacion con otros sensores se ha llegado a la conclusion de que
SOSG incluye un derivado de fluoresceina y un grupo dimetilantraceno.124125.126
SOSG emite una débil fluorescencia azul, cuando es excitada a 372 y 393 nm
se observa un maximo de emision a 395 y 416 nm, respectivamente. En
presencia de oxigeno singulete, emite fluorescencia verde similar a la
fluoresceina  (excitacion/maximo de emisibn ~  504/525 nm).?’
Experimentalmente se determiné en agua deuterada que la sonda SOSG

aumenta la emision de fluorescencia en un 43%.

Se determiné experimentalmente que el rendimiento cuantico de
fluorescencia del naftoxazol 15 medido usando sulfato de quinina como
actinometro luego de reaccionar con oxigeno excitado, en una solucion 10 mM
de B-ciclodextrina y en metanol es 0,7 y 0,43, respectivamente.?? La literatura
reporta que SOSG en una mezcla de agua deuterada/metanol (97/3), tiene un
rendimiento cuantico de 0,52.?? Este resultado muestra que el naftoxazol 15
incluido en B-ciclodextrina, tiene mejores propiedades fotofisicas para detectar
oxigeno molecular singulete, que cuando estd en metanol, o que la sonda
SOSG en agua deuterada/metanol (97/3).

Como el oxigeno molecular singulete reacciona con el complejo de
inclusion formado por el naftoxazol 15 y la B-ciclodextrina, se determind la
constante de desactivacion del oxigeno molecular singulete. Para ello se midié
la velocidad de decaimiento de la emision infrarroja del oxigeno excitado
utilizando métodos resueltos en el tiempo. A partir de mediciones del oxigeno

molecular singulete en ausencia y presencia de desactivante, y usando la
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ecuacion de Stern-Volmer, se obtuvo las constantes de desactivacion en agua
deuterada como solvente, calculadas empleando la pendiente de graficos de la
constante de decaimiento del oxigeno excitado versus la concentracion de la

sonda de acuerdo a la siguiente ecuacion:

kg = k3 + kqlS] (Ecuacion 6.1)
Donde k?l, es la constante de velocidad de decaimiento del oxigeno

molecular singulete en ausencia de aditivos, k; es la constante de velocidad de
decaimiento del oxigeno molecular singulete en presencia de desactivante y Kq
es la constante de velocidad total de desactivacion de oxigeno molecular
singulete.

Tabla 5.3. Tiempos de vida, x? y constante de desactivacion del oxigeno

exitado a distintas concentraciones de naftoxazol 15, incluido en 10 mM de B-
ciclodextrina, en agua deuterada.

[Naftoxazol 15])/ 10* M t/ns 12 ka/107s?t
0 52,9+1,8 0,92 1,89+0,06

1,15 39,5+4,0 0,98 2,54+0,26

1,53 35,2+2,5 1,01 2,85%0,20

1,92 35,3+1,1 0,90 2,83+0,09

2,30 32,6£2,3 0,99 3,07x0,25

2,69 30,9+0,5 0,96 3,24+0,05

3,07 29,31+0,1 0,95 3,42+0,01

Los resultados obtenidos se incluyen en la Figura 5.7 y muestran una
correlacion lineal entre la concentracion de complejo de inclusion con la
constante de velocidad de desactivacion del oxigeno molecular singulete. La
constante de desactivacion (kd), se obtiene a partir de los tiempos de vida del
oxigeno molecular singulete, los cuales disminuyen cuando la concentracion de
naftoxazol 15 aumenta (Tabla 5.3). Por lo tanto el naftoxazol 15 incluido en B-
ciclodextrina, es capaz de desactivar eficientemente al oxigeno excitado, en

agua deuterada.
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Figura 5.8: Grafico de Stern-Volmer para la reaccion entre el complejo de
inclusién formado por el naftoxazol 15 y la B-ciclodextrina (10 mM) con el
oxigeno molecular singulete, en agua deuterada.

Existen compuestos aromaticos que reaccionan con el oxigeno molecular
singulete principalmente a través de la via quimica para producir el
correspondiente 9,10-endoperédxido no fluorescente, el 9,10-Difenilantraceno y
el 9,10-dimetilantraceno reaccionan con oxigeno molecular singulete con
constantes de velocidad kq=2:10"-9-108 M1s! y 1,3-10% M-1s?, respectivamente,
en solventes organicos y en agua.'?®132 La constante de desactivacion de
oxigeno excitado en el sistema naftolxazol 15/B-ciclodextrina es de
4,84+0,05-10" M'1s? en agua deuterada y kq=1,07+1,54-10*! M-1s! (Figura AN
3.11). Por lo tanto el naftoxazol 15 desactiva al oxigeno excitado, en el orden de
magnitud de los compuestos aromaticos 9,10-difenilantraceno y 9,10-

dimetilantraceno, cuando se encuentra en agua deuterada.
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CAPITULO 6

Conclusiones

Los derivados ariloxazinonas y ariloxazoles forman complejos de inclusion
con B-ciclodextrina. Especificamente los naftoxazoles 12 y 13 son incluidos en
y-ciclodextrina y el naftoxazol 13 forma compuestos de inclusién con SOsH-[3-

ciclodextrina.

