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RESUMEN

El hierro estd ampliamente distribuido en la naturaleza y es uno de los maés
importantes elementos en sistemas biologicos. Este juega un rol en muchos procesos
bioquimicos a nivel celular tales como la formacion de la hemoglobina en eritrocitos

v en el depdsito y transporte de oxigeno a los tejidos. También es indispensable para
muchos organismos y tanto su deficiencia como su acumulacién excesiva pueden
inducir varios desérdenes como anemia, cancer de higado y rifiones, cirrosis, artritis,
diabetes, falla cardiaca, enfermedad de Parkinson y ataxia de Friedreich entre otras,

En décadas recientes una serie de compuestos llamados quimiosensores o sondas
fluorescentes se han desarrollado y usado en diferentes campos: biolégico, quimico,
ecologico, industrial. Sin embargo, en el campo quimico-biologico es donde han
despertado mayor interés por su aplicacion para estudiar procesos fisiol6gicos y
anomalias bioquimicas.

En esta tesis se desarrollé6 la sintesis de tres series de compuestos: cumarinas
modificadas con TRIS (2-amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol), derivados de bases
de Schiff ((3E)-3-(bencilidenamino)-2H-cromen-2-onas) y las que denominamos
chalcocumarinas  ((3-((E)-3-fenilacriloil)-2H-cromen-2-onas). Las propiedades
fotofisicas y, en los casos relevantes, de afinidad por cationes de interés biol6égico fueron
cvaluadas para estos compuestos. Aquellos que presentaban afinidad selectiva por
hierro fueron evaluados utilizando lineas celulares de neuroblastoma humano SH-SYS5Y.
De las tres series ensayadas solamente los compuestos Q51, Q52 y Q53 mostraron
selectividad por Fe? y Fe™. Al ensayar los compuestos en lineas celulares de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, observamos que los tres compuestos pueden
atravesar la membrana celular y a su vez depositarse en el citoplasma y con ello
acumularse en organelos como la mitocondria. El compuesto BS-7 mostré una alta
afinidad por Cu'?, capacidad de permear la membrana celular y quelar el metal,
resultando un aumento en la intensidad de fluorescencia. Finalmente el compuesto Ch-

C1 no present6 afinidad por metales. Sin embargo, al realizarse ensayos utilizando
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tioles endégenos, mostro capacidad de modificar su sefial fluorescente tanto in vifro

como iz vivo.
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ABSTRACT

Iron is widely distributed in nature and is one of the most important elements in
biological systems. It plays a crucial role in many biochemical processes at the cellular
level such as the formation of hemoglobin in red blood cells and the storage and
transport of oxygen to tissues. It is also essential for many organisms and both its
deficiency and its excessive accumulation can induce various disorders such as anemia,
liver damage, kidney and liver cancer, cirrhosis, arthritis, diabetes, heart failure,
Parkinson's disease and Friedreich's ataxia.

In recent decades a series of compounds called chemosensors or fluorescent probes have
been developed and used in different fields: biological, chemical, environmental,
industrial. However, it is in the chemical-biological field where they have atiracted most
attention due to their applications for the study of physiological processes and
biochemical abnormalities.

In this thesis the synthesis of three series of compounds was developed: coumarins
modified with TRIS {(2-amino-2-(hydroxymethyl) propane-1,3-diol}), Schiff base
derivatives  ((E)-3-(benzylideneamino)-2 H-chromen-2-ones) and what we call
chalcocoumarins {((3 - ((£)-3- phenylacryloil)-2 H-chromen-2-ones). The photophysical
properties and, in some relevant cases, the affinity for cations of biological interest were
evaluated for these compounds. In those cases where a selective affinity for iron was
observed, a subsequent evaluation using human neuroblastoma cell lines SH-SY5Y was
carried out. Of the three series of compounds tested only Q51, Q52 and Q53 showed
selectivity for Fe™ and Fe™. After testing these compounds in human neuroblastoma
cell line SH-SY5Y, we observed that all three compounds can cross the cell membrane
and once inside the cytoplasm they accumulate in organelles such as mitochondria,
Other assays performed with compound BS-7 showed that it has high affinity for Cu 2
and that it also can permeate cell membranes and chelate the metal, resulting in an
increase in fluorescent intensity. Finall, compound Ch-C1 showed no affinity for
metals. However, when tested using endogenous thiols it showed the ability to modity

their fluorescent signal both ir vitro and in vivo.
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1. INTRODUCCION




El hierro es el metal de tramsicion més abundante e importante en los sistemas
biolégicos, se encuentra constituyendo estructuras de numerosas enzimas y proteinas
[1], en consecuencia este metal debido a su ficil quimica redox y su alta afinidad por
oxigeno se encuentra involucrado en reacciones de transferencia de electrones y
transporte de oxigeno. En contraste el hierro unido a proteinas y el hierro intracelular
reactivo o labil (Labile Iron Pool) tiene un alto potencial téxico. Ya que al participar
en reacciones de intercambio electronico entre las especias Fe'? y Fe™, puede
catalizar la formacién de derivados oxigenados conocidos como radicales libres, en
especial el radical superdxido en la reaccion de Fe™* con O, y el radical hidroxilo
mediante la reaccién de Fe™ con H0, (reaccién de Fenton) [2, 3]. Estas especies
radicales altamente reactivas son capaces de interactuar con un gran numero de
moléculas biolégicas entre las que se encuentran aziicares, lipidos, proteinas y dcidos
nucleicos generando asi una serie de dafios como peroxidacion lipidica, oxidacién de
proteinas e hidroxilacién de bases nitrogenadas en los dcidos nucleicos, aportando al
desarrollo de patologias como hepatitis, hemocromatosis, cirrosis, cancer y

enfermedades neurodegencrativas [4-6].

Un gran numero de métodos analiticos se encuentran disponible para la deteccion
iones, entre estos se encuentran: fotometirfa de llama, espectrometria de absorcién
atémica, electrodos sensibles a iones entre otros. Estos métodos son muy caros,
requieren muestra de gran tamafio y no permiten monitoreo continuo. En contraste
los métodos basados en sensores fluorescentes se han venido utilizando durante las
ultimas décadas, generando un gran interés en el desarrollo de sondas fluorescentes
para su utilizaciéon con varios blancos [7, 8], los cuales han sido utilizados en
diferentes campos: bioldgico, quimico, ecoldgico e industrial. Sin embargo en el
campo quimico-biolégico es donde han despertado mayor interés por su aplicacion
para estudiar procesos fisioldgicos y determinar una serie de procesos bioquimicos [9-

12], permitiendo tener una mayor sensibilidad, selectividad, tiempo de respuesta,

observacion local entre otros.



Los sensores fluorescentes para hierro se clasifican en dos grupos: los denominados
“turn on” y los “turn off’. Los “turn on” se caracterizan por aumentar su
fluorescencia en el momento de quelar el metal, son muy pocos los integrantes de este
grupo y presentan como fluoréforo cumarinas, rodamina B y BODIPY (boron-
dipirrometano) [13]. Las “turn off” disponibles comercialmente se caracterizan por
presentar un apagamiento al momento de quelar el Fe™ o Fe™, estas sondas se han
desarrollado a particr del fluoréforo fluoresceina por modificaciones quimicas
obteniéndose compuestos como la calceina y la phen greeﬁ SK. Los estudios
realizados con calceina en presencia de Fe™ y Fe* han mostrado que ambos iones
pueden apagar la fluorescencia del compuesto en un 46 % y 6 % respectivamente,
pero esta sonda no es selectiva a hierro porque también presenta una alta respuesta
“turn off” frente a otros metales como Cu'?, Ni*? y Co™. Phen green SK presenta una
respuesta de apagamiento muy fuerte (Fe"I”2 93 %y Fe' 51 %), pero la bateria de
jones apagadores es mas amplia (Cu'?, Cu’, Hg™?, Cd™, Pb™ y Ni*®). Existe otros
quimiosensores con el mismo comportamiento pero estos han sido poco utilizados,
entre estos tenemos derivados del siderdforo de azotobactina ¢ y desferrioxamina,

como también el uso de derivados de hidroxipiridinona-cumarinas, entre otros [13].

La selectividad es un problema latente en ¢l desarrollo de nuevos quimiosensores, por
lo que uno de nuestros desafios en este trabajo fue el disefio y la sintesis de sondas
fluorescentes asociadas a hierro, basdndonos en el uso de nicleos quimicos conocidos
para utilizarlo como fluoréforos y ligandos que presente una alta afinidad y
selectividad por Fe™ y Fe™, utilizando la estrategia de sensores conjugados. Ademas
estos compuestos deben mostrar capacidad de permear la membrana celular, detectar
y quelar el i6n a bajas concentraciones tanto in vitro como in vivo, ademas de ser

reversibles para poder utilizarlas como herramienta molecular,



2. ANTECEDENTES




El hierro estd ampliamente distribuido en la naturaleza y es uno de los mas
importantes elementos en sistemas bioldgicos, ya que juega un rol crucial en muchos
procesos bioquimicos a nivel celular. Este es un‘elemento esencial en la formacién de
la hemoglobina en eritrocitos y la mioglobina en las células musculares y es muy
importante en el dep6sito y transporte de oxigeno a los tejidos, participando a traves
de los diversos citocromos en la cadena de transporte de electrones y en el
catabolismo de sustancias enddgenas y xenobioticas [14]. Tanto su deficiencia como
su acumulacion excesiva en humanos pueden inducir varios desérdenes como la
anemia y dafio en el higado y rifiones {(como consecuencia de la hemocromatosis) que
puede finalmente causar céncer de higado, cirrosis, artritis, diabetes y falla cardiaca
[15]. Recientes estudios muestran que niveles elevados de hierro se encuentran
ligados a neurodegeneracion como la que subyace la enfermedad de Parkinson [16],
como también en la ataxia de Friedreich [17] y desempefia un rol clave en algunas

enfermedades infecciosas como la malaria [18].

La mitocondria juega un papel protagénico en el procesamiento del hierro celular,
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, principalmente en la sintesis de
hemo y clusters FeS [19, 20]. El metal es adquirido por la célula mediante una
endocitosis mediada por receptores (Figura 1). La transferrina extracelular une dos
atomos de hierro trivalente y a dos moléculas de bicarbonato que al unirse a un
receptor de transferrina se produce la endocitosis, y dentro del endosoma los valores
de pH decrecen gracias a una bomba de protones dependiente de ATP, destacandose
un decaimiento de la afinidad de la transferrina por Fe™. Los dos atomos de hierro de
‘la molécula de transferrina son finalmente transportados, probablemente por
transportadores de metales divalentes, a través de la membrana endosomal al citosol

[21].

El hierro liberado desde el endosoma es generalmente pasado a la reserva de hierro

1abil (LIP, Labile Iron Pool} formada por complejos usualmente inestables de Fe con

moléculas de bajo peso molecular [22].
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Fig. 1. Metabolismo del hierro en la célula (figura tomada de Perez, G. ef al [23])

Por otra parte también hay que tener en cuenta que el metal unido en depdsitos de
hierro o a proteinas funcionales puede presentar una citotoxicidad sustancial. Esta
citotoxicidad se debe al hecho que el i6n metélico cataliza la formacion de radicales

hidroxilo (-OH) a partir de perdxido de hidrégeno (H20,} (Ec. 1) [24]:

Fe*? + HyO— Fe" + OH + -OH (reaccién de Fenton) (Ec. 1)

Cuando el H>0, reacciona lentamente con moléculas bioldgicas, el radical hidroxilo y

especies de oxigeno y hierro tales como especies de ferrilo (Fe™), son generadas en

reacciones dependientes de Fe, H;O; o de moléculas oxigeno-dependientes en

proporcién a las concentraciones de Fe™2, H,O, y O, (Ec. 2 vy 3) [25].




L0, + Fe*-E————»H,0 + O=Fe"*-E (Ec. 2)

H,0, + O=Fe"-E »H,0 +Fe>E+0,  (Ec.3)

Estas especies reaccionan practicamente con todas las clases de moléculas bioldgicas
con velocidad controlada por la difusién. Las especies reactivas de oxigeno provocan
lesiones moleculares dependientes de Fe tales como la peroxidacion lipidica,
oxidacion de proteinas, rompimiento de las cadenas de ADN, modificacion de bases y
apoptosis, que son considerados factores patogénicos cruciales para numerosas
enfermedades. En afios recientes se han acumulado pruebas que indican la existencia
de alteraciones intracelulares por los depositos de hierro en transito, los cuales pueden

contribuir a una variedad de lesiones {16-18].
2.1. Conceptos de fluorescencia.

La fluorescencia es un tipo de emision radiativa que presentan compuestos con
caracteristicas especiales. La luz de ciertas longitudes de onda puede ser selectivamente
absorbida por una sustancia de acuerdo a su estructura molecular, la absorcion de
energia ocurre cuando un fotdn incidente promueve la transicion de un electrén de un
estado de menor a mayor energia. Las moléculas con electrones en compuestos
aromaticos usualmente absorben radiacion en el UV (190—400 nm) o en la zona de la luz
visible (400-750 nm). Posteriormente los electrones excitados pierden esta energia
absorbida. Esta desactivacién puede ocurrir por distintos mecanismos: relajacion
vibracional, conversion interna, conversion externa, cruce entre sistemas, fosforescencia

y fluorescencia (Figura 2).



L
_ X ¢
=" i ¥ ISC =
%i‘hh ‘. S —I’VM“’PS‘ IS
= 1 T, SB=
=
—
—%— [ ABSORCION |[FLUORESCENCIA || FOSFORESCENCIA
e
.

v
3 g v 3

o, —tH L 44T EFAM Ey

Fig. 2. Diagrama de Jablonski (figura tomada de Valeur, B. [26]).

El tiempo de vida de la fluorescencia y la eficiencia cudntica son probablemente las
caracteristicas mas importantes de los fluoréforos. Para moléculas altamente
fluorescentes, como rodamina B y fluoresceina, el rendimiento cuantico alcanza la
unidad. Sin embargo, la emision siempre serd de menor energia en promedio que la
energia absorbida, debido a la relajacion vibracional. El cambio en la energia de la
molécula excitada causa un cambio en el espectro de fluorescencia hacia longitudes de
onda mayores respecto al espectro de absorcion. Este fenomeno observado por G. G.
Stokes en 1852 y es denominado desplazamiento de Stokes. Existen gran numero de
técnicas espectroscopicas o microscopicas basadas en el tiempo de vida, la anisotropia.
la transferencia de energia o la intensidad de emision de sondas fluorescentes. Estas
técnicas son muy sensibles, permiten incluso la deteccion de moléculas aisladas, y
pueden ser miniaturizadas o automatizadas. La integracion de sondas moleculares
fluorescentes en dispositivos da lugar a los sensores quimicos que suelen ser
denominados quimiosensores [27] y se definen como compuestos de origen abidtico que
complejan analitos de forma reversible dando como resultado un cambio en la sefial de

fluorescencia y constituyen las unidades activas de un sensor.