La formacion de los complejos de inclusion de ariloxazinonas y ariloxazoles
con B-ciclodextrina, permiti6 aumentar la solubilidad en fase acuosa y fue
posible estudiar su comportamiento fotofisico. En general se observaron, para
los complejos de inclusion formados, que las posiciones de los maximos de
emisién presentan corrimientos hipsocrémicos, respecto a los maximos de
emision de las moléculas no-complejadas, este comportamiento se debe

principalmente al caracter apolar de la cavidad de las ciclodextrinas.

Todos los complejos de inclusion estudiados tienen estequiometria 1:1, de
acuerdo a la ecuaciéon de Benessi-Hildebrand y al método de solubilidad de
fases. Las constantes de inclusion obtenidas se encuentran en el orden de 102
M. Los valores del cambio de energia libre, muestran que la formacion de los
complejos de inclusion es favorecida termodinAmicamente, por lo que tanto las
ariloxazinonas como los ariloxazoles son moléculas afines para formar

complejos de inclusién con B-ciclodextrina.

Para las oxazinonas 2, 9 y 10, la constante de inclusion disminuye con el
aumento de temperatura y el proceso de inclusion es exotérmico. Ademas, los
valores del cambio de entropia son negativos (AS°<0), lo cual indica que el
proceso de inclusién es controlado por la entalpia y consecuentemente son las
interacciones oxazinona/B-ciclodextrinas las que estabilizan al complejo de

inclusion.
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de inclusién a temperaturas altas y el proceso de inclusion es endotérmico. Se
observé ademas, que los cambios de entropia son positivos (AS°>0), y para
estos compuestos el proceso de inclusion es controlado por la entropia y por lo

tanto el efecto hidrofébico permite la inclusion.

Los arilnaftoxazoles 11, 13-y y 14, tienen valores de entalpia (AH°>0) y
entropia (AS°>0) positivos, por lo tanto el proceso de inclusién es endotérmico y
controlado por la entropia. Finalmente el arilnaftoxazol 12 incluido en B-
ciclodextrina tiene entalpia negativa (AH°<0) y entropia positiva (AS°>0), como
AH° aporta mas a la estabilidad del complejo que TAS®, el proceso de inclusion

esta controlado por la entalpia.

Los estudios de anclaje molecular (docking) para las oxazinonas vy
ariloxazoles cuando forman complejos de inclusiébn con B-ciclodextrina con
estequiometria 1:1, concordaron con los resultados experimentales e indican
que las interacciones, principalmente de puentes de hidrogeno, favorecen la
inclusion de la molécula dentro de la B-ciclodextrina y aportan en la

estabilizacion del complejo de inclusion.

La dindmica molecular para cada complejo de inclusion muestra que las
moléculas permanecen dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina y no se

observan cambios en la configuracion del complejo durante 10 ns.

Los calculos termodinamicos, permiten concluir que MM/PBSA, es un buen
método para predecir las moléculas (ariloxazinonas y ariloxazoles) que
presentan mayor afinidad con la B-ciclodextrina. También, los resultados
obtenidos por esta metodologia correlacionan positivamente con los

experimentales.

Se determind que cuando naftoxazol 13 forma complejos de inclusion con

SOsH-B-ciclodextrina, presenta un amplio espectro de emision que abarca gran
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parte del espectro electromagnético visible, obteniéndose luz blanca en medio
acuoso y en fase sodlida. Este comportamiento se debe a un proceso de
transferencia intermolecular de protones, que involucra el proton del grupo
sulfonato de la ciclodextrina modificada, con el atomo de nitrogeno del

sustituyente quinolina del naftoxazol 13.

El complejo de inclusidn entre el naftoxazol 15 y la B-ciclodextrina reacciona
en medio acuoso con oxigeno molecular singulete, generando compuestos
fluorescentes y por lo tanto es propuesto como una posible sonda fluorescente

para la deteccion de oxigeno molecular singulete en agua.
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ANEXO PARTE I: GENERALIDADES
AN 1.1: Docking

Para cada uno de los complejos de inclusion, se procedié a determinar la
conformaciéon mas estable del complejo de inclusibn formado entre las
ariloxazinonas y ariloxazoles con f-ciclodextrina. Dado que los resultados
experimentales dan cuenta, de que la estequiometria del complejo de inclusién es

de tipo 1:1, los calculos de docking se realizaron considerando esa geometria.

Para discriminar la conformacién méas estable se empleé como criterio
aguella pose que tuviera menor puntaje de docking. Las Tabla AN 1.6 y AN 2.5,
muestran los puntajes de docking para cada complejo de inclusion, de un total de
total de 200 ciclos por calculo, encontrandose que las energias de docking son

similares en magnitud y se encuentran en el rango de -3,0 a -5,3 kcal/mol.

Figura AN 1.1. Representacion de la B-ciclodextrina. Los colores representan en
amarillo: carbono; blanco, verde y celeste: hidrégeno y anaranjado: oxigeno.