2.2. Diseiio de quimiosensores

El primer paso en el disefio de un receptor molecular es definir el sustrato para el cual se
va a utilizar. En el caso de que sea un metal caliénico, hay que tener en cuenta su
tamafio, densidad de carga y dureza. En cambio, en la complejacion de aniones es
necesario tener en cuenta mas factores debido a que su geometria en muchos de los
casos no es esférica, Asi, influyen factores como la forma, la carga y la presencia de
atomos de hidrégeno que puedan formar enlaces por puentes de hidrégeno. En el caso
de cationes y aniones organicos, se requieren receptores con regiones hidrofilas e
hidrofobas, mientras que en el caso de moléculas neutras deben carecer de determinados
grupos, como grupos polares, que puedan interaccionar fuertemente con otros sustratos

que no sean el analito.

El siguiente paso es el disefio de los puntos de unidén del receptor, los cuales deben
complementarse con los del sustrato. Todos ellos se agrupan en una estructura organica
de tamafio adecuado al sustrato y su distribucién debe ser tal que estén unos puntos lo
suficientemente alejados de otros para minimizar repulsiones, pero a la vez deben estar
lo suficientemente juntos para interaccionar simultidneamente con el sustrato. Los
complejos mas estables se obtienen cuando el receptor posee una estructura
preorganizada para recibir al sustrato, en este caso la unién es irreversible. Este tipo de
complejacion es ideal, por ejemplo, en la eliminacién de sustancias toxicas de aguas
contaminadas. Cuando la unién sustrato-receptor es menos firme, sus aplicaciones son

importantes en el campo del transporte de moléculas o como sensores quimicos [28].
2.3. Métodos espectroscopicos de fluorescencia.
En las ultimas décadas se ha venido desarrollando numerosos métodos para

caracterizacion de los LIP (Labile Iron Pools), definidos como hierro “quelable”. Las

técnicas existentes se pueden dividir en dos grandes grupos: los llamados métodos

disruptivos y los no disruptivos. Los primeros se basan en el tratamiento del material




biologico y requieren homogenizacion o lisis del material bioldgico, anterior a la
medicion del analito en estudio, en este caso del hierro. Para la cuantificacion existen
técnicas entre las cuales estan: HPLC para determinar complejos quelante: hierro,
deteccion espectrofotométrica después de adicionar un quelante de hierro, resonancia de

espin electronico (ESR) y espectroscopia de absorcion atémica (AAS).

Los métodos no disruptivos se pueden subdividir en dos grupos de acuerdo a su
aplicabilidad: aquéllos en los que su material biologico es inviable y aquéllos donde el
material biologico es viable. Los primeros utilizan el método de ESR con la desventaja
metodologica que éstos solamente pueden detectar iones con electrones desapareados
(ejemplo Cu’ y Fe'). Los métodos que utilizan material biologico viable son los que
utilizan isotopos radioactivos y los que se basan en espectroscopia de fluorescencia.
Estos ultimos presentan ventajas muy notorias en comparacion con otros métodos, son
menos invasivos y pueden ser utilizados para mediciones en células vivas, reduciendo
las influencias exogenas causadas por el tratamiento previo de la muestra. Este tipo de
metodologia tiene una alta sensibilidad, detectando concentraciones de hierro
submicromolares. ~ Su alta sensibilidad combinada con técnicas microscopicas
constituyen una gran herramienta que permite determinar hierro quelable en pequerias
muestras tales como células individuales, donde se puede resolver estructuras

subcelulares.

En un primer enfoque se ha explorado la construccion de sensores que tenian como
caracteristica la presencia en el fluor6foro de d&tomos donores de electrones, lo que les
permitia unirse al sustrato [25]. Estos sistemas son llamados quimiosensores intrinsecos
y la interaccion entre el sustrato y el fluoréforo conduce directamente a la modificacion

de sus propiedades de fluorescencia (Figura 3).

o '@

Fig. 3. Funcionamiento de un quimiosensor intrinseco (figura tomada de Mancini F, et al. [29]).
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Estos quimiosensores son faciles de disefiar, pero son intrinsecamente muy rigidos,
debido a que su disefio exige que rodeen el sustrato, ejemplo de éstos tenemos los éteres
corona. Ninguna modificacion es posible en el sitio de union, en orden a modular la
selectividad o la afinidad por el sustrato, dado que podria resultar un cambio en las
propiedades de emision de la molécula. Por esta razon, el desarrollo y la optimizacion
de este tipo de sensores no es una tarea facil desde el punto de vista sintético [29]. Una
segunda estrategia que se ha explotado ampliamente estd basada en la construccion de
sensores en que el ligando esta electronicamente aislado del sistema m del fluor6foro,
aunque las dos subunidades son mantenidas cerca por uniones covalentes (Figura 4).
Esta clase de sensores son llamados quimiosensores conjugados. Las dos subunidades

pueden ser disefiadas y optimizadas por separado para conectarlas ulteriormente [30].

oo 2 &9

Fig. 4. Funcionamiento de un quimiosensor conjugado (figura tomada de Mancini F, ef al. [29]).

La mayoria de las moléculas indicadoras de fluorescencia para la deteccion de hierro
quelable en sistemas biologicos consisten en un fluoroforo unido a un ligando, por lo
que pertenecen a la categoria de quimiosensores conjugados [25]. Los quimiosensores
pueden ser clasificados en cuatro grupos (Figura 5). Entre ellos tenemos: queladores y

podandos, coronandos, criptandos y calixarenos [31].
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QUELADORES Y PODANDOS
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Fig. 5. Clase de quimiosensores conjugados (figura tomada de Valeur B. er al. [31]).

Entre los compuestos fluorescentes mas utilizados con fines bioldgicos tenemos la

fluoresceina-desferrioxamina  (FLDFO, 1), la  7-nitrobenzo-2-oxa-1.3-diazol-
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desferrioxamina (NBD-DFO, 2), el acetoximetiléster de calceina (-AM. 3), Phen Green
SK (4) [21, 30], rodamina B-[(1,10-fenantrolin-5-il)aminocarbonil |bencil éster (RPA, 5)

[32], calceina (6) [33]. y fluoresceina-acido dietilentriamina-pentaacético (7) [33].
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Las muestras biologicas normalmente consisten en células cultivadas que se incuban con
una forma lipofilica del indicador fluorescente. Cuando existe tal forma, generalmente
un éster, una vez dentro de la célula, enzimas hidrolizan el enlace éster del fluoroforo
generando grupos polares o cargados negativamente que hacen menos permeable el
indicador molecular a través de la membrana y éste, como consecuencia, se acumula
intracelularmente. Este grupo de indicadores de fluorescencia para la deteccion de
hierro quelable intracelular (Calceina-AM; Phen Green SK, PG SK diacetato; Phen
Green FL, PG FL diacetato) pueden ser diferenciados de los que no se hidrolizan. Puede
esperarse que estos ultimos, por su alta lipofilia como también su movilidad en ambas
direcciones, puedan difundir hacia el exterior de la célula con una facilidad similar (FL-
DFO, NBD-DFO). La concentracion intracelular y distribucion de un indicador
dependen de factores diferentes entre los cuales se encuentran la concentracion del

indicador en ambos lados de la membrana, el tiempo y la temperatura, la actividad de
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esterasas celulares, la relacion volumen-superficie celular y la densidad del cultivo

celular [34].

Otros compuestos que actiian como queladores bidentados son los derivados de ligandos
como hidroxipiridinonas e hidroxipiranonas, los cuales son altamente selectivos para
Fe™. Estas estructuras, asociadas a fluoréforos derivados de cumarinas son una
herramienta muy 1til para estudios para la deteccion de dicho ion. Uno de los primeros
trabajos donde se muestran sondas que presentan derivados de hidroxipiridinonas e
hidroxipiranonas conjugadas a cumarinas fue publicado por Luo W. et al. [35]. Estos
autores efectuaron la sintesis de N-[2-(3-hidroxi-2-metil-4-oxopiridin-1(4 H)-il)etil]-2-(7-
metoxi-2-ox0-2H-cromen-4-il) acetamida (CP600) (8) y N-[(3-hidroxi-6-metil-4-0xo-
4 H-piran)2-il)metil]-2-(7-metoxi-2-oxo-2 H-cromen-4-il)acetamida (CP610) ),
Posteriormente Ma Y. ef al. [36], realizaron la sintesis de 22 moléculas (10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30), incluidas las
sintetizadas en el trabajo anterior, para obtener una bateria de compuestos para
cuantificar los LIP intracelulares. En este trabajo se mostré que la quelacion de Fe®
causa un apagamiento de la fluorescencia y la relacion entre la concentracion del metal y
la del compuesto presenta una estequiometria 1:3 y tales moléculas se ensayaron en
lineas celulares de eritrocitos humanos. Otro trabajo mostré la sintesis del compuesto 7-
dietilamino-N-[(5-hidroxi-6-metil-4-ox0-1,4-dihidropiridin-3-il)metil }-N-metil-2-oxo-

2 H-cromen-3-carboxamida (CP655) (31) [37], herramienta utilizada para estudios con
linfocitos humanos. También se ha reportado por Ma Y. et al. [38] una serie de
compuestos que presentan un ligando derivado de 3-hidroxipiridin-4-ona, entre los que
se cuentan CP603 (32), CP623 (33) y CP645 (34). Este ligando muestran una alta
solubilidad en medio acuoso, sin embargo los autores no presentan estudios en lineas
células. Los compuestos CP600 (8) y CP610 (9) presentan emision a 380 nm que es
apagada por Fe*, comparando la capacidad de apagamiento de las dos sondas y el
ligando hexadentado calceina bajo condiciones in vitro, demostrando mayor sensibilidad
y selectividad por Fe™. Ambos compuesto presentan una estequiometria 1:3. Este

trabajo no muestra ensayos bioldgicos, lo que limita el uso de las sondas descritas. Sin
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embargo, estas sondas poseen un peso molecular bajo y se predice que deben ingresar a
la célula por difusion pasiva, teniendo la potencialidad de determinar en organelas
niveles de hierro labil [36]. El compuesto CP655 (31) se ha probado en modelos
celulares siendo una herramienta para estudios de LIP en el citoplasma celular. Este
compuesto presentd un apagamiento al adicionarle concentraciones de Fe'?. Sin
embargo, su uso se ha limitado debido a que otros compuestos son mas versatiles al
poder resolver diferentes organelas. Los compuestos 31, 32, 33 y 34 se probaron en
lineas de hepatocitos humanos mostrando que se depositaban intracelularmente y que a
su vez podian quelar hierro, mostrandose esto por un apagamiento de la intensidad de la

fluorescencia.

16




0 = 0 OH
N/\/N = OH N P~ 0]
H B &
x AN =
MeO 0~ o MeO 0”0
8 9
0 OH 0 2
'l'jll P 0] H/‘\/,N - OH
MeO 0”0 H 0" 0
10 11
0 OH
Y e X"
H
N 0" o MeO 0" Yo

17




—_———— . ————,—————

16 18
0 0
N © N O
H ' | o H | |
e oH Me = OH
0 0
MeQO (@] b, MeO (0) 0
19 20

21 22
O
Q OH
0 |
N
Ho |l |~|1
~y HO NH
MeO (@] @] o S
MeO (0] (@]
23
24

18



e ———RSSSR

N ] 0
MeO N HO x " 0
G Ho |l
MeO 0" Y0 MeO 0" Y0 Ho
0
25 26
Q l
N L @] |
Ho |l !
X HO = N
5 H || |
MeO 0" 0o MeO 0”0 HO
o)
27
o)
M . pe
/)u 0”0 Ho /\N
29 30

31 32
0
'59d g
SN o Yo ~N o Yo N~ on
| M
33 34

19




Otro grupo de compuestos derivados de hidroxipiridinonas como ligandos y fluoresceina
como fluoréforo son los compuestos 35 (CP800) [38]. 36, 37 y 38 [39]. El primero (35)
de este grupo fue probado en hepatocitos de ratas mostrando una distribucion uniforme
en el citoplasma. Sin embargo se mostraba de igual manera una distribucion a nivel
nuclear, y acumulacion en el sistema endosomal/lisosomal. Segun Fakih S. er al [39] se
probaron en macréfagos de raton mostrando que eran capaces de acumularse y detectar

hierro en el compartimento endosomal/lisosomal.

37 38
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Queladores pequeiios (39) a base de hidroxipiridinonas [40] pueden ser utilizados en
estudios de exploracion de hierro quelable. Estos compuestos fueron probados en la
deteccion de hierro en eritrocitos humanos, donde al quelar el metal presentan un

apagamiento de su fluorescencia.

39

Un compuesto basado en dos ligandos del tipo aza-18-corona-6 y una cumarina utilizada
como fluoroforo (40) fue descrito por Hua, J. ef al [41]. Los autores muestran que esta
molécula se puede unir a dos atomos de Fe”, aumentando asi su intensidad de

fluorescencia. Asimismo se determind que puede utilizarse en condiciones fisiologicas.
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Recientemente se han sintetizado compuestos como la 2-hidroxibencildansilcadaverina
(DNSCH) (41) disefiada como sensor fluorescente para Fe™, la cual exhibe un
significativo apagamiento de la fluorescencia al incrementarse la concentracion del ion.

Este compuesto fue probado como un quimiosensor intracelular de Fe'? [42].
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Se ha sintetizado y caracterizado un nuevo polivinilcarbazol que fluoresce en la region
verde del espectro electromagnético, conteniendo en la cadena sitios 4-N,N-
dimetilaminoetilamino-1,8-naftalimida (42). La habilidad de este polimero de unirse al
cation metalico es monitoreada por espectroscopia de emision fluorescente y muestra
que la intensidad de la fluorescencia es muy sensible al cation Fe'? [43]. La utilizacion
de derivados de 1.8-naftalimida como sensores fluorescentes es determinada por la
buena transferencia fotoinducida de electrones (PET) “off-on switching”™ que exhiben en

soluciones proticas [44].
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También se ha desarrollado la sintesis de compuestos selectivos para Fe™ basados en
rodamina. Uno de los primeros trabajos se ha empleando como ligando un hidroxamato
que responde tanto fluorescente como colorimétricamente a Fe'® a concentraciones

micromolares. Un O-metilhidroxamato derivado de rodamina B (43) se prepara en dos
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pasos a partir del colorante. Los quimiosensores fluorescentes para Fe'” son todavia
raros y los sensores conocidos para este i6n estdn basados en el mecanismo de

apagamiento de fluorescencia debido a la naturaleza paramagnética del i6n férrico [45].

M. Zhang y colaboradores han desarrollado un nuevo compuesto denominado FD1 (44).
Este ha demostrado ser un sensor ttil para resaltar imagenes de muestras bioldgicas
donde exista la presencia de Fe™. Su estructura es la de una espirolactama la cual no es
fluorescente. Sin embargo, cuando el anillo espiranico se abre formando una amida y
generando el esqueleto de la rodamina B, esta sonda exhibe una alta selectividad y
sensibilidad para Fe™ en comparacion con otros iones. Ademds, se concluyé a través de
experimentos realizados utilizando microscopia de fluorescencia que dicha sonda pude

ser usada en células [46].

J

44

Otros autores han sintetizado una sonda que exhibe una alta selectividad para Fe™

basandose en el mismo principio. La selectividad de esta sonda también se debe a la
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apertura del anillo espirdnico, lo que permite quelar el Fe™ con los dtomos de oxigeno
del grupo amido de la sonda (45). La emision fluorescente de dicha sonda se produce en
el intervalo entre 500 — 650 nm. Una de sus limitaciones es su afinidad moderada por el
i6n en medio acuoso, lo que entorpeceria su utilizacion en aplicaciones bioquimicas. Sin

embargo, su selectividad es excelente y la deteccion de Fe™ se da a niveles de 107 M

[47].

Otros quimiosensores para Fe™ basados en analogos de rodamina han sido disefiados, y
se ha estudiado su sensibilidad como ligandos de iones metalicos. Los ensayos de
selectividad se desarrollaron en soluciones acuosas y a pH fisiologico, incluyendo otros
iones y demostrando que éstos no originan cambios en el espectro. Al igual que la sonda
anterior, la amplificacion de la fluorescencia esta basada en la apertura del anillo
espiranico. Sin embargo, a diferencia de la anterior esta Gltima sonda trabaja en forma

individual (46) [48].
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Recientemente se ha publicado la sintesis de un quimiosensor dual (47) con la capacidad
de quelar Fe™ y Cu™®. Este compuesto en presencia de Fe™ forma una especie altamente
fluorescente, mientras que el Cu™ se detecta colorimétricamente por cambio de su

espectro de absorcion [49].

47
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El grupo (48,5S5)-2-(2-hidroxifenil)-5-metil-4,5-dihidro-1.,3-oxazol-4-ilcarbonilo (HPO)
(48) ha sido identificado en varios sideroforos bacterianos como un componente de
ligandos, en conjunto con el catecol. En un trabajo [50] se describe una nueva clase de
ligandos biomiméticos de Fe'® basados en HPO. En este reporte se describen tres
analogos simétricos para formar una especie de tripode, cuyas colas de fenol-oxazolina

difieren en longitud.

A= s

En la busqueda de ligandos para determinar selectivamente iones de hierro se han
desarrollado compuestos derivados de macrociclos relacionados con éteres corona.
Ejemplos de esto tenemos en los reportados por Bricks y colaboradores, quienes
sintetizaron derivados de 1-oxa-4,10-ditia-7-azaciclododecano unidos a un fluoréforo a
través de un grupo fenilo. Los compuestos sintetizados son un derivado de 1,3,5-triaril-
Az-pirazolina (49) y un complejo de boro y un dipirrometeno (BDP) sustituido en meso
(50), los cuales amplifican su fluorescencia en el intervalo espectral del rojo al coordinar
Fe™. La respuesta a Fe® y una potencial interferencia de otros iones metélicos fue
estudiada para ambas sondas utilizando solventes aproticos altamente polares y
solventes proticos. En solventes organicos, la fluorescencia de ambas sondas es apagada

por un cambio intramolecular o transferencia electronica en el estado excitado [51].
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Un trabajo reciente muestra la sintesis de una cumarina simple (51) modificada con un
grupo tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) el cual actia como quelante. Este
compuesto exhibe una alta selectividad para iones Fe™ y su intensidad de fluorescencia
es apagada a medida que se aumenta las concentraciones del metal. Para este compuesto

f no se han mostrado ensayos con lineas celulares [52].
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Los dosimetros quimicos, al igual que los sensores, pueden utilizarse en la deteccion de
cationes. Un ejemplo de dosimetro quimico es el obtenido para la deteccion de Fe™
basado en la hidrélisis de una base de Schiff. La bis(cumarinil)imina (52) es hidrolizada

por adicion de Fe™ dando lugar a una cumarina altamente fluorescente [53].
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Se han disefiado y sintetizado un gran nimero de moléculas organicas para ser utilizadas
como quimiosensores de hierro. Una gran cantidad de estos son utilizados para la
deteccion de Fe™ y pueden ser usados como sensores selectivos para la determinacion
cuantitativa. Otros quimiosensores se han desarrollado con la finalidad de utilizarlos
como sondas intracelulares de hierro presentado limitaciones, entre las que se
encuentran su poca selectividad. Como ejemplos de esto tenemos fluoresceina-
desferrioxamina (FLDFO, 1), la 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-desferrioxamina (NBD-
DFO, 2), el acetoximetiléster de (-AM, 3), Phen Green SK (4) [21, 30], rodamina B-
[(1,10-fenantrolin-5-il)aminocarbonil]bencil éster (RPA, §) [32], calceina (6) [33], y
fluoresceina-acido dietilentriamina-pentaacético (7) [33]. Otros compuestos han sido
disefiados para ser muy selectivos para Fe™, como los derivados de hidroxipiridinonas y
hidroxipiranonas (8. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 y 38). Estos se dividen en dos grupos
dependiendo del fluoréforo utilizado. Los compuestos 8-34 presentan una cumarina
como fluordforo y la mayoria de ellos se ha ensayado en modelos celulares mostrando
como ventaja su capacidad para entrar a la célula y quelar Fe". Sin embargo, presentan
limitantes entre las que se tiene la de no poder discriminar entre estructuras subcelulares,
por lo que sirven solamente para detectar LIP. Los derivados de fluoresceina 35-38,
aparte de tener un buen rendimiento cuantico permitiendo utilizarlas en concentraciones
muy bajas, han presentado la capacidad de penetrar estructuras celulares y detectar Fe™
en el sistema endosomal/lisosomal. A pesar de tener esta buena herramienta para
detectar el i6n en las subestructuras mencionadas este tipo de sonda no es de gran interés
debido a que el ciclo celular del hierro involucra estructuras de mayor importancia como
la mitocondria. Por otra parte hay un grupo de estos quimiosensores basados en

rodamina (44-47) los cuales presentan una alta selectividad y sensibilidad por Fe™, pero
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su limitante radica en que al igual que los derivados de fluoresceina mencionados con
anterioridad solo permiten la deteccion de LIP. Por lo tanto en este trabajo se propuso
como objetivo disefiar y sintetizar nuevas sondas fluorescentes que sean selectivas para
hierro, con alta sensibilidad y que aparte de poder quelar el metal y emitir una sefial de
apagamiento o de aumento de la fluorescencia, puedan acumularse selectivamente a
subestructuras celulares como la mitocondria, importante en los procesos de dafio y

envejecimiento celular donde estd involucrado el hierro.
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OBJETIVOS
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3,1, HIPOTESIS

Los quimiosensores fluorescentes utilizados para determinar iones en diferentes
ambientes son relativamente pocos y los existentes no son suficientemente especificos
para un solo tipo de ién. Por lo tanto, para la produccién de nuevos disefios utiles para
los fines propuestos se deberia tener presente las siguientes caracteristicas a satisfacer:
tener alta sensibilidad y especificidad para Fe'® y Fe™, tener como blanco
compartimentos celulares, mostrar cambios espectrales, prender o apagarse en presencia
de hierro, y revelar el hierro de manera relativamente independiente de la concentracién

de la sonda. De acuerdo a esto se propone como hipotesis:

Podran Ias sondas fluorescentes sintetizadas quelar de manera selectiva Fe'?y Fe™,
cambiar su intensidad fluorescente al quelar el metal, y atravesar l]a membrana

celular para quelar hierro intracelular.

Como antecedente conociamos que las cumarinas son altamente fluorescentes, cuando se
modifican de manera estratégica. Sin embargo un problema radicaria en su capacidad de
penetracién a la célula, en particular cuando estdn unidas a residuos que actiien como
quelantes de Fe. Para esto nos propusimos aumentar su hidrofobicidad modificandolas
con grupos funcionales esperando que la penetracion celular fuese mas facil. Ademas
las subestructuras que utilizarfamos como ligandos se modificarian aumentando el
nimero de atomos de oxigeno, o creando semi-sideréforos para que su afinidad y

especificidad fuesen mayores para Fe"? yFe™,
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3.2. OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto fue el de diseiiar, sintetizar y evaluar la afinidad y el
comportamiento fluorescente de nuevos quimiosensores conjugados como posibles
quelantes del iones Fe*? y Fe™, con el fin de utilizarlos para explorar y determinar rutas
metabdlicas celulares asociadas a dichos iones, como también establecer mediante la

fluorescencia la concentracion de hierro en compartimentos celulares.

Para lograr este objetivo general se propuso llevar a cabo los siguientes objetivos

especificos:

1. Sintetizar una serie de cumarinas simples funcionalizadas de manera adecuada
para unirlas a ligandos selectivos para Fe.

2. Modificar la hidrofobicidad de las cumarinas sintetizadas agregando grupos
funcionales que permitieran la modulacion de ésta.

3. Sintetizar o modificar ligandos con afinidad por hierro para unirlos a los
fluoréforos.

4. Evaluar si los ligandos modificados sintetizados presentaban afinidad especifica
por los iones Fe™ y Fe*,

5. Sintetizar las sondas propuestas mediante una estrategia de conjugacion uniendo
el fluoréforo y una serie de ligandos que presentaran la mejor afinidad por los
iones Fe'* y Fe®,

6. Evaluar la fluorescencia con y sin Fe como también evaluar si dichas sondas
presentaban selectividad por otros iones.

7. Realizar estudios in vitro de penetracion celular de las sondas sintetizadas

utilizando como modelos bioldgicos lineas celulares.
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4.1. MATERIALES Y METODOS.

La eliminacién de los disolventes a presion reducida se realizé en un evaporador
rotatorio. Los disolventes se secaron mediante destilacion bajo N> o empleando agentes
desecantes: para secar acetona y acetonitrilo se utilizé tamices moleculares de 3 A bajo
atmosfera de Ny; para Et,O se utilizd sodio metélico. Los demas solventes que fueron
utilizados eran de calidad para sintesis. Los disolventes empleados en las extracciones y

en la cromatografia eran de grado técnico y se destilaron previamente a su utilizacion.

Las reacciones fueron monitoreadas utilizando cromatografia en capa fina (CCF)
empleando cromatofolios de gel de silice GF-254 Merck sobre soporte de aluminio. El
andlisis de los cromatogramas se llevé a cabo ilumindndolos con lamparas de UV con
emision a 254 y 365 nm y reveladores como reactivo de Dragendorff, 24-

dinitrofenilhidracina y/o vapores de yodo segiin el caso.

La purificacion y separacién de los productos de la mayoria de las reacciones se realizo
mediante cromatografia en columna, utilizando como fase estacionaria gel de silice 60
Merck de 230-400 mallas, utilizando en algunos casos placas de vidric de 20 x 20 cm
con una capa de 1 a2 mm de espesor de gel de silice para cromatografias preparativas en
capa fina. El eluyente empleado se indica para cada caso, asi como las proporciones

utilizadas de los disolventes.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Reichert-Jung Galen III dotado de
una termocupla. Los espectros de UV-Visible fueron registrados en equipos Perkin-
Elmer Lambda 11 y Varian Cary® 50, los de fluorescencia en equipos ISS PC1 y
Edinburgh Instruments FL.S900.

Los espectros de RMN de 'H y de C se obtuvieron en un equipo Bruker
multidimensional operando a 400 MHz (lH) y 100 MHz (I3C). Los solventes que se
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utilizaron en el registro de los especiros fueron CDCl;, CD;0D, D;O y DMSO-dy,

utitizando TMS o la sefial residual de 'H o de *C del solvente como referencia interna.

La cristalografia de rayos X en monocristales fue realizada utilizando un difractometro
Bruker AXS SMART CCD, con radiacién MoKa () = 0,71073 A) y monocromador de
grafito.

Las imagenes de fluorescencia se midieron utilizando un lector de microplacas BioTek

Gen5 y un microscopio de epifluorescencia invertida Zeiss Hal 100.
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4.2. SINTESIS DE COMPUESTOS.

4.2.1. Procedimiento A; Preparacion de 2,4-dihidroxibenzaldehido.

QO
HO OH HO OH

Condiciones: POCly, DMF, ACN.

A una disolucion de 20,0 g de DMF en 60 mL de ACN con agitacion constante se le
adicion6 32.5 g de POCI; gota a gota manteniendo la temperatura entre 22-28 °C en
bafio de agua-hielo. Seguidamente se dejé en agitacion por 1 h a temperatura ambiente.
Esta disolucion fue guardada manteniendo la temperatura aproximadamente a -10 °C.
11,1 g (0,111 mmol) de 1,3-dihidroxibenceno se disolvié en 30 mL de ACN y se
adicioné lentamente el reactivo de Vilsmeier-Hack manteniendo la temperatura cerca del
0 °C. Luego la mezcla fue agitada por 1 h manteniendo la temperatura entre 28-32 °C.
Posteriormente fue vertida en 130 mL de H,O y agitada a 52 °C por un periodo de 12
min. Seguidamente se dejo reposar hasta alcanzar una temperatura de 35 °C y se le
adicion6 1-2 mL de tiosulfato de sodio 0,09 M. La mezcla se dejo en agitacion por 2
horas a 5 °C. EIl precipitado blanco formado fue colectado por filtracion y lavado con
H>O fria y secado a 50 °C por varias horas [8.8 g de agujas blancas, 88 %], p.f. 128-130
°C. RMN "H (DMSO-ds): 4 10.80 (sa, 2H, O-H), 9,90 (s, 1H, O=C-H), 7,50 (d, 1H, 1H,
Ar-H, J = 8,6 Hz), 6,39 (dd, 1H, Ar-H,.J= 8.6, 2.0 Hz), 6,32 (d, 1H, Ar-H,.J= 2.0 Hz)
[54, 55].

4.2.2. Procedimiento B; preparacion de 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehido.

s X
HO OH MeO OH

Condiciones: a) Me,SO,, K,CO;, DMF.
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A 50 mL de dimetilformamida fueron adicionados 1,38 g de 2.4-dihidroxibenzaldehido
(10 mmol), 2,37 g de K,CO3 (20 mmol) y 2,50 mL de sulfato de dimetilo (26 mmol) y la
mezcla de reaccion fue agitada por 30 min. Posteriormente se adicionaron 6,25 mL
aproximadamente de agua y la mezcla se llevo a bafio de Maria (sin exceder de 60 °C)
durante 1 h. Transcurrido este tiempo la mezcla fue vertida en agua muy fria (300 mL)
y el precipitado resultante fue filtrado [8.5 g de un sdlido amarillo, 70 %]. p.f. 70-72 °C:
'H RMN (CDCls): d 11,46 (s, 1H, O=C-H), 9,68 (s, 1H, O-H), 7.40 (d, 1H, Ar-H, J =
8.6 Hz), 6,51 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2.2 Hz), 6,39 (d, 1H, Ar-H, J = 2.2 Hz), 3.83 (s,
3H, O-CH3). "“C RMN (CDCls): 4 55.70, 100,7, 108.4, 1152, 1353, 164.6, 166.9.
194.4 [56, 57].