Para distinguir los grupos de la B-ciclodextrina que interactian con las
moléculas huésped se clasificaron los grupos hidroxilos en primarios y secundarios
(Figura 5.1). Los grupos hidroxilos primarios, constituyen el radio de cavidad de
menor tamano, mientras que los grupos hidroxilos secundarios conforman el radio

de cavidad de mayor tamaiio.
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AN 1.2: Dinamica Molecular

Los calculos computacionales de dinamica molecular representan una
aproximacion del comportamiento de un sistema en el tiempo. Las simulaciones
usadas comprenden una etapa de minimizacion, equilibrio y produccion. Durante 10
ns, se estudié el comportamiento de los complejos de inclusion de oxazinonas y

naftoxazoles con B-ciclodextrina.

Para analizar el comportamiento de las oxazinonas y naftoxazoles en [3-
ciclodextrina se analizo el parametro RMSD (raiz de la desviacion cuadratica media
de las posiciones atémicas) en el tiempo. RMSD, mide la desviacion de las
coordenadas en las que se encuentran los a&tomos, respecto a una coordenada de
referencia. RMSD=0 indica que no existe una desviacion del objetivo respecto a la

referencia, es decir hay una superposicion perfecta. EIl RMSD, es definido como:

TN oImi-(X;-v)?]

y (Ecuacion AN 1.1)

RMSD =\/

Donde N es el nimero de atomos, mj es la masa del &tomo i, Xi es el vector
de coordenadas para el atomo objetivo i, Yi es el vector de coordenadas para el

atomo de referencia iy M es la masa total.

Los RMSD calculados para las oxazinonas y naftoxazoles durante los 10ns
de dinamica fueron comparados respecto a la estructura inicial con que comenzd la

etapa de produccion de la dinamica.
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AN 1.3: Estructura molecular de las ariloxazinonas. Recuadro verde: ariloxazinonas
incluidas en la tesis, recuadro rojo: ariloxazinonas medidas pero no incluidas en la

tesis.

/

N/o

ol

R
Oxazinona 1, R=OCH;,
Oxazinona 2, R=NH,
Oxazinona 3, R=N(CHj3),

o

Oxazinona 4, R=H
Oxazinona 5, R=C|
Oxazinona 6, R=OCHj;

Oxazinona 7, Ry=H
Oxazinona 8, Ry=0OH

Oxazinona 9, R=H

\

0(1@

Oxazinona 10

Oxazinona 21, R=CI

\_

Oxazinona 22, R{=OCHj3, R,=H
Oxazinona 23, Ry=H, R,=SO;H

Oxazinona 24, Ry=N(CH3),

\

%
:

R I

Oxazinona 25, R=0OH
Oxazinona 26, R=H

J

AN 1.4: Estructura molecular de las ariloxazoles. Recuadro verde: ariloxazoles
incluidas en la tesis, recuadro rojo: ariloxazoles medidas pero no incluidas en la

tesis.
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o0
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Naftoxazol 18

Naftoxazol 19

Naftoxazol 20

J
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AN 1.5. Longitud de onda maxima de emision (A

emis
max

/nm), de las ariloxazinonas (21

al 26) y ariloxazoles (16 al 20) en solventes con distinta constante dieléctica, e
(benceno, acetonitrilo y agua) y en 3- y/o y-ciclodextrina.

Aeinm BN | h |
Molécula Benceno Acetonitrilo | " _gr' o) A N
(e=2,3) (e=41,1) ! complejo
168 343 341 337 339
1/7-B 443 441 432 454
18-y 460 516 510 493
19-B 456 460 474 448
20-B 376 386 394 390
218 424 422 438 440
22-8 487 523 494 492
238 i 480 484 488
24-8 559 643 466 468
25-8 488 502 506 508
26-B 478 490 510 498

AN 1.6.Constantes de inclusién (K) y parametros termodindmicos en condiciones
estandar, para las ariloxazinonas (21 a 26) y ariloxazoles (16 a 20) incluidas en -
y/o y-ciclodextrina.

. K AG° AH° AS° TAS®
Molécula

(M) (kcal-mol?) | (kcal-mol?) | (cal-mol*-K?) | (kcal-mol?)
16-B 20+6,2 -1,8+0,3 -3,7+1,0 -6,4+0,2 -1,9+0,6
178 142+5,6 -2,9+0,5 2,6+0,3 18,7+1,0 5,6+0,3
18-y 104+5,5 -3,4+0,2 -12,8+2,1 -31,3+1,5 -9,3+0,4
19-B 450+5,5 -3,6%0,3 15,3+1,5 63,5+1,7 18,9+0,4
20-B 881+5,9 -4,0+0,3 6,6+0,4 35,5¢1,5 10,6+0,6
21-B 309+0,4 -3,240,2 -21,8+1,8 -0,06+0,02 -18,6+0,1
22-B 139+0,2 -2,9+0,1 -22,1+1.,6 -64,5+1,4 -19,2+0,4
23-B 847+0,4 -3,9+0,2 -19,7+1,3 -52,7+2,0 -15,7+0,6
24-B 92+0,4 -2,7+0,2 3,9+0,4 22,2+1,0 6,6+0,3
25-B 378+0,4 -2,7+0,2 -45,7+2.0 -144+1,5 -42,9+0,4
26-B 308+0,2 -3,54+0,3 -11,7+#1,0 -27,5+1,5 -8,2+0,4
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PARTE II: ARILOXAZINONAS

AN 2.1. Rendimientos Cuanticos de fluorescencia para las oxazinonas 1-10, en
solventes representativos de una escala de polaridad (e=constante dieléctica).