4.2.3. Procedimiento C; preparacion de 3,4-dihidroxibenzaldehido.

OH OH
\/Q : \/@
0 0
X OMe X OH

Condiciones: a) BBr;, DCM, agua dcida.

1,01 g de vainillina (6,6 mmol) fueron disueltos en 20 mL de DCM vy se agrego6 1.6 g de
BBr; (6,4 mmol) con agitacion constante. Un sélido amarillo se formé a medida que se
adicionaba el BBr;. Seguidamente el color fue cambiando de amarillo a verde con la
formacion de una costra verde (se rompid con varilla y se tratdo de disolver con
ultrasonido). Transcurridos 20 min adicional y después de haber adicionado porciones
de 20 mL de DCM se agrego agua acida (HCI) y se extrajo la fase acuosa, la cual fue
lavada con éter etilico, y se monitored la presencia del catecol en la fase organica
mediante CCF usando como eluyente AcOEt y revelando con FeCl; [0.65 g, sélido gris,
72 %). p.f. 62-64 °C; '"H RMN (CDCls): 6 9,69 (s, 1H, O=C-H), 7.26 (dd, 1H, J = 8.6,
2.2 Hz), 7,23 (d, 1H, J= 8,6 Hz), 6,90 (d, 1H, J= 2,2 Hz) [58].
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4.2.4. Procedimiento D; preparacion de malonato de difenilo.

Condiciones: a) fenol, POCl;, 115 °C, agua.

Se mezclo 11,0 g (106 mmol) de dcido malénico y 19,95 g (212 mmol) de fenol. A esto
se adiciond gota a gota 11,5 mL (123 mmol) de oxicloruro de fosforo frio (0 °C)
formandose una solucion de tonalidad violacea. La mezcla se calentdé con agitacion
aproximadamente a 115 °C, hasta desaparicion de los vapores de HCl. Se dejé enfriar
hasta temperatura ambiente quedando un sobrenadante amarillo y una pella de color
pardo. El sobrenadante se vertio en 150 mL de agua y fue extraido continuamente 3
veces con 100 mL de éter etilico. El producto fue purificado mediante una CC “flash”
con hexano: AcOEt 9:1 [18.5 g de un sélido blanco-amarillento, 60 %], p.f. 50-52 °C:
RMN 'H (CDCls): 6 7,15-7,55 (m, 10H, Ar-H), 3,91 (s, 2H, CO-CH,-CO) [59].

4.2.5. Procedimiento E; preparacion de S-nitro-1,10-fenantrolina.

Condiciones: a) H,SO,, HNOs. b) hidracina, Pd/C, EtOH, reflujo, 5 h.

En 15 mL de acido sulfurico fumante fueron disueltos 3,00 g (17.6 mmol) de 1,10-
fenantrolina monohidratada con agitacion constante. Seguidamente se adicion6 gota a
gota 8 mL de 4acido nitrico fumante manteniendo la agitacion y controlando la
temperatura para que no excediera de 170 °C. Una vez terminada la adicion del acido
nitrico se agitd por un periodo de 0,5 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo

la mezcla fue vertida lentamente en 200 g de escarcha de hielo, se siguio agitando hasta
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desaparecer el hielo por completo y luego se neutralizé con NaOH al 40 %. Una vez
neutralizada la mezcla de reaccion fue adicionado acido nitrico diluido hasta virar el pH
entre 6,0 - 6.5. El precipitado formado se filtr6 a vacio, se lavo con agua fria, y se seco a
50 °C por 2 h. El producto obtenido se cristalizé en EtOH [2,26 g, s6lido amarillo
palido, 67 %]. p.f. 154-156 °C; RMN "H (CDCl3): 6 9.33 (m, 2H, Ar-H.,), 9,02 (dd, 1H,
Ar-H, J = 8.6, 1,7 Hz), 8,69 (s, 1H, Ar-H), 8.44 (d, 1H, Ar-H, /= 8.4, 1,7 Hz), 7.81 (m,
2H, Ar-H) [60].

4.2.5.1. 5-Amino-1,10-fenantrolina.

Condiciones: a) hidracina, Pd/C, EtOH, reflujo, 5 h.

Se diluydé 1 mL de hidracina monohidratada en 20 mL de EtOH, adicionando esta
solucion gota a gota a una suspension de 1,0 g (4.4 mmol) de 5-nitro-1,10-fenantrolina y
Pd/C 5 % (100 mg) en 50 mL de EtOH con agitacion. Terminada la adicion la mezcla
fue calentada a 70 °C por 5 h. Culminando el tiempo de reaccion la mezcla fue filtrada a
través de Celite® y después concentrada hasta alcanzar un volumen aproximado de 10
mL, al que se le adiciond agua lentamente hasta formar un precipitado. Luego se dejo
en reposo y se bajo la temperatura hasta alcanzar 0 °C y asi se procedio a filtrar y a secar
a temperatura ambiente obteniéndose 5-amino-1,10-fenantrolina [0,58 g. s6lido amarillo
luminoso, 72 %]. p.f. 128-130 °C; RMN 'H (CDCl3): 6 9,05 (dd, 1H, C-H, J =42, 15
Hz), 8,68 (m, 2H, Ar-H), 8,04 (dd, 1H, Ar-H, J = 8,0, 1,5 Hz), 7,73 (dd, 1H, Ar-H, J =
8,2, 4,2 Hz), 7,50 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.2, 4.2 Hz), 6,86 (s, 1H. Ar-H), 6,19 (s, 2H, Ar-
NHy) [61].

39




4.2.6. Procedimiento F; preparacion de bromuro de (5-carboxipentil)-

trifenilfosfonio (53).

OH
5 b O, s
0 r 0O

53

Condiciones: a. trifenilfosfina, ACN, reflujo, N,, 16 h.

Una solucion de 2,00 g (8,0 mmol) de trifenilfosfina (TTP) y 2.80 g (14 mmol) de acido-
6-bromohexanoico se disolvieron en 10 mL de ACN seco y seguidamente la mezcla fue
calentada bajo reflujo por 16 horas bajo atmosfera de N,. Transcurrido el tiempo de
reaccion ¢sta fue dejada en reposo hasta alcanzar temperatura ambiente y una pella de
color pardo formada fue redisuelta en acetona induciendo la cristalizacion de 53 [3.0 g.
sélido cristalino blanco, 82 %]. p.f. 197-199 °C: RMN 'H (CDCl3): d 7,79-7.66 (m. 15H,
Ar-H), 3,63-3,56 (m, 2H, CH,-COOH), 2,36-2,33 (m, 2H, P-CH,), 1,64 (s, 6H, CH,-
CH,-CH>) [62].
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4.3. SINTESIS DE CUMARINAS Y DERIVADOS.

4.3.1. Procedimiento G; preparacion de 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-carboxilato
de etilo (54).
@)

HO OH HO 0" 0
54

Condiciones: a) Malonato de dietilo, piperidina, AcOH, EtOH, 70 °C, 6 h; b) Me,SO,, K,CO;, DMF; ¢)
HCI, H,O/EtOH reflujo, 4 h.

2.4-Dihidroxibenzaldehido (6,90 g. 50 mmol) fue disuelto en 70 mL de etanol y a esta
solucion se adicioné (9,60 g, 60 mmol) de malonato de etilo, se agitoé por 2 min y
posteriormente se agregd 0,5 mL de piperidina y 2 gotas de acido acético glacial. La
mezcla fue calentada a reflujo por 6 h y seguidamente vertida en escarcha de hielo. Un
solido amarillo formado fue filtrado y lavado utilizando una mezcla EtOH:H»O al 50 %
(20 mL). El sélido se recristalizo en EtOH originando unos cristales de color amarillo
(54) [5.6 2. 52 %]. p.f. 131-133 °C; RMN 'H (DMSO-dq): 6 8,60 (s, 1H, =C-H), 7.74 (d.
1H, Ar-H, J= 8,6 Hz), 6,82 (dd, 1H, Ar-H, J= 8.6, 2,0 Hz), 6,71 (d, 1H, Ar-H, C-H, J =
2.0 Hz), 4.24 (g, 2H, O-CH,-,J = 17,1 Hz), 1,28 (t, 3H, -CH3, /= 7,1 Hz) [63].
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4.3.2. 7-Metoxi-2-0xo0-2H-cromen-3-carboxilato de etilo (55).

Jeos-Neoan

54 55

Condiciones: a) Me,SO,4, K,CO;, DMF.

El compuesto 55 se sintetizo a partir de 54 (2.34 g, 10 mmol), K,CO; (2,37 g, 20 mmol)
y (3.28 g. 26 mmol) de sulfato de metilo, segun el procedimiento B [8,5 g, solido
amarillo, 70 %]. p.f. 124-126 °C; RMN 'H (DMSO-dg): 0 8.50 (s, 1H, =C-H), 7.50 (d,
1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 6,86 (dd, 1H, Ar-H, J = 8,6, 2,0 Hz), 6.80 (d. 1H, Ar-H, J = 2.0
Hz), 4,36 (q, 2H, O-CH,-, J = 7.1 Hz), 3,90 (s, 3H, O-CHj3), 1,40 (t, 3H, -CH3, J = 7.1
Hz).

4.3.3. Procedimiento H; preparacion de dacido-7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

carboxilico (56).

4.3.3.1. Método Ha.

HO O 0 HO O 0
54 56

Condiciones: a) HCI, H,O/EtOH reflujo, 4 h.

A una solucion de 2.50 g (10.7 mmol) de 7-hidroxi-2-0x0-2H-1-cromen-3-carboxilato
de etilo (54) fue adicionada una mezcla de 50 mL de HO:EtOH 1:1 y 5 mL de HCI 37
%. Esta mezcla se hirvié bajo reflujo por 24 h, hasta un viraje de color amarillo a una

tonalidad verde-amarilla. Una vez transcurrido el tiempo estipulado la mezcla se dejo
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enfriar y el precipitado fue filtrado y secado a temperatura ambiente. Seguidamente se
purificé por medio de una CC utilizando como fase mdvil CH,Cly:acetona:AcOH

8:2:0.1 obteniéndose 56 [1,6 g, solido amarillo-naranja, 77 %] [63].

4.3.3.2. Método Hb.

Condiciones: a) acido de Meldrum, agua, T. A.

A una suspension de 1,30 g de 2.4-dihidroxibenzaldehido (9,5 mmol) en 21 mL de agua
se le adiciond 1,55 g de acido de Meldrum (10,8 mmol) y 150 mg de acetato de amonio
(1.9 mmol). La suspension fue agitada a temperatura ambiente por cerca de 1 h. El
precipitado formado se filtré y fue lavado con agua muy fria (2 x 10 mL) y secado a
vacio: compuesto 56 [1,5 g. solido amarillo-naranja, 77 %]. p.f 260-264 °C; RMN 'H
(DMSO-ds): 6 11,93 (sa, 2H, O-H), 8,66 (s, 1H, =C-H), 7,73 (d. 1H, Ar-H. J = 8.6 Hz),
6,83 (dd, 1H, Ar-H, J=8.6-2,1 Hz), 6,72 (d, 1H, Ar-H, J=2,1 Hz) [64].

4.3.4. 3-Acetil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (57).

57

Condiciones: a) acetoacetato de etilo, piperidina, AcOH, EtOH, 70 °C, 6 h.
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La sintesis de 57 fue hecha a partir de 2,4-dihidroxibenzaldehido (8,0 g, 58 mmol) y
acetoacetato de etilo (9,6 g, 60 mmol). segin el procedimiento G, [8,5 g, s6lido amarillo,
70 %]. p.f. 214-216 °C; 'H RMN (DMSO-dj): 6 8,38 (s, 1H, =C-H), 7,52 (d. 1H, Ar-H,
J=8.8 Hz), 6,51 (d, 1H, Ar-H, J = 8,8 Hz), 6,31 (s, 1H, Ar-H), 2,47 (s, 3H, -CH;) [65].

4.3.5. 3-Acetil-7-metoxi-2 H-cromen-2-ona (58).
@) @]
HO (@] O MeO @) @]
57 58

Condiciones: a) Me>SQ,, K,CO;, DMF.

El compuesto 58 fue sintetizado a partir de 57 (2.0 g, 10 mmol), K,CO; (2,37 g, 20
mmol) y 2,50 mL de Me>SO4 (26 mmol), de acuerdo al método B, [1,708 g, solido
amarillo, 78 %]. p.f. 169-171 °C; '"H RMN (CDCls): 6 8.44 (s, 1H, =C-H), 7,50 (d, 1H,
Ar-H, J = 8.8 Hz), 6.86 (d, 1H, Ar-H, J = 8,8 Hz), 6.78 (s, 1H, Ar-H), 3,88 (s, 3H, O-
CHa), 2,66 (s, 3H, CO-CH3) [65].

4.3.6. 3-Acetil-2H-cromen-2-ona (59).
@]
OH Q" 0
7

Condiciones: a) acetoacetato de etilo, piperidina, AcOH, EtOH, 70 °C, 6 h.

La sintesis de 7 fue hecha a partir de o-hidroxibenzaldehido (8,0 g, 65 mmol) y

acetoacetato de etilo (8,5 g, 65 mmol), segiin la metodologia G [10,1 g, s6lido amarillo,
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90 %]. p.f. 96-98 °C; '"H RMN (CDCls): d 8.50 (s, 1H, =C-H), 7,65-7,60 (m, 2H, Ar-H),
7,35-7,.30 (m, 2H, Ar-H), 2,70 (s, 3H, CO-CH3) [65, 66].

4.3.7. 2-Oxo0-2H-cromen-3-carboxilato de etilo (60).

O
OO0
OH o” "0

60

Condiciones: a) Malonato dietilo, piperidina, AcOH, EtOH, 70 °C, 6 h.

La sintesis de 60 fue hecha a partir de o-hidroxibenzaldehido (8.0 g, 65 mmol) y
malonato de etilo (10,5 g, 65 mmol), segin el procedimiento G, [8.7 g, solido amarillo,
61 %). p.f. 86-88 °C; 'H RMN (CDCls): 0 8,50 (s, 1H, =C-H), 7.60-7,50 (m, 2H, Ar-H),
7.32-7,.29 (m, 2H, Ar-H), 4.4 (q, 2H, COO-CH;- J = 7,1 Hz), 1.4 (t, 3H, -CH3 J = 7.1
Hz) [67].

4.3.8. 7-Hidroxi-2-0x0-2 H-cromen-3-carboxilato de fenilo (61)

: O
HO OH HO (@) O

61

Condiciones: a) Malonato de difenilo, piperidina, AcOH, EtOH, 70 °C, 6 h.

La sintesis de 61 fue hecha a partir de 2.4-dihidroxibenzaldehido (3,00 g, 21 mmol) y
malonato de difenilo (5,10 g, 21 mmol), siguiendo la metodologia G [4.3 g, sélido
cristalino, 73 %. p.f. 278-280 °C; 'H RMN (CDCl3): & 11,20 (sa, 1H), 8,90 (s, 1H, =C-
H). 7.80 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 7.50 (t, 2H, Ar-H, J= 7.5 Hz), 7,30 (t, 1H, Ar-H, J =
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7,5 Hz), 7.20 (d, 2H. Ar-H, J = 7.5 Hz), 6,86 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,0 Hz), 6,75 (d.
1H, Ar-H, J=2.,0 Hz) [68].

4.3.9. Procedimiento I; preparacion de 3-amino-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (63).

H
N NH
HO OH o O O O © HO o "0

62 63

Condiciones: a) Acetilglicina, anhidrido acetico, acetato de sodio anhidro, b) HCI/H,O 2:1 reflujo, 2 h.

Una mezcla de 2,4-dihidroxibenzaldehido (2.76 g, 20 mmol), N-acetilglicina (2,34 g, 20
mmol) y acetato de sodio anhidro (4.92 g, 60 mmol) se adicioné a 100 mL de anhidrido
acético y se calento a reflujo por 6 h. La mezcla de reaccion fue recogida en escarcha de
hielo formandose un precipitado el cual fue filtrado, secado y purificado por CC del gel
de silice, usando como fase mévil una mezcla AcOEt:Hex 7:3 obteniéndose 62 [1,65 g,
solido blanco, 32 %].

'H RMN (D,0): 6 8,68 (s, 1H, =C-H), 8.20 (sa, 1H, -NH-), 7.51 (d, IH, Ar-H, J = 84
Hz), 7,12 (d, 1H, Ar-H, J = 2,0 Hz), 7.07 (dd, 1H, Ar-H, J= 8,4, 2,0 Hz), 2,34 (s, 3H, -
CHj3), 2,25 (s, 3H, -CH3).

A una mezcla 2:1 de HCI (37 %):EtOH se adicion6 1,5 g de 3-acetamido-2-oxo0-2H-
cromen-7-il acetato (62) (57 mmol). la solucion fue calentada a reflujo por 2 h y
transcurrido ese tiempo se vertio en agua-hielo y la mezcla se neutralizé con NaOH al 30
% hasta un pH de 5-6. El precipitado obtenido fue filtrado y recristalizado en EtOH (63)
[1,1 g, s6lido amarillo, 96 %]. p.f. 220-222 °C:'H RMN (DMSO-d;): ¢ 9,80 (s, 1H, =C-
H), 7.20 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz). 6.70 (s, 1H. Ar-H), 6,66 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz),
5,20 (sa, 2H, -NH,) [69].
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4.3.10. Procedimiento J; preparacion de 2-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)-

acetato de etilo (64).

OH

10— )
HO OH HO O O

64

Condiciones: a) 4cido citrico, H,SO,, agitacion 48 h., b) EtOH, H,S0,, reflujo 5-8 h.

10,0 g (90 mmol) de 1,3-dihidrobenceno fueron disueltos en 60 mL de H,SO, y esta
mezcla se enfric a 0 °C. 19,0 g (90 mmol) de 4cido citrico monohidratado fue
adicionado lentamente a 70 mL de H,SO4 96 % a 0 °C manteniendo la temperatura hasta
que culmind la adicion. Seguidamente se agité y cada 15 min, se aumentd la
temperatura sutilmente por un periodo de 1,5 h hasta 40 °C. La mezcla se tornd de un
color amarillo transparente con desprendimiento de gas y se dejo en reposo por 15
minutos hasta la desaparicion de burbujas. Luego se enfrio hasta los 5 °C y se adiciond
gota a gota la disolucion de 1,3-dihidrobenceno en H,SO4 manteniendo la temperatura.
Una vez terminada la adicion la mezcla se dejo en agitacion por 48 h. Transcurrido el
tiempo la mezcla de reaccion fue vertida lentamente en 300 g de escarcha de hielo y de
manera inmediata empez6 a formarse un sélido blanco el cual fue filtrado una vez que se
fundioé todo el hielo. El precipitado formado fue suspendido en una solucién de
bicarbonato de sodio al 5 %, y el solido lavado se filtro: 64 [13.5 g, s6lido cristalino, 68
%]. p.f. 204-206 °C; 'H RMN (D,0): 6 7.35 (d. 1H, Ar-H, J = 8.8 Hz), 6,67(dd, 1H, Ar-
H. /= 8.8, 2.4 Hz), 6,50 (d, 1H, Ar-H, J = 2.4 Hz), 6,00 (s, 1H, =C-H), 3.50 (s, 2H, -
CH,-) [70].
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4.3.11. 2-(7-Hidroxi-2-o0xo0-2H-cromen-4-il)-acetato de etilo (65).

HO O "0 HO o "0

64 65

Condiciones: a) EtOH, H,SO,, reflujo 5-8 h.

4-Carboximetil-7-hidroxi-2-oxo0-2 H-1-cromeno (12) (10,0 g, 45 mmol) se disolvié en
100 mL de EtOH y seguidamente fueron adicionados 10 mL de H>SO4 gota a gota con
agitacion constante, la mezcla fue calentada a reflujo y la reaccién fue monitoreada
utilizando CCF. Como resultado, al cabo de 5 h la reaccion fue detenida y concentrada a
presion reducida. El producto fue purificado por CC utilizando como fase movil AcOEt,
obteniéndose 65 [7.8 g. solido cristalino, 70 %]. p.f 152-154 °C; '"H RMN (DMSO-d): 0
10,60 (sa, 1H, O-H), 7.50 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 6,80 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.4, 2.0
Hz), 6,70 (d, 1H, Ar-H, J = 2,0 Hz), 6,20 (s, 1H, =C-H), 4,10 (q, 2H, O-CH,-, J = 7,0
Hz), 3,90 (s, 2H, -CH,-), 1,2 (t, 3H, -CH3-/ = 7.0 Hz) [70].

4.3.12. Procedimiento K; preparacion de 4-clorometil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona

(66).

Cl

- )
HO OH HO (@) O

66

Condiciones: a) 4-cloroacetoacetato de etilo, H,SO,, 0 °C. b) Me;S0O,, K,CO;, DMF., ¢) H,0 reflujo, 12 h.
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10,0 g, (90.9 mmol) de 1,3-dihidroxibenceno fueron adicionados a 11,0 mL (73,3 mmol)
de 4-cloroacetoacetato de etilo y agitados por 10 min. Seguidamente esta mezcla fue
adicionada lentamente con agitacion constante a 100 mL de H,SO4 96 % a 0 °C
manteniendo la temperatura con un bafio de agua-hielo hasta completar la adicion. La
mezcla se agito por 4 h y una vez transcurrido el tiempo la mezcla fue vertida
lentamente en 200 g de escarcha de hielo y se dejo en reposo durante toda la noche.
Posteriormente se filtro y se recristalizé en MeOH caliente obteniendo 66 [12,1 g, solido
blanco, 63 %]. p.f. 178-180 °C; 'H RMN (DMSO-ds): 0 11,72 (sa, 1H, O-H), 7,63 (d,
1H, Ar-H, J = 12,0 Hz), 6,82 (dd, 1H, Ar-H, J = 12,0, 1.0 Hz), 6,73 (d, 1H, Ar-H, J =
1,0 Hz), 6,39 (s, 1H, =C-H), 4,91 (s, 2H, -CH>-) [36].

4.3.13. 4-Clorometil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (67).

Cl Cl

HO o "0 MeO o "0
66 67

Condiciones: a) Me,SO,, K-CO;, DMF.

El compuesto 67 fue sintetizado a partir de 66 (2.24 g, 10,6 mmol), K,CO; (2,37 g. 20,0
mmol) y 2,5 mL de (CH;3),SO4 (26 mmol), de acuerdo al método B [1,7 g, sélido blanco,
76 %). pf 174-176 °C; RMN 'H (CDCls): 6 7.57 (d, 1H, Ar-H, J = 8.8 Hz), 6,90 (dd, 1H.
Ar-H, J= 8.8, 2,5 Hz), 6,85 (d, 1H, Ar-H, J=2,5 Hz), 6,41 (s, 1H, =C-H), 4,63 (s, 2H, -
CHa.), 3,90 (s, 3H, O-CHs) [36].
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4.3.14. 4-Hidroximetil-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (68).

HO 0" "0 HO Q 0
66 68

Condiciones: a) H,O, reflujo, 12 h.

A 400 mL de agua se adiciono 1,0 g (4.8 mmol) de 4-clorometil-7-hidroxi-2H-cromen-
2-ona (66) y la mezcla fue calentada a reflujo por 7 h. Seguidamente la solucion fue
concentrada hasta alcanzar un volumen de 100 mL y se dejo en reposo enfriando hasta 0
°C. El filtrado que se formd fue filtrado y purificado por CC utilizando como fase movil
CHCly:acetona 9:1 para dar 68 [0,812 g, sélido blanco, 87 %]. p.f. 178-180 °C; RMN
'"H (DMSO-ds): 6 10,59 (sa, 1H, O-H), 7.49 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 6,76 (dd, 1H, Ar-
H, J= 8.6, 2,0 Hz), 6.71 (d, 1H, Ar-H, J = 2.0 Hz), 6,22 (s, 1H, Ar-H), 5,63 (sa, 1H, O-
H), 4,68 (s, 2H, -CH,-) [71].

4.3.15. 5,7-Dihidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (69).

OH OH

HO OH HO o O

69

Condiciones: a) acetoacetato de etilo, H,SO,, 0 °C.

La sintesis de 69 se hizo a partir de 1,3.5-trihidroxibenceno (3,8 g, mmol) y acetoacetato
de etilo (3.9 g 30 mmol), de acuerdo a la metodologia K [2,7 g, sélido blanco, 52 %].
p.f. 221-223 °C; RMN 'H (CDCls): 6 10,53 (sa, 1H, O-H), 10,31 (sa, 1H, O-H), 6,25 (d,
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1H, Ar-H, J= 1,0 Hz), 6,16 (d, 1H, Ar-H, J= 1,0 Hz), 5,84 (s, 1H, =C-H), 2,48 (s, 3H, -
CHj3-).

4.3.16. 7-Hidroxi-4-metil-2 H-cromen-2-ona (70).

= )
HO OH HO (@) (@]

70

Condiciones: a) acetoacetato de etilo, H,SOy, 0 °C.

El compueto 70 se sintetizo a partir de 1,3-dihidroxibenceno (10.0 g, 90,9 mmol) y 11
mL (92,8 mmol) de acetoacetato de etilo, segiin método K [12.5 g, solido cristalino, 78
%]. p.f. 154-156 °C; RMN "H (DMSO-dj): 10,54 (sa, 1H, O-H), 7,55 (d, 1H, Ar-H, J =
8.0 Hz), 6,78 (dd, 1H, Ar-H, J = 8,0, 2,0 Hz), 6,68 (d. 1H. Ar-H, J = 2.0 Hz), 6,10 (s,
1H, =C-H), 2,33 (s, 3H, -CH3) [72, 73].

4.3.17. Procedimiento L; preparacion de 6-bromohexanoato de d4-(2-etoxi-2-

oxoetil)-2-oxo0-2 H-cromen-7-ilo (71).

O

Bf“%f H\WC' MAO L

7
Condiciones: a) SOCls, reflujo 4 h., b) 2-(7-hidroxi-2-oxo0-2 H-cromen-4-il)etil éster, TEA.

o Et

2,00 g de acido 6-bromohexanoico (10 mmol) fueron adicionados a 10 mL de cloruro de

tionilo, la mezcla se hirvié bajo reflujo por un periodo de 4 h, seguidamente se concentrd
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a presion reducida y se lavé con DCM tres veces obteniendo el cloruro de acido
intermediario. Este se disolvié en 15 mL de DCM vy se dejo gotear lentamente a una
soluciéon en 30 mL de DCM que contenia 2,3 g de 2-(7-hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)
acetato de etilo (10 mmol) y 1,5 mL de trietilamina (TEA) (11 mmol). La mezcla fue
agitada por 4 h y se concentrd a presion reducida, luego se purificé en CC utilizando
como fase mévil DCM para obtener 71 [3,85 g, sélido blanco, 96 %]. p.f. 64-66 °C; 'H
RMN (CDCl3): 0 7,60 (d, 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 7,14 (d. 1H, Ar-H, J = 2,0 Hz), 7,07
(dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2.0 Hz), 6,37 (s, 1H, =C-H), 4,19 (dd. 2H, J=14.2, 7.0 Hz), 3,76
(s, 2H), 3.45 (t, 2H, -CH»-, 6.6), 2,63 (t, 2H, -CH»-, J= 7.3 Hz), 1,94 (qui, 2H, -CH>-, J
= 7,0 Hz), 1.80 (qui. 2H, -CH,-, J = 7,7 Hz), 1,59 (m, 2H, -CH>-), 1,26 (t, 3H, J=7,1
Hz): C RMN (CDCL): ¢ 14.1, 23,9, 27.5, 32,3, 33.4, 34.1, 38.3, 61,9, 110.7, 116.5,
116,7, 118.3, 125.5, 147.7, 153.3, 154.4, 160.0, 168.4, 171.1.

4.3.18. 6-Bromohexanoato de 3-acetil-2-0x0-2H-cromen-7-ilo (72).

OH X
Brw a_, Brk\)sm/mb . 2
0 0 Br”Hsjko

o "0
72

Condiciones: a) SOClI;, reflujo 4 h., b) 2-(7-hidroxi-2-oxo0-2 H-cromeno-4-il)etil ester, TEA.

El compuesto 72 se sintetizo a partir de acido 6-bromohexanoico (1,00 g, 5.1 mmol) y
57 (1,00 g, 5.1 mmol), siguiendo el método L [1,75 g, s6lido blanco, 96 %]. p.f. 100-
102 °C; 'H RMN (CDCls): 6 8.47 (s, 1H, =C-H), 7.64 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 7,14 (d,
1H, Ar-H, J = 2,0 Hz), 7.09 (dd. 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,0 Hz), 3,42 (t, 2H, -CH,-, J = 6.6
Hz), 2,69 (s, 3H, CO-CHy). 2.62 (t, 2H, -CH»-, J = 7.3 Hz), 1,91 (qui, 2H, -CH,-, J = 7.1
Hz), 1,78 (qui, 2H, -CHs-, J = 7.8 Hz), 1,6 (m, 2H, -CHa-); "*C RMN (CDCl5): § 23.9,
27.5, 30.5, 32,3, 33.3, 34.1, 110.1, 116,0, 119,1, 123.7, 131,1, 146,98, 155,3, 156.1,
158,9, 170.9, 195.2.
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4.4. CUMARINAS DERIVADAS CON
TRIS(HIDROXIMETIL)AMINOMETANO.