OF

Oxazinona | Hexano® Benceno CHsCN CHs3OH
€=1,88 £=2,3 e=41,1 €=33
1 0,06 0,33 0,52 0,65
2 0,50 0,68 0,60 0,47
3 0,72 0,52 0,46 0,15
4 0,12 0,46 0,56 0,50
5 0,28 0,59 0,60 0,65
6 0,10 0,38 0,37 0.31
7 0,04 0,18 0,51 0,56
8 - 0,40 0,14 <,0003
9 -- <0,003 <0,003 <0,006
10 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003

a Datos tomados de Tesis doctoral Alvaro Cafiete.
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AN 2.2. Graficos de Benessi-Hildebrand para complejos de inclusiébn con
estequiometria 1:1, formados entre oxazinonas y B-ciclodextrina, a 298K.
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AN 2.3. Gréaficos del método de solubilidad de fases. Concentracion libre de

oxazinona versus concentracion de B-ciclodextrina, para complejos de inclusién con
estequiometria 1:1 a 298 K.

Oxazinona 5 Oxazinona 6
1,2x10
7,0x10° 4 .
1,0x10
6,0x107 4 .
7 50x10° 7 800"
s s
: 400" 2 6,0x10°
g . g
§ 3,0x10° o 5
l; é 4,0x10°
°) 2,0x10°
2,0x10
1,0x10° 4
0,0
00 .
' ’ ) [IBCD]/r:M ’ * [BCDY/mM
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AN 2.4. Espectros de emisién de fluorescencia (Ir)

versus longitud de onda (A, nm)

a distintas concentraciones de B-CD, de 0-10mM para los complejos de inclusion
entre las oxazinonas 1-10 en B-CD, a temperatura 298K.

oxazinona 1/ B-CD oxazinona 2/ B-CD
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AN 2.5. Constantes de Inclusion a distintas temperaturas, para las oxazinonas 1-10
con estequiometria 1:1.

Oxazinona | T/K | K/IM! | Oxazinona | T/K | K/IM? | Oxazinona | T/K | K/M?
293 1 298 486 288 | 552
298 58 303 387 293 | 604
1 303 | 154 2 308 | 319 3 303 | 1241
308 287 313 119 308 | 2089
313 968 318 33 313 | 2191
293 499 293 84 293 10
298 515 298 238 298 36
4 303 624 5 303 759 6 303 50
308 979 308 | 2987 308 57
- - 313 | 3643 313 107
218 220 293 30 288 801
7 303 568 3 298 46 9 298 | 279
- 308 | 2014 - 303 - - 303 463
318 | 3838 308 177 313 | 332
298 107
10 303 96
- 308 73
318 65
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Figura 2.6. Espectros de emision de fluorescencia versus concentracion de B-
ciclodextrina, para el complejo de inclusion oxazinona 2/ B-CD a pH 3, pH 5y pH
6,8, temperatura 298K.

a) Oxazinona 2 pH 3 b) Oxazinona 2 pH 5
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AN 2.6. Representacion de los modelos obtenidos por docking para los complejos
de inclusién entre B-ciclodextrina (azul) y las oxazinonas 1-10 (amarillo). Para
destacar los heteroatomos se emplearon los colores blanco para el atomo de
hidrogeno, rojo para el atomo de oxigeno, azul para el a&tomo de nitrdgeno,
anaranjado para el atomo de azufre y verde para el &tomo de cloro.
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AN 2.7. RMSD versus tiempo (10 ns) obtenidos a partir de los resultados de
dindmica molecular, para los complejos de inclusion formados por ariloxazinonas y
B-ciclodextrina. Durante 10 ns.
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AN 2.8. RMSD promedio durante 10 ns obtenidos a partir de los resultados de
dindmica molecular, para los complejos de inclusion formados por ariloxazinonas y

B-ciclodextrina. Durante 10 ns

Oxazinona

RMSD promedio / A

1,79+0,38

2,01+0,40

1,77+0,38

1,96+0,27
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1,73+0,74

2,3540,34

1,86+0,32

1,9540,31

|5 o loo I~ fio o 14 fleo o =

2,13+0,38
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AN 2.9. Resultados obtenidos para los estudios de descomposicién energética a
partir de trayectorias moleculares. Calculos realizados por el método de Mecanica
Molecular de Superficie Generalizada de Born a temperatura 298K. Las energia
estan en kcal/mol, donde VDW, corresponde al componente de las interacciones de
van der Waals, ELECT, corresponde a las interacciones electrostaticas y AGtotal,
es la energia del proceso de formacién del complejo. EGB y ESURF, son las
contribuciones de energia libre de solvatacion calculadas por el método. AGgas y
AGsolv, corresponden a la energia de interaccion en fase gas y energia de
solvatacion respectivamente.