4.4.1. Procedimiento M. Preparacion de N-(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-
il)-2-(7-hidroxi-2-oxo-2 H-cromen-4-il)acetamida (Q51) y 2-amino-3-hidroxi-2-
(hidroximetil)propil 2-(7-hidroxi-2-o0xo0-2H-cromen-4-il)acetato (Q52).

H
O (@] 2 O OH
OH H
O’Et H OjEN 2
OH
RN
X ] i Xy HO
HO O O HO (@) O HO (@) &

65 Q51 Q52

Condiciones: a) EtOH, TRIS, reflujo 48 h.

Procedimiento La; 1,0 g de 2-(7-hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il) acetato de etilo (13) (4
mmol) y 0.6 g de 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (“tris™) (5 mmol) fueron
disueltos en 30 mL de etanol y la mezcla fue calentada a reflujo durante 20 h. El
producto se purifico por cromatografia en columna utilizando como fase movil
DCM/MeOH 98:2, obteniendo el compuesto Q51 [0.9 g, solido blanco, 70 %], p.f. 145-
147 °C [74]. Procedimiento Lb; cuando la reaccion se prolongaba por 48 horas
adicionales permitiendo la casi desaparicion del solvente y se obtuvo una mezcla de los
compuestos Q51 y Q52 que se fracciond por cromatografia en columna utilizando como
fase movil DCM/MeOH 98:2; Q51 [0.5 g. sélido blanco, 39 %] p.f. 145-147 °C; 'H
RMN QS51(DMSO-dg): 0 7,65 (s, 1H, Ar-H), 7.62 (d, 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 6.76 (dd,
Ar-H, 1H, J = 8.6, 2,0 Hz), 6,69 (d, 1H, Ar-H, J= 2,0 Hz), 6,17 (s, 1H, =C-H), 4,70 (sa,
3H, O-H), 3,70 (s, 2H, -CH-), 3,55 (s. 6H, -CH,-OH); *C RMN (DMSO-dy): J 60.8,
63,0,102,7,111,7, 111,8, 113,5, 127,3, 152,1, 155,5, 160.8, 162.0, 169,3; y Q52 [0,35 g,
solido blanco, 27 %], p.f 240-242; 'H RMN (DMSO-dg): 0 10,58 (sa, 1H, O-H), 7.63 (d,
1H, Ar-H, J = 8,8 Hz), 6.77 (dd. 1H, Ar-H, J = 8.8, 2,0 Hz), 6,71 (d, 1H, Ar-H, J=2.0
Hz), 6,30 (s, 1H, =C-H), 4,79 (sa, 2H, -CH;-), 4,10 (s, 2H, -NH,), 3,78 (s, 2H, -CH;-),
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3,43-3,30 (m, 4H, -CH,-); *C RMN (DMSO-dg): 0 31,2, 64.2, 71,1, 77.2, 102,7, 111.6,
113.,4,127,2, 151,2, 1554, 160,1, 161,7, 163.1.

4.4.2. Sintesis de N-(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-7-hidroxi-2-oxo-2H-

cromen-3-carboxamida (Q53).

OH
0
X o X N OH
: L OH
HO 0" 0 HO & 0
54 Q53

Condiciones: a) EtOH, TRIS, reflujo 48 h.

El compuesto Q53 se sintetizo a partir de 2 (1,0 g, 4 mmol) y 2-amino-2-(hidroximetil)
propano-1.3-diol (tris) (0.52 g, 5 mmol) de acuerdo al método La, [0.98 g, s6lido blanco,
76 %], p.f 252-254 °C; 'H RMN (DMSO-dq): 6 8,98 (s, 1H, =C-H), 8,74 (s, 1H, CO-
NH-), 7,72 (d. 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 6,79 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2.0 Hz), 6,68 (d, 1H,
Ar-HJ = 2,0 Hz), 4,78 (sa, 3H, O-H), 3.63 (s, 6H, -CH,-); "C RMN (DMSO0-de): 4 60.8,
62,7,102,4,110,7, 112,5, 115,9, 132,4, 148.4, 157,3, 161,9, 162.6, 166,8.
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4.5. DERIVADOS DE (3E)-3-(BENCILIDENAMINO)-2H-CROMEN-2-ONA (BS).

R4
R
R4 | R
o NH: Rs ~oN Ry
YOG
Ox
HO o Yo R, HO o o
R4
R, R; R; Ry4
BS-1 OH H H H
BS-2 OMe H H H
BS-3 OH OMe H H
BS-4 OMe OMe H H
BS-5 OH H OH H
BS-6 H H O(CS)N(Me), H
BS-7 OMe H H OMe

4.5.1. Procedimiento N. (E)-7-Hidroxi-3-(2-hidroxibencilidenamino)-2H-cromen-2-
ona (BS-1).

|
+ a
Ox
HO 0”0 HO 0”0
OH

63 BS-1

Condiciones: a) EtOH, reflujo 5 h.

A partir de 63 (0.56 g, 31 mmol) y o-hidroxibenzaldehido (0,38 g, 3 mmol), se
adicionaron en 10 mL de EtOH absoluto y se calentaron a reflujo por 2-4 h, a medida

que transcurria el tiempo de reaccion se formo un precipitado. Finalmente el sélido se
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lavo con un exceso de EtOH absoluto caliente obteniendo BS-1 [0,85 g, solido amarillo
palido, 80 %]. p.f. 248-250 °C; 'H RMN (DMSO-dq): 12,89 (s, 1H, O-H- -0=C),
10,62 (sa, 1H, O-H), 9.21 (s, 1H, N=CH-Ar), 8,03 (s, 1H, =C-H) 7.60 (d, 1H, Ar-H, J =
8,6 Hz), 7,55 (d, 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 7.40 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,0 Hz), 6,96 (m,
2H, Ar-H), 6,82 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 6,76 (s, 1H, Ar-H); *C RMN (DMSO-d¢): ¢
102,5, 112,1, 114,2, 117,2, 119,7, 119.8, 129.,6, 130.4, 132,2, 132,7, 134, 153,3, 158.5,
160.8, 161.6, 164.4 [75].

4.5.2. (E)-7-Hidroxi-3-(2-metoxibencilidenamino)-2 H-cromen-2-ona (BS-2).

I
N NH, ) XN N OMe
+O\ e
HO (@) 0] HO @) (@]
OMe

63 BS-2
Condiciones: a) EtOH, reflujo 4 h.

La sintesis de BS-2 se realizo a partir de 63 (0,56 g, 31 mmol) y o-metoxibenzaldehido
(0,42 g, 31 mmol) siguiendo el método N [0,80 g, solido amarillo palido, 87 %]. p.f.
232-234 °C; '"H RMN (DMSO-dy): d 10,61 (sa, 1H, O-H), 9,41 (s, 1H. N=C-Ar), 8,08
(d. 1H, Ar-H, J = 8.2 Hz), 7.88 (s, 1H, =C-H), 7,61 (m, 2H, Ar-H), 7.23 (d, 1H. Ar-H, J
=8.,0), 7,13 (t, 1H, Ar-H, J = 8,0), 6,89 (d, 1H, Ar-H, J = 8,2 Hz). 6,83 (s, 1H, Ar-H),
3.97 (s, 3H, OCHy).
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4.5.3. (E)-7-Hidroxi-3-(2-hidroxi-3-metoxibencilidenamino)-2 H-cromen-2-ona (BS-
3).

+
Ox
HO O @] OMe HO (@] @]

63 BS-3

Condiciones: a) EtOH, reflujo 4 h.

El compuesto BS-3 se sintetizo a partir de 63 (0,56 g, 31 mmol) y 2-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (0,47 g, 31 mmol) de acuerdo a la metodologia N [0,83 g, sélido
amarillo, 86 %]. p.f. 222-224 °C; '"H RMN (DMSO-dj): d 12,95 (s, 1H, O-H- -0=C).
10,63 (sa, 1H, O-H), 9.21 (s, 1H, N=C-Ar), 8,03 (s, IH, =C-H), 7.56 (d, 1H, Ar-H, J =
8.2 Hz), 7.19 (d, 1H, Ar-H, J= 8.2 Hz) 7,11 (d, 1H, Ar-H, J = 8.2 Hz), 6.89 (d, 1H, Ar-
H,J=8.2 Hz), 6,83 (d, 1H, Ar-H, J= 7.1 Hz), 6,79 (s, 1H, Ar-H), 3.81 (s, 3H, OCH;).

4.5.4. (E)-3-(2,3-Dimetoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (BS-4).

| OMe
+
Ox
HO (@] @] OMe HO O O
OMe

63 BS-4

Condiciones: a) EtOH, reflujo 4 h.

La sintesis de BS-4 fue hecha a partir de 63 (0,56 g, 31 mmol) y 23-

dimetoxibenzaldehido (0,51 g, 31 mmol) siguiendo el método N [0,93 g, solido amarillo,
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92 %. p.f. 236-238 °C; 'H RMN (DMSO-dq): 0 10,63 (sa, 1H, 0O-H), 9,35 (s, 1H, N=C-
Ar), 7,11 (s, 1H, =C-H), 7.66 (m, 2H, Ar-H) 7,30 (m, 3, Ar-H), 6.90 (d, I1H, Ar-H, J =
8.2 Hz), 6,84 (s, 1H, Ar-H), 6,74 (m, 1H, Ar-H), 3,92 (s. 3H, OCH;). 3.9475 (s, 3H,
OCH3).

4.5.5. (E)-3-(2,4-Dihidroxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (BS-5).
OH

|
NH, OH N OH
N2 o X
Ox
HO 0" o HO 0”0
OH

63 BS-5

Condiciones: a) EtOH, reflujo 4 h.

La sintesis de BS-5 se realizo a partir de 63 (0,56 g. 31 mmol) y 24-
dihidroxibenzaldehido (0.43 g. 31 mmol) de acuerdo al método N [0,91 g, solido
amarillo, 98 %]. p.f. > 320 °C; '"H RMN (DMSO-dg): J 13,36 (s, 1H. O-H- -0=C), 10.57
(sa, 1H, O-H), 10,37 (sa, 1H, O-H), 9,02 (s, 1H, N=C-Ar), 7,93 (s, 1H, =C-H), 7,52 (d,
IH, J = 8,6 Hz). 7.39 (d, 1H, J = 8,4 Hz) 6,81 (dd, 1H, J = 8,4, 2.0 Hz), 6,75 (s, 1H),
6.40 (dd, 1H, J = 8.6, 2,0 Hz), 6,28 (d, 1H, /= 2,0 Hz).
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4.5.6. (E)-4-((7-Hidroxi-2H-cromen-2-on-3-ilimino)metil)fenil-N, V-

dimetiltioncarbamato (BS-6).

NH, 0 N
~ Y
+ Y 2
Ox N
HO 0" "0 Sl HO 0" "0

63 BS-6

Condiciones: a) EtOH, reflujo 5 h.

El compuesto BS-6 fue sintetizado a partir de 63 (0,56 g, 31 mmol) y (4-N,N-
dimetiltioncarbamato)benzaldehido (0,65 g, 31 mmol) siguiendo el método M, [0.85 g.
solido amarillo palido, 80 %]. p.f. 240-242 °C; 'H RMN (DMSO-dg): 0 10,56 (sa, 1H,
O-H), 9.00 (s, 1H, N=C-Ar), 7.93 (d, 2H, =C-H, J = 8.0 Hz). 7.82 (s, 1H, Ar-H), 7.55
(d, 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 7,22 (d, 2H, Ar-H, J = 8,0 Hz), 6.81 (dd, 1H, Ar-H. .J = 8.6,
2,0 Hz), 6,76 (d, 1H, Ar-H, J = 2,0 3,37 (s, 3H, N(CHa),). 3.37 (s, 3H, N(CHs),); *C
RMN (DMSO-de): J 60,8, 62,7, 102,4, 110,7, 112,5, 115,9, 132,4, 148.3, 157.3, 161.9,
162,6, 166.8.

4.5.7. (E)-3-(2,5-Dimetoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (BS-7).
OMe

OMe
o NH2 . N OMe
+ O
HO (@] O HO O (@]
OMe
63 BS-7

Condiciones: a) EtOH, reflujo 4 h.

o




La sintesis de BS-7 se hizo a partir de 63 (0,56 g, 31 mmol) y 2,5-dimetoxibenzaldehido
(0,51 g, 31 mmol) segtin el procedimiento N [0,9 g, s6lido amarillo, 89 %]. p.f 206-208
°C; 'H RMN (DMSO-dq): 6 10,53 (sa, 1H, O-H), 9,31 (s, 1H, N=C-Ar), 7,81 (s, 1H, =C-
H), 7,54 (d, 1H, Ar-H, J = 8,2 Hz) 7,50 (s, 2H, Ar-H), 7,09 (s, 2H, Ar-H), 6,80 (d, 1H,
Ar-H, J= 8,2 Hz), 6,74 (s, 1H, Ar-H), 3,92 (s, 3H, OCHj), 3,84 (s, 3H, OCHj3).
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4.6. DERIVADOS DE 3-((E)-3-FENILACRILIL)-2H-CROMEN-2-ONA (Ch-C).

0 R4
o0
+
MeO o )Ne) Ox

R4

R, R, R; Ry
Ch-CI H H H H
Ch-C2  OH H H H
Ch-C3 H OH H H
Ch-C4 H 1" OH H
Ch-C5  OMe H H H
Ch-C6 H OMe H H
Ch-C7 H H OMe H
Ch-C8 H H OEt H
Ch-C9 H H SH H
Ch-C10 H H N(Me), H
Ch-CI1  OMe OMe H H
Ch-C12 OMe H H OMe
Ch-C13 H OMe  OMe H
Ch-Cl4 H  -OCHy -OCH, H

&

4.6.1. Procedimiento M. Preparacién de 3-cinamil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-

Cl1).

58 Ch-C1

Condiciones: a) piperidina, DCM, 10 h.

0.44 g (2 mmol) de 3-acetil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (58) y 0.21 g (2 mmol) de
benzaldehido fueron disueltos en 25 mL de DCM y a esta solucién fueron adicionados
0.5 mL de piperidina. Seguidamente se hirvié bajo reflujo y se monitoreé la reaccion

por medio de CCF por un tiempo de 10 h. La solucién fue concentrada bajo presion
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reducida y se disolvi6 en una pequeiia alicuota de DCM y luego se adiciond MeOH en
exceso para inducir la precipitacion del producto. Este procedimiento se realizd dos
veces. El precipitado fue purificado finalmente en CC en gel de silice utilizando como
fase movil DCM (Ch-C1) [0,25 g, solido amarillo, 41 %]. p.f. 190-192 °C; 'H RMN
(CDClLy): 0 8,59 (s, 1H, =C-H), 8,03 (d, 1H, Ar-CH=, J = 15,8 Hz), 7.86 (d. 1H, CO-
CH=,.J= 15,8 Hz ), 7.68 (sa, 2H, Ar-H), 7,57 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 7,41 (sa, 3H,
Ar-H), 6,91 (dd. 1H. Ar-H, J = 8.6, 1,0 Hz), 6,86 (s, 1H, Ar-H). 3,92 (s, 3H, OCHj).