Oxazinona VDW EEL EGB ESURF AGgas AGsolv AGtotal
1 -26,0 -7,3 16,0 -2,5 -33,4 13,5 -19,8
2 24,0 | -134 | 21,1 -2,6 -37,4 18,5 -18,9
3 -26,9 | -18,2 | 224 -2,6 -45,1 19,8 -25,3
4 -28,0 -9,8 18,2 -2,7 -37,8 15,4 -22,4
5 -31,1 | -11,9 18,9 -3,1 -43,0 15,8 -27,2
6 -32,7 -5,7 17,3 -3,2 -38,4 14,2 -24,2
7 -22,6 -8,1 13,5 -2,2 -30,7 11,3 -19,4
8 24,3 | -176 | 21,5 -2,5 -41.,9 19,1 -22,9
9 -21,8 | -11,7 17,2 -2,2 -33,5 14,9 -18,5
10 -28,5 | -10,9 | 20,8 -2,8 -39,4 18,0 -21,3
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AN 2.10. Resultados obtenidos para los estudios de descomposicidén energética a
partir de trayectorias moleculares. Calculos realizados por el método de Mecanica
Molecular de Superficie Generalizada de Poisson-Boltzman a temperatura 298K.
Las energia estan en kcal/mol, donde VDW, corresponde al componente de las
interacciones de van der Waals, EEL, corresponde a las interacciones
electrostaticas y AGtotal, es la energia del proceso de formacion del complejo. EPB
contribucion de energia libre de solvatacién calculadas, ENPOLAR y ENDISPER
contribucion apolar de energia libre de solvatacion calculada por el modelo. AGgas
y AGsolv corresponden a la energia de interaccion en fase gas y energia de
solvatacion respectivamente.

Oxazinona | VDW EEL EPB ENPOLAR | EDISPER | AGgas | AGsolv | AGtotal
1 -26,0 -7,3 18,7 -15,5 28,6 -33,4 31,8 -1,6
2 -24,0 -13,4 -59,7 -15,8 27,5 -37,4 -47,9 -8,5
3 -26,9 -18,2 25,1 -17,8 30,0 -45,4 37,3 -7,9
4 -28,0 -9,8 20,3 -17,2 31,1 -37,8 34,1 -3,7
) -31,1 -11,9 21,5 -19,1 32,8 -43,1 35,2 -7,8
6 -32,7 -5,7 20,3 -18,5 33,7 -38,4 35,6 -2,8
7 -22,6 -8,1 15,9 -14,3 23,9 -30,7 25,6 -5,1
8 -24,3 -17,6 21,5 -16,1 27,7 -41,9 33,1 -8,9
9 -21,8 -11,7 17,3 -14,4 25,5 -33,5 28,4 -5,1
10 -28,5 -10,9 19,4 -17,8 29,5 -39,4 31,2 -8,2
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AN 1.11. Resultados obtenidos a partir de los calculos de Natural Bond Orbital

(NBO). Se seleccionaron las interacciones con energia E(2)>1,00 Kcal/mol.

Oxazinona 1

Oxazinona 2

Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol
oxazinona 1 donor y B-ciclodextrina aceptor
LP (2) 0159 RY (5) 042 0,1
LP (1) 0160 | BD* (1) 047-H48 11,3
LP (2) 0160 | BD* (1) 047-H48 6,2
LP (2) O173 | BD* (1) O81-H82 7.0
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 2 aceptor

LP (2) 041 BD* (1) C150-H151 1,1

LP (2) 083 BD* (1) N171-H173 13,1

LP (1) 0104 | BD* (1) N171-H172 2,4
LP (2) 0104 | BD* (1) N171-H172 11,4
LP (2) 0133 | BD* (1) C161-H162 1,0
BD (1) C28-H 29 | BD* (1) C168-H170 1,4
BD (1) 083-H 84 | BD* (1) N171-H173 1,0
BD (1) C119-H120 | BD* (1) C155-H156 1,4
BD (1) C131-H132 | BD* (1) C161-H162 2,6

oxazinona 2 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) 0157 | BD* (1) C119-H120 2,4
LP (1) 0158 | BD* (1) C112-H113 1,4
LP (2) 0158 | BD* (1) C112-H113 2,2
BD (2) C147-0158 | BD* (1) C131-H132 1,1
BD (2) C154-C155 | BD* (1) C98-H99 1,7
BD (1) C155-H156 | BD* (1) C98-H99 1,2

A25



Oxazinona 3

BD (1) C155-H156 | BD* (1) C119-H120 2,1

BD (2) C160-C161 BD* (1) C7-H8 3,0

BD (1) C161-H162 | BD* (1) C131-H132 2,2

BD (1) C168-H170 | BD* (1) C28-H29 4,0
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 3 aceptor

Oxazinona 4

LP (2) 039 BD* (1) C174-H177 1,3
oxazinona 3 donor y B-ciclodextrina aceptor
LP (1) O160 BD* (1) O 47-H48 7,0
LP (2) 0160 BD* (1) O 47-H48 2,5
LP (1) N173 BD* (1) O 81-H82 6,4
BD (2) C149-0160 | BD* (1) O 47-H48 1,4
BD (2) C165-C166 | BD* (1) O9-H10 1,1
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 4 aceptor

LP (1) 059 BD* (1) C161-H162 2,6
LP (1) 080 LV (1) C150 1,5
LP (1) 0101 | BD* (1) C153-H154 1,8
LP (2) 0101 | BD* (1) C153-H154 1,6
LP (2) 0113 | BD* (1) C175-H176 2,1
BD (1) C 54-H 55 | BD* (1) C155-H156 45
BD (1) C111-H112 | BD* (1) C177-H178 3,2

oxazinona 4 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) N164

BD* (1) C138-H139

11

LP (1) 0167

BD* (1) O 46-H 47

4,1
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Oxazinona 5

LP (1) O167 BD* (1) C 48-H 49 2,2
LP (2) O167 BD* (1) C 48-H 49 1,5
BD (1) C155-H156 | BD* (1) C 54-H 55 4,4
BD (2) C166-0167 | BD* (1) C 48-H 49 1,4
BD (1) C177-H178 | BD* (1) C111-H112 4,3
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 5 aceptor