4.6.2. (E)-3-(3-(2-Hidroxifenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C2).
O
jeee a
+
MeO o N %
OH

58 Ch-C2

Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 8 h.

La sintesis de Ch-C2 fue realizada a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y de o-
hidroxibenzaldehido (0,24 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,45 g, sélido
amarillo, 70 %]. p.f. 188-190 °C; 'H RMN (DMSO-dy): .6 10,44 (sa, 1H, O-H), 8,71 (s,
1H, =C-H), 8,04 (d, 1H, Ar-CH=J = 15,9 Hz), 7,92 (d, 1H, Ar-H, J = 8,8 Hz), 7.89 (d,
1H, CO-CH=, J = 15.9 Hz), 7,69 (dd, 1H, Ar-H, J= 7.7, 1,0 Hz), 7,35 (dd, 1H, Ar-H. J
=17,0,1,0 Hz), 7,12 (d, 1H, Ar-H, J= 2,2 Hz), 7.07 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,2 Hz), 7,00
(d, 1H, Ar-H, J = 8,0 Hz), 6,94 (t, 1H, Ar-H, J = 7.5 Hz), 3.96 (s, 3H, OCH3); *C RMN
(DMSO-ds): 6 56.7, 100.8, 112,5, 113,9, 116.8, 120,0, 121.8. 121.9, 124.3. 129.2. 1323,
132,6, 139,5, 148,2, 157.4, 157.8, 159.4, 165,1, 187,1.
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4.6.3. (E)-3-(3-(3-Hidroxifenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C3).

58 Ch-C3
Condiciones: a) piperidina, ACN, reflujo 8 h.

La preparacion de Ch-C3 se realizo a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y m-
hidroxibenzaldehido (0,24 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,195 g, solido
amarillo, 30 %]. p.f. 184-186 °C; '"H RMN (DMSO-ds): 6 9.68 (sa. 1H), 8,67 (s. 1H., =C-
H), 7,85 (d, 1H, Ar-CH=, J= 15,9 Hz), 7,73 (d, 1H, CO-CH=, J= 15,9 Hz), 7,62 (d, 1H,
Ar-H, J= 8.6 Hz), 7,25 (dd, 1H, Ar-H, J= 8,0 Hz), 7.13 (d, 1H, Ar-H, J = 8.0 Hz), 7,11
(s, 1H, Ar-H), 7,06 (s, 1H, Ar-H), 7,0 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 1.8 Hz), 6,85 (dd. 1H. Ar-
H. J = 8,0 Hz), 3,88 (s, 3H, OCH;); °C RMN (DMSO-dp): & 56,7, 100.8, 112.5, 114,
114.8, 118.5, 120.5, 121.6, 124.9, 130,6, 132.5, 136.4, 143.9, 148.6, 157.5, 158.2, 159.4,
165,3, 186.7.

4.6.4. (E)-3-(3-(4-Hidroxifenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C4).

O O
N s OH . - =
Ox
MeO 0~ "0 MeO 0~ ~o OH

586 Ch-C4
Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 8 h.

El' compuesto Ch-C4 fue preparado a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y p-
hidroxibenzaldehido (0,24 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,170 g, s6lido
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amarillo, 26 %]. p.f. 180-182 °C; 'H RMN (DMSO-dy): 0 8,63 (s, 1H, =C-H), 7.85 (d.
1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 7,66 (d, 1H, Ar-CH=, J = 15,9 Hz), 7.58 (d, 1H. Ar-H, J = 6.3
Hz), 7,57 (d, 1H, CO-CH=, J = 15.9 Hz), 7,07 (s, 1H, Ar-H), 7,01 (d, 1H, Ar-H, J = 8.6
Hz), 6.83 (d, 1H, Ar-H, J = 8.3 Hz), 3.88 (s, 3H, OCH3); “C RMN (DMSO-dy): & 56.7.
100,8, 112,6, 113.,9, 116,3, 116,5, 121,7, 122,0, 126,1, 131,3, 132.3, 132.6, 144.5, 148.0.
157.3, 159.4, 160.8, 165,0. 186.8.

4.6.5. (E)-7-Metoxi-3-(3-(2-metoxifenil)acrilil)-2H-cromen-2-ona (Ch-C5).

58 Ch-C5
Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 9 h.

La sintesis de Ch-CS fue realizada a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y de o-
metoxibenzaldehido (0,27 g, 2 mmol), de acuerdo al procedimiento M [0,330 g, solido
amarillo palido, 49 %]. p.f. 184-186 °C; 'H RMN (CDCls): ¢ 8.56 (s, 1H, =C-H), 8.21
(d, 1H, Ar-CH=, J = 15,8 Hz), 8,04 (d, 1H, CO-CH=, J= 15,8 Hz), 7,71 (d. 1H, Ar-H, .J
=7.,6 Hz), 7.56 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 7,37 (t, 1H, Ar-H, J=7.9), 6,98 (t, 1H, Ar-H.
J=17,7Hz), 6,92 (d, 1H, Ar-H, J = 8,2 Hz), 6.90 (d, 1H, Ar-H, J = 8,5 Hz), 6,85 (s, 1H,
Ar-H), 391 (s, 6H, 2 OCHj3); "C RMN (DMSO-dy): & 55.6, 56,0, 100.4, 111,2, 112.5,
113,7, 120.,8, 121,9, 124,1, 1246, 129.3, 131,3, 132, 1399, 148.2, 157.6, 159.0, 159.8,
165,0, 186.8.
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4.6.6. (E)-7-Metoxi-3-(3-(3-metoxifenil)acrilil)-2 H-cromen-2-ona (Ch-C6).

58

Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 9 h.

La preparacion de Ch-C6é se realiz6 a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y m-
metoxibenzaldehido (0,27 g 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0.280 g, sdlido
amarillo, 42 %]. p.f. 164-166 °C; 'H RMN (CDCls): 0 8.58 (s. 1H, =C-H), 7.99 (d, 1H,
Ar-CH=, J= 15,9 Hz), 7.82 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,9 Hz), 7.57 (d. 1H. Ar-H, J = 8.0
Hz), 7,35-7.25 (m, 2H, Ar-H), 7,18 (s, 1H, Ar-H) 6,96 (dd, 1H, Ar-H. J = 8.0, 2.0 Hz),
6,91 (dd, 1H, Ar-H, J= 8.8, 2,0 Hz), 6,85 (d. 1H, Ar-H, J= 2,0 Hz), 3.83 (s, 3H, OCH3).
3,76 (s, 3H, OCH3); °C RMN (CDCly): J 55,8, 56,5, 1008, 112,8, 113.9, 114.3, 117.1,
121,7,122,0, 1249, 130,3, 131,8, 136.8, 144.,8, 149,0, 158.1, 160.2, 160,3, 165.8, 186.8.

4.6.7. (E)-7-Metoxi-3-(3-(4-metoxifenil)acrilil)-2H-cromen-2-ona (Ch-C7).

Mﬁ 07T
MeO OMe

58 Ch-C7

Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 9 h.

El compuesto Ch-C7 fue preparado a partir de 58 (0.44 g, 2 mmol) y p-
metoxibenzaldehido (0.27 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,26 g, sélido
amarillo palido, 39 %]. p.f. 158-160 °C: 'H RMN (CDCl3): 0 8,49 (s, 1H, =C-H), 7,90
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(d. 1H, Ar-CH=, J = 15,9 Hz), 7,73 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,9 Hz), 7,66 (d, 1H, Ar-H, J
= 8,0 Hz), 7,56 (d, 1H, Ar-H, J= 8,8 Hz), 6,93 (d, 1H, Ar-H, J = 8.0 Hz), 6.91 (dd, 1H,
Ar-H, J = 8.8. 2,0 Hz), 6.85 (d, 1H, Ar-H, J= 2,0 Hz), 3,83 (s, 3H, OCH3), 3,76 (s, 3H,
OCH;); *C RMN (CDCls): d 57,2, 57.8,102,0, 114.2, 115.5, 116.1, 123.4, 123.6, 129.6.
132,5,133,0, 146,3. 150,0, 159.4, 161.6. 163.5, 166.8, 188.0.

4.6.8. (E)-7-Metoxi-3-(3-(4-etoxifenil)acrilil)-2 H-cromen-2-ona (Ch-C8).

0 0
O. P~
= Et a N
5 Et
MeO o (s T MeO 0~ 0 o

58 Ch-C8

Condiciones: a) piperidina, ACN, reflujo 5 h.

La sintesis Ch-C8 fue realizada a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y p-etoxibenzaldehido
(0.3 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,31 g, solido amarillo palido, 44 %].
p.f. 168-170 °C; 'H RMN (CDCl5): 6 8,54 (s, 1H, =C-H), 7.87 (d, 1H, Ar-CH=, J = 15,7
Hz), 7.80 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,7 Hz), 7,60 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 7,53 (d. 1H,
Ar-H, J = 8.6 Hz), 6.88 (d, 1H, Ar-H. J = 8,6 Hz), 6,82 (s, 1H, Ar-H), 4,05 (q, 2H, O-
CH,-CH3, J = 6,8 Hz), 3,89 (s, 3H, OCH;), 1.4 (t, 3H, -CHs, J = 6,8 Hz): "C RMN
(CDCly): 6 15,2, 56,4, 64,1, 100.7, 112,9, 1142, 115.2, 122, 122.2, 128, 131.2, 1317,
145, 148.7, 158, 160.2, 161,7, 165.5, 186.6.
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4.6.9. (E)-7-Metoxi-3-(3-(4-(metiltio)fenil)acrilil)-2 H-cromen-2-ona (Ch-C9).

0 0
X Me X =
- 5 E
MeO 07 0T MeO 0~ 0 Me

58 Ch-C9

Condiciones: a) piperidina, ACN, reflujo 3h.

El compuesto Ch-C9 se sintetizo a partir de 58 (0.44 g, 2 mmol) y p-
metiltiobenzaldehido (0,27 (2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0,305 g, solido
amarillo, 43 %]. p.f. 196-198 °C; 'H RMN (CDCls): J 8,58 (s, 1H, =C-H), 7.97 (d, 1H,
Ar-CH=, J = 15.7 Hz), 7.81 (d., 1H, CO-CH=, J = 15,7 Hz), 7,58 (d, 1H, Ar-H, J = 8,6
Hz), 7.56 (d. 2H, Ar-H, .J = 8.6 Hz), 7.23 (d. 2H, Ar-H, J = 8,6 Hz), 6,90 (dd, 1H. Ar-H,
J= (8.6, 2,0), 6,84 (d, 1H, Ar-H, J = 2,0 Hz), 3,91 (s, 3H, OCH3), 2,50 (s, 3H, SCH;3);
(CDCl5): o 15,5, 56.4, 100,8, 112,9, 1143, 121,9, 123,6, 126,3, 129.6, 131,7, 131,9,
142.9, 1444, 148.8, 158,1, 160.2, 165.5, 165.6, 186.7.

4.6.10. (E)-3-(3-(4-(Dimetilamino)fenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona  (Ch-
C10).

0 | o)
X N E =
# 2
MeO o o T MeO 0" o N~

58 Ch-C10

Condiciones: a) piperidina, ACN, reflujo 4 h.

La preparacion de Ch-C10 fue hecha a partir de 58 (0.44 g, 2 mmol) y p-
dimetilaminobenzaldehido (0,27 g, 2 mmol) de acuerdo al procedimiento M [0.15 g.
solido rojo, 22 %]. p.f 220-222 °C; 'H RMN (CDCls): 4 8.56 (s. 1H, =C-H), 7,96 (d, 1H,
Ar-CH=, J = 15,7 Hz), 7,80 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,7 Hz), 7,58 (d, 1H, Ar-H, J = 8.8
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Hz), 7.54 (d, 2H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 6.88 (d. 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,2 Hz), 6,84 (d, 1H, Ar-
H, J = 2.2 Hz), 6,67 (d, 2H, Ar-H, J = 8.8 Hz), 3,90 (s, 3H, OCH3), 3,04 (s, 6H,
N(CHs)): °C RMN (CDCly): o 40,5, 56.4, 64,1, 100,7, 1122, 113.0, 114,0, 119.3,
122.6, 1233, 131.4, 131.5, 146.4, 148.2, 152.6, 157.9, 160.3, 165.2, 186.4.

4.6.11. (E)-3-(3-(2,3-Dimetoxifenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C11).

0
\ a
+ Ow
MeO o "0 OMe MeO

OMe

58 Ch-C11
Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 7 h.

El compuesto Ch-C11 se sintetiz6 a partir de 58 (0.44 g, 2 mmol) y 2.3-
dimetoxibenzaldehido (0,33 g, 2 mmol) de acuerdo a la metodologia M, [0,435 g, s6lido
amarillo luminoso, 59 %]. p.f. 184-186 °C: 'H RMN (CDCls): 4 8,57 (s. 1H, =C-H),
8,18 (d, 1H, Ar-CH=,.J= 16,0 Hz), 8,02 (d, 1H, CO-CH=, J = 16,0 Hz), 7,57 (d, 1H, Ar-
H.J = 8.6 Hz), 7.36 (d, 1H, Ar-H, J = 7.9 Hz), 7,09 (t, 1H, Ar-H, J= 8,1 Hz), 6,97 (d.
1H, Ar-H, J = 7,9 Hz), 6,90 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2.0 Hz), 6.84 (d, 1H, Ar-H, J=2,0
Hz), 3.92 (s, 3H, OCHs), 3.91 (s. 3H, OCHjs), 3.89 (s, 3H, OCH;); *C RMN (CDCly): 6
55,9, 56,0, 61,2, 1004, 112,4, 113.4, 114.4, 119.9, 121.6, 124.2, 125.6, 129.2, 131,3,
1391, 148.4, 149.2, 153,2, 157,7, 159.7, 165.1, 186.7.
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4.6.12. (E)-3-(3-(2,5-dimetoxifenil)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C12).

0O OMe 9]
00 O— L™
+
MeO 0~ o Ox MeO 0~ 0 MeO
OMe
58 Ch-C12

Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 7 h.

La preparacion de Ch-C12 fue hecha a partir de 58 (0.44 g. 2 mmol) y 2.4-
dimetoxibenzaldehido (0.33 g, 2 mmol) segiin método M [0.45 g, solido amarillo
luminoso, 62 %]. p.f. 174-176 °C; "H RMN (CDCls): 4 8,52 (s, 1H, =C-H), 8.14 (d, 1H,
Ar-CH=, J= 15,6 Hz), 7.97 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,6 Hz), 7.51 (d, 1H, Ar-H, J = 8.8
Hz), 7.19 (dd, 1H, Ar-H, J= 8.3, 1,6 Hz), 6,92-6,97 (m. 4H. Ar-H), 3.89 (s, 3H, OCHj3),
3,84 (s. 3H, OCH;), 3.79 (s, 3H, OCH3); “C RMN (CDCl3): 6 58,4, 58.6, 58.8, 102.9,
115.,1, 1159, 116.3, 116.,5, 120,5, 127.3, 133.9, 134,1, 142.2, 1504, 150,8, 156,1, 156.2,
160.2, 162.4, 167.6. 189.3.