LP (2) 060

BD* (1) C165-H177

1,3

oxazinona 5 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) O161

BD*(1) 0144-H145

7,6

BD (2) C164-C165

BD*(1) O 81-H82

2,0

Oxazinona 6

Donor

Aceptor

E(2)/Kcal/mol

oxazinona 6 donor y B-ciclodextrina aceptor

Oxazinona 7

LP (1) 0161 BD* (1) C139-H140 1,1
BD (2) C165-C166 | BD* (1) O 81-H82 3,1
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 7 aceptor

LP (1) 039

BD* (1) C165-H166

1,2

LP (1) 063

BD* (1) C154-H155

1,3

oxazinona 7 donor y B-ciclodextrina aceptor

BD (2) C154-C156

BD* (1) C91-H92

1,3
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Oxazinona 8

Donor

Aceptor

E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 8 aceptor

LP (1) 081 BD* (1) O170-H171 1,7
LP (2) 081 BD* (1) O170-H171 15,6
LP (1) 0145 | BD* (1) C152-H153 1,0

oxazinona 8 donor y B-ciclodextrina aceptor

Oxazinona 9

LP (1) O170 BD* (1) O60-H61 2,2

LP (2) O170 BD* (1) O60-H61 8,9

BD (2) C150-C152 | BD* (1) C13-H14 1,1
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

B-ciclodextrina donor y oxazinona 9 aceptor

Oxazinona 10

LP (2) 047 BD* (1) C152-H153 1,8

oxazinona 9 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) O161 BD* (1) C139-H140 2,7

BD (2) C150-C152 | BD* (1) C28-H29 1,6

BD (2) C166-C167 | BD* (1) C76-H77 1,1
Donor Aceptor E(2)/Kcal/mol

oxazinona 10 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) 0165 | BD* (1) C49-H50 2,0
LP (1) O168 | BD* (1) O47-H48 9,5
LP (2) 0168 | BD* (1) O47-H48 41
BD (2) C167-0168 | BD* (1) O47-H48 1,9
BD (2) C176-C178 | BD* (1) C7-H8 2,4
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PARTE IIl: ARILOXAZOLES

AN 3.1. Rendimientos Cuénticos de fluorescencia para los naftoxazoles 11-15, en
solventes representativos de una escala de polaridad (e=constante dieléctica).

OF
Naftoxazol | Hexano? | Benceno | CH3CN CHsOH

€=1,88 €=2,3 |e=41,1 e=33

0,98 1,00 0,89 0,78
1,00 1,00 0,75 0,58
1,03 1,00 0,80 0,80
0,037 0,035 0,022 0,019
0,445 0,098 0,017 0,014

GIRIGISIE
(60 ExN [CV) [\ |

AN 3.2. Gréficos del método de solubilidad de fases. Concentracién libre de
naftoxazol versus concentracion de (- y/o y-ciclodextrina, para complejos de
inclusién con estequiometria 1:1 a 298 K.

Naftoxazol 11-B Naftoxazol 12-B8 Naftoxazol 12-y

* e o 7

23 libre]imi

(BciclodextnalimM [p-ciclodextrinaymd [Bciclodextrina mM

Naftoxazol 13-B Naftoxazol 13-y Naftoxazol 13-B
: : p fj'_
3 ,p/ ‘ . ./) B
< ] : A/-; -
4 . ,/‘ . : .//{/- : .

[p-ciciodextrinalm [P-ciclodextrina}im

Naftoxazol 15-B
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AN 3.3. Espectros de emision de fluorescencia (If) versus longitud de onda (A, nm)
a distintas concentraciones de ciclodextrina, de 0 al0mM para los complejos de
inclusién entre los naftoxazoles 11 al 15 en B-ciclodextrina y y-ciclodextrina, segun

corresponda, a temperatura 298K.
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*La flecha indica el aumento de la intensidad de fluorescencia, para cada complejo de inclusién.
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AN 3.4. Constantes de Inclusion a distintas temperaturas, para las los complejos de

inclusion de naftoxazoles 11-15, con estequiometria 1:1.

Naftoxazol | T/K | K/M?! | Naftoxazol | T/K | K/IM? | Naftoxazol | T/K | KIM?
293 | 221 293 | 340 293 | 107
298 | 268 298 | 326 298 | 133
11- 303 | 279 12- 303 | 322 12-y 303 | 139
308 | 294 308 | 215 308 | 131
313 | 315 313 | 254 313 | 175
Naftoxazol | T/K | K/M?! | Naftoxazol | T/K | K/IM? | Naftoxazol | T/K | KIM?
293 | 499 293 | 1108 293 | 253
298 | 515 298 | 1006 298 | 329
13- 303 | - 13-y 303 | 2571 14-8 303 | 456
308 | 501 308 | 2635 308 | 118
313 | 176 313 | 1740 313 | 443
Naftoxazol | T/K | K/M?
293 | 422
298 | 640
15-B 303 | 656
308 | 661
313 | 695
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AN 3.5. Representacion de los modelos obtenidos por docking para los complejos
de inclusion entre B-ciclodextrina (azul) y las naftoxazoles 11-15 (amarillo). Para
destacar los heteroatomos se emplearon los colores blanco para el atomo de
hidrogeno, rojo para el atomo de oxigeno y azul para el atomo de nitrégeno.

Naftoxazol 12
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Naftoxazol 13

Naftoxazol 14

A33



Naftoxazol 15
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AN 3.6. RMSD durante 10 ns obtenidos a partir de los resultados de dinamica
molecular, para los complejos de inclusiébn formados por ariloxazoles y B-

ciclodextrina. Durante 10 ns.
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Naftoxazol 13

Naftoxazol 14
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4,0 |

3,5 4
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5,0 -

4,54

Naftoxazol 15

AN 3.7. RMSD promedio durante 10 ns obtenidos a partir de los resultados de
dindmica molecular, para los complejos de inclusion formados por naftoxazoles y B-

ciclodextrina.

Naftoxazol | RMSD promedio / A
11 2,2040,54
12 2,31+0,42
13 2,20+0,56
14 2,96+0,80
15 2,59+0,67
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AN 3.8. Resultados obtenidos para los estudios de descomposicién energética a
partir de trayectorias moleculares. Calculos realizados por el método de Mecanica
Molecular de Superficie Generalizada de Born a temperatura 298K. Las energia
estan en kcal/mol, donde VDW, corresponde al componente de las interacciones de
van der Waals, EEL, corresponde a las interacciones electrostaticas y AGtotal, es
la energia del proceso de formacion del complejo. EGB y ESURF, son las
contribuciones de energia libre de solvatacion calculadas por el método. AGgas y
AGsolv, corresponden a la energia de interaccion en fase gas y energia de
solvatacion respectivamente.

Naftoxazol | VDW EEL EGB | ESURF | AGgas | AGsolv | AGtotal
11 -24,9 -5,8 14,3 -2,2 -30,6 12,2 -18,4
12 -27,9 -8,6 18,8 -2,7 -36,5 16,1 -20,4
13 -28,7 -9,8 19,3 -2,9 -38,5 16,3 -22,2
14 -24,4 | -11,7 18,1 -2,7 -36,1 15,4 -20,7
15 -25,8 -5,5 14,0 -2,5 -31,2 11,5 -19,7

AN 3.9. Resultados obtenidos para los estudios de descomposicidn energética a
partir de trayectorias moleculares. Célculos realizados por el método de Mecanica
Molecular de Superficie Generalizada de Poisson-Boltzman a temperatura 298K.
Las energia estan en kcal/mol, donde VDW, corresponde al componente de las
interacciones de van der Waals, ELECT, corresponde a las interacciones
electrostaticas y AGtotal, es la energia del proceso de formacion del complejo. EPB
contribucion de energia libre de solvatacion calculadas, ENPOLAR y ENDISPER
contribucion apolar de energia libre de solvatacién calculada por el modelo. AGgas
y AGsolv corresponden a la energia de interaccion en fase gas y energia de
solvatacion respectivamente.

Naftoxazol | VDW | EEL | EPB | ENPOLAR | EDISPER | AGgas | AGsolv | AGtotal
11 -248 | -5,8 | 15,9 -14,6 27,6 -30,6 | 28,9 -1,7
12 -27,9 -8,6 21,7 -17,0 30,3 -36,5 | 34,9 -1,6
13 -28,7 -9,8 20,7 -18,2 31,4 -38,5 | 33,9 -4,6
14 -24.4 | -11,7 | 18,7 -16,8 27,7 -36,1 | 29,6 -6,5
15 -25,8 -5,5 154 -16,1 28,1 -31,2 | 274 -3,8
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AN 3.10. Resultados obtenidos a partir de los calculos de Natural Bond Orbital
(NBO). Se seleccionaron las interacciones con energia E(2)>1,00 kcal/mol.

Naftoxazol 11

Donor Aceptor E(2)/kcal/mol

B-ciclodextrina donor y naftoxazol 11 aceptor

LP (2) 063 BD* (1) C154-H155 1,4
BD (1) C49-H50 | BD* (1) C160-H161 2,1
BD (1) C133-H134 | BD* (1) C168-H169 2,9
naftoxazol 11 donor y B-ciclodextrina aceptor
LP (1) C152 BD* (1) O39-H40 7,4
LP (1) O165 BD* (1) C13-H14 2,2
BD (2) C154-C156 | BD* (1) O81-H82 2,2
BD (1) C160-H161 | BD* (1) C49-H50 1,9
BD (2) N164-C166 | BD* (1) C28-H29 1,5
BD (2) C167-C168 | BD* (1) C7-H8 3,4
BD (1) C168-H169 | BD* (1) C133-H134 2,5
BD (1) C176-H177 | BD* (1) C28-H29 1,3
Naftoxazol 12
Donor Aceptor E(2)/kcal/mol
B-ciclodextrina donor y naftoxazol 12 aceptor
LP (1) 063 BD* (1) C158-H159 1,1
LP (2) 063 BD* (1) C158-H159 1,1
LP (1) 0110 BD* (1) C168-H170 1,7
LP (2) 0110 BD* (1) C168-H170 5,0
LP (1) 0126 BD* (1) C148-H149 4,5
LP (2) 0126 BD* (1) C148-H149 1,3
LP (1) O144 BD* (1) C150-H151 2,4
LP (2) O144 BD* (1) C150-H151 8,7
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BD (1) C76-H77

BD* (1) C158-H159

3,0

naftoxazol 12 donor y B-ciclodextrina aceptor

Naftoxazol 13

LP (1) N164 BD* (1) C49-H50 1,9
LP (1) N164 BD* (1) C70-H71 2,0
LP (1) 0165 BD* (1) C112-H113 2,4
LP (1) N176 BD* (1) O51-H52 4,3
LP (1) N176 BD* (1) C70-H71 1,2
BD (1) C148-H149 | BD* (1) C139-H140 1,7
BD (1) C148-H149 RY (1) 0126 1,9
BD (2) C148-C150 | BD* (1) C118-H119 1,9
BD (2) C152-C153 | BD* (1) 0102-H103 1,9
BD (2) C156-C162 | BD* (1) O 39-H40 1,1
BD (1) C158-H159 | BD* (1) C76-H77 5,3
BD (1) C158-H159 RY (1) H77 1,3
BD (2) N164-C166 | BD* (1) C49-H50 1,2
Donor Aceptor E(2)/kcal/mol

B-ciclodextrina donor y naftoxazol 13 aceptor

LP (2) O16 BD* (1) C164-H166 2,0

LP (1) 0129 BD* (1) C170-H172 3,4
LP (2) 0129 BD* (1) C148-H149 5,0
LP (2) 0142 BD* (1) C164-H166 1,3
BD (1) C68-H69 | BD* (1) C157-H160 4,1
BD (1) C74-H75 | BD* (1) C158-H162 4,0
BD (1) C137-H138 | BD* (1) C156-H167 3,3
BD (1) O142-H143 | BD* ( 1) C164-H166 2,1

naftoxazol 13 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) N151

BD* (1) C131-H132

2,0
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Naftoxazol 15

LP (1) C155 BD* (1) C95-H96 1,2
BD (1) C156-H167 | BD* (1) C137-H138 4,5
BD (1) C156-H167 RY (1) H138 1,1
BD (2) C157-C159 | BD* (1) C89-H90 1,7
BD (1) C157-H160 | BD* (1) C68-H69 3,7
BD (1) C158-H162 | BD* (1) C74-H75 5,9
BD (1) C158-H162 RY (1) H75 1,2
BD (1) C163-H165 | BD* (1) O37-H38 1,2
BD (1) C164-H166 | BD* (1) 0142-H143 1,2

Donor Aceptor E(2)/kcal/mol

B-ciclodextrina donor y naftoxazol 15 aceptor

LP (1) 063 BD* (1) C150-H151 2,0

LP (2) 063 BD* (1) C150-H151 1,1

LP (2) 0131 | BD* (1) C169-H170 1,3
BD (1) C70-H71 | BD* (1) C148-H149 1,5
BD (1) O131-H132 | BD* (1) C169-H170 2,1
BD (1) O131-H132 RY (1) H170 1,4
BD (1) C139-H140 | BD* (1) C158-H159 1,3
BD (1) O144-H145 | BD* (1) C160-H161 3,5

naftoxazol 15 donor y B-ciclodextrina aceptor

LP (1) N164 | BD* (1) C112-H113 3,7
LP (1) O165 BD* (1) C91-H92 1,3
LP (2) 0165 BD* (1) C91-H92 1,7
LP (1) 0177 | BD* (1) O114-H115 1,9
LP (2) 0177 | BD* (1) O114-H115 1,1
BD (1) C148-H149 | BD* (1) C70-H71 1,6
BD (2) C148-C150 | BD* (1) C76-H77 1,8
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BD (1) C150-H151

BD* (1) C76-H77

2,1

BD (1) C150-H151

RY (1) 063

1,3

BD (1) C156-H157

BD* (1) O39-H40

1,4

BD (2) C156-C162

BD* (1) O39-H40

4,1

BD (1) C158-H159

BD* (1) C139-H140

2,9

BD (2) C158-C160

BD* (1) C13-H14

1,5

BD (1) C160-H161

BD* (1) O144-H145

3,6

BD (1) C162-H163

BD* (1) 039-H40

2,1

BD (2) N164-C166

BD* (1) C112-H113

1,7

BD (1) C169-H170

BD* (1) 0131-H132

1,8
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AN 3.11. Tiempos de vida, ¢? y constante de desactivacion del oxigeno excitado a
distintas concentraciones de naftoxazol 15, incluido en 10 mM de B-ciclodextrina, en
agua (buffer pH 5).

[Naftoxazol 15])/ 10 M t/ns ¥ ka/107st
0 56,8 1,05 1,76
1,15 39,5 0,96 3,17
1,53 35,2 1,01 3,34

Del grafico Stern-Volmer kq=1,07+1,54-101* M-1s'! (agua)

AN 3.12. Decaimiento de las luminiscencia del oxigeno singulete (O2(:Ag)) en agua
deuterada, en ausencia y a distintas concentraciones del naftoxazol 15.
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