4.6.13. (E)-3-(3-(3,4-Dimetoxifenil)acrilil)-7-metoxi-2 H-cromen-2-ona (Ch-C13).

) 0
+
Ox
MeO (@] (@] MeO (@] (@] OMe

OMe

58 Ch-C13

Condiciones: a) piperidina, DCM, reflujo 7 h.

La sintesis Ch-C13 fue hecha a partir de 58 (0,44 g, 2 mmol) y 34-
dimetoxibenzaldehido (0,33 g, 2 mmol) de acuerdo al método M [0,42 g, solido amarillo
luminoso, 57, %]. p.f. 182-184 °C:'H RMN (CDCl3): 0 8,54 (s, 1H, =C-H), 8,17 (d, 1H,
Ar-CH=, J = 15,9 Hz), 8,00 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,9 Hz), 7.55 (d. 1H, Ar-H, J = 8,6
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Hz), 7.21 (d, 1H, Ar-H, J = 1,0 Hz), 6,93 (dd. 1H, Ar-H, J = 9,0, 1,0 Hz), 6,89 (dd, 1H.
Ar-H, J = 8.6, 2.0 Hz), 6,85 (d. 1H, Ar-H, J = 9.0 Hz), 6,83 (d, 1H, Ar-H, J = 2.0 Hz),
3,91 (s, 3H, OCH3), 3,87 (s, 3H, OCH3), 3.81 (s, 3H, OCHs); °C RMN (CDCl5): J 56.0,
1003, 1104, 111.1, 112,5, 113.8, 121.6, 122,1, 123.8, 128,1, 1313, 144.,7, 148.3, 149.3,
151.,6, 157.6. 159.9. 165.1, 186,1.

4.6.14. (E)-3-(3-(Benzo|d]|1,3]dioxol-5-il)acrilil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-
C14).

AN
/@ﬁoﬂ>
MeO (@] (0]

68

Condiciones: a) piperidina, ACN, reflujo 7 h.

El compuesto Ch-C14 se sintetizo a partir de 68 (0,44 g, 2 mmol) y piperonal (0,3 g, 2
mmol) segun el procedimiento M [0,29 g, solido amarillo, 41 %]. p.f 178-180 °C; 'H
RMN (DMSO-dy): 0 8.62 (s, 1H, =C-H), 7.83 (d, 1H, Ar-H, J = 8.6 Hz), 7.63 (d, 1H,
Ar-CH=, J =159 Hz). 7,56 (d, 1H, CO-CH=, J = 15,9 Hz), 7,33 (s, 1H, Ar-H), 7.25 (d,
1H, Ar-H, J = 8.0 Hz), 7,06 (sa, 1H, Ar-H), 7,00 (dd, 1H, Ar-H, J = 8.6, 2,0 Hz), 6,97
(d. 1H, Ar-H, J= 8,0 Hz), 6,07 (d, 2H, O-CH,-0, J,, = 2.0 Hz), 3,87 (s, 3H, OCHz).

4.7. DETERMINACION ESTRUCTURAL CRISTALOGRAFICA.

El solido fue cristalizado en EtOH, dando como resultado unos cristales amarillos. La
coleccion de los datos de intensidad se llevo a cabo con el programa SMART.® El
refinamiento de la celda y la reduccion de datos fueron realizados por el Dr. Antonio
Galdamez usando SAINT [76]. El paquete de programas cristalograficos SHELXL

fueron usados para resolver y refinar la estructura [77]. Los atomos de hidrogeno fueron
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determinados a partir del mapa de densidad electronica y de refinados libremente, Los
programas DIAMOND y PLATON [78, 79], fueron utilizados para editar el material

cristalografico.
4.8. FOTOFISICA.

4.8.1. Excitacion.

Los espectros de absorcion fueron registrados en una solucién de buffer HEPES 20 mM
a un pH de 7,4 (para los compuestos Q51, Q52, Q53 y Ch-C1) o ACN (para los
compuestos BS1, BS2, BS3, BS4, BSS5, BS6 y BS7). Las mediciones se hicieron
utilizando espectrometros de UV-Vis Perkin-Elmer Lambda 11 y Varian Cary® 50. Los
espectros se registraron a diferentes concentraciones (10 uM para Q51, Q52, Q53, BS1,
BS2, BS3, BS4, BS5, BS6, BS7 y Ch-C1), y con los diferentes iones a 200 uM para
observar su comportamiento en forma preliminar, para después estudiar el

comportamiento en funcién de la concentracion del i6n en casos especificos.
4.8.2. Estudio de fluorescencia y estudio de afinidad por iones metalicos.

A los compuestos Q51, Q52, Q53 y Ch-C1 se les registraron los espectros de emision
en una solucién buffer de HEPES 20 mM a un pH de 7,4 y BS1, BS2, BS3, BS4, BSS,
BS6 y BS7 en ACN, utilizando un espectrofluorimetro ISS PC1 o Edinburgh
Instruments FLS900, excitando a diferentes longitudes de onda, seguidamente se realizé
un estudio de apagamiento y/o aumento de la intensidad de la fluorescencia de los
compuestos por iones Fe+2, Fe* , Ca+2, Cu+2, C0+2, Mg+2, Mn+2, Zn+2., Cd+2, Pb*? y Hg+2

a 200 pM.
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4.8.3. Célculo de rendimiento cudntico (D).

El rendimiento cudntico fue determinado usando como patrén sulfato de quinina en una
solucién de H,SO4 0,5 M (@, = 0,546) y fue calculado utilizando la ecuacion 4 como se
reporta [80-83]: )

@ = O, (AFJ/AF MM (Ec. 4)

Donde, s y r denotan muestra y referencia, A es absorbancia, F es la relacién integrada

de la intensidad fluorescente y 1) es el indice de refraccion del solvente.
4.8.4. Desactivacion de la fluorescencia.
Se analizd mediante la relacion de Stern-Volmer:
Donde K es la constante de Stern-Volmer [84], que estd relacionada con la
accesibilidad del fluoréforo al apagador (mayor accesibilidad, mayor Kg), y cuando la
extincion es colisional (dindmico) es igual al producto de la constante cinética de
reaccion entre el estado excitado y el apagador (Kg) v el tiempo de vida media del
fluordioro (1) (Ecuacion 5) [85, 86].

st = Kq- Tﬂ (EC. 5)

4.8.5. Determinacion de las constantes de asociacion.

La constante de asociacion K, de los compuestos Q51, Q52, Q53 y BS-7 fué

determinada mediante la ecuacion de Benesi-Hildebrand (ecuacion 5) [87-90]:
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1/(F'F()) = ]/(Fmax‘FU) + ]/(Fmax'F()) *1/Ka [Fe] (EC S)

Donde F es la intensidad de la fluorescencia a la longitud de onda de emision (nm) de
los compuestos dada cualquier concentracion del metal, F; es la intensidad de
fluorescencia en ausencia del metal, y Fi,ax €s la maxima intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda de emision (nm) de los compuestos en presencia del metal en solucion.
La constante de asociacion (K,) fue evaluada graficamente empleando el grafico de 1/(F-
Fy) contra 1/[M], los datos se ajustaron de forma lineal de acuerdo a la Ec. 1 y los

valores de K, fueron obtenidos de la pendiente y el intercepto de la linea.
4.8.6. Determinacion de la estequiometria de asociacion.

La determinacion de la estequiometria de asociacion entre los ligandos y los metales
utilizé el método de Job o de la variacion continua [91, 92], para un equilibrio donde se
forma un complejo entre un ligando (L) y el metal. La representacion grafica de la

concentracion del complejo [MmLn] en funcién de la fraccion molar (X) del ligando da
1

lugar a una curva con un maximo situado a: m/n +1 ,siendo X:
Ml
[L]+ [M]

X

Para aplicar el sistema se grafica la variacion de la intensidad de fluorescencia del
ligando por la fraccion molar del mismo en el eje Y (I-Iy) en funcion de dicha fraccion

molar en el eje X. El maximo de la curva nos indica la estequiometria para el sistema.
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4.9. BIOLOGIA.
4.9.1. Cultivo celular para la determinacion de Fe.

4,9.1.1. Condiciones de cultivo.

La linea celular SH-SY5Y (CRIL-2266, American Type Culture Collection, Rockville,
MBD) fue cultivada por la Dra. Natalia Mena bajo humedad, a 37 °C en 5% de CO,, en el
medio DMEM + F12, suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), 10
unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina y 10% de aminodcidos no

esenciales. El medio fue cambiado cada 2 dias [93].

4.9.1.2. Fluorescencia basal.

Inicialmente las células SH-SY5Y fueron tratadas durante 24 h con 20 pM Fe-NTA
(nitrilotriacetato férrico). Luego se agregan las sondas Q51, Q52 y Q53 (5-10 pM por 20
min), registrindose una fluorescencia basal. Posteriormente, se afiade el quelante de
hierro bipiridilo (5 pM), el cual compite con la sonda por el hierro, produciéndose un
cambio en la fluorescencia. La diferencia de fluorescencia es un indicador de la cantidad
de hierro captado por la sonda. Finalmente, para corroborar que los efectos se deben a
cambios dados por diferentes niveles de hierro en cada sonda, es que se adiciona FAS
(sulfato amoniacal de hierro), obteniéndose nuevamente una baja en la fluorescencia

(control).
4.9.2. Cultivo celular e imagenologia de fluorescencia para determinacién de Cu'?,
Células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y (CRL-2266, American Type Culture

Collection, Rockville, MD) fueron cultivadas por la Dra. Natalia Mena en medio MEM-

F12 suplementado con 10% SBF, aminoacidos no esenciales, mezcla de antibidticos-
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antimicéticos; y buffer de HEPES 20 mM, pH 7,2. El medio fue reemplazado cada dos
dias [93].

Las células fueron tratadas con la sonda BS-7 (10 pM, 20 min), seguidamente las células
son lavadas y la fluorescencia basal fue medida. Después, las células fueron incubadas
con Cu-His (200 puM, 15 min) y la fluorescencia fue obtenida usando un lector de

fluorescencia en microplacas y por microscopia de fluorescencia.

4.9.3. Cultivo celular e imagenologia de fluorescencia para determinacion de tioles

endogenos.

Células de neuroblastoma humano SH-SYSY (CRIL.-2266, American Type Culture
Collection, Rockville, MD) fueron cultivadas por la Dra. Natalia Mena en medio MEM-
F12 suplementado con 10% SBF, aminoécidos no esenciales, mezcla de antibi6ticos-
antimicoticos, y buffer de HEPES 20 mM, pH 7.2. El medio fue reemplazado cada dos
dias. Las células fueron tratadas con N-acetilcisteina (NAC) 30 mM o cisteina (Cys) 5
mM. Las células fueron incubadas por 20 min con Ch-C1 y Ch-C2 5 pM y la
fluorescencia fue medida usando un lector de fluorescencia en microplacas y por

microscopia de fluorescencia [93].
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5. RESULTADOS Y
DISCUSION
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5.1. SINTESIS.

En el presente trabajo se propuso la sintesis de derivados de 2H-cromen-2-ona
(cumarinas) como intermediarios para sintetizar los productos finales (sondas
fluorescentes). Estos compuestos fueron escogidos como el profluordforo por su
pequefio peso molecular, por ser biocompatibles y féacilmente manipulables
sintéticamente. Una de las prioridades fijadas era obtener cumarinas sustituidas en las
posiciones C-3 y C-7. En la posicion C-7 se pretendié especialmente tener un grupo
dador de electrones como OH. Este es un requerimiento necesario para generar un
fuerte impacto en la fluorescencia [94, 95]. Para la obtencioén de los fluoréforos se
utilizaron dos rutas sintéticas ya conocidas: las condensaciones de Pechmann [96-99] y
de Knoevenagel [100-102], ambas rutas llevan a la sintesis de 7-hidroxicumarinas, pero
cada método utilizado produce un patrén de sustitucion distinto en el anillo de la a-
pirona. La condensacidon de Knoevenagel produce compuestos sustituidos en el C-3 (54
- 63), mientras que la condensacion de Pechimann genera compuestos sustituidos en el
C-4 (64 - 70). Los patrones de sustitucién modifican los espectros de 'H RMN de las
cumarinas. Las sustituidas en C-3 presentan la sefial del H-4 a campo bajo debido al
desapantallamiento que presenta este proton, mientras que en las cumarinas sustituidas

en C-4 el H-3 resuenan a campo mads alto (Figura 6).

A H H
H 2.,
H4
T Ba 2
s O of QO s :
1[ HU
H R
B H ‘\a H

H3
HO™7 () 2
‘l'l ? H8 .
H5
Ju Hg
] NS RN XY K R) 84 A KD Kr K3 M3 FB AP T SS 0 BT I FL 7R M% 04 A7 66 &3 43 W0 47 41 4e
gpen)

Fig. 6. Espectros caracteristicos de 7-hidroxicumarinas sustituidas en C-3 y C-4,
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Los espectros de '"H RMN de las cumarinas sintetizadas se encuentran resumidos en las

Tablas la y 1b.

Con las cumarinas sintetizadas se evalud los posibles fluoroforos y partiendo de ellas se
sintetizaron los compuestos finales que han sido divididos en tres grupos denominados
cumarinas modificadas con TRIS (2-amino-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol) (73 - 74),

derivados de bases de Schiff ((3E)-3-(bencilidenamino)-2/H-cromen-2-onas) (75) y

chalcocumarinas ((3-((£)-3-fenilacriloil)-2 H-cromen-2-onas) (76).
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Algunas de las cumarinas sintetizadas se lograron cristalizar, Entre éstas se cuenta el
monohidrato del 7-hidroxicumarin-3-carboxilato de etilo 54 [103], el cual consiste en
una molécula C;3H;¢Os con una molécula de agua de cristalizacion. Una perspectiva de
J]a estructura molecular con los atomos etiquetados se muestra en la Figura 7. Una
bisqueda en la Cambridge Structural Database (CSD version 5.31, August 2010)
muestra algunos compuestos similares como el 7-hidroxi-4-cumarinacetato de etilo
[CSD refcode SICREB (Subramanian et al., 1990)] y el monohidrato del acido 7-
hidroxi-4-cumarina [CSD refcode SICRIF (Sivakumar et al., 1990)] [104, 105].

Fig. 7. Estructura cristaiina de 54.

En total, de las cumarinas modificadas con TRIS se sintetizaron tres (Q51 - Q53), de los
derivados de bases de Schiff siete (BS-1 — BS-7) y de las chalcocumarinas catorce (Ch-
C1 - Ch-C14),

31




5.1.1. Ruta sintética para obtener los derivados de TRIS.

Los derivados de TRIS se sintetizaron en tres pasos (Esquema 1). La purificacion de
cada producto fue muy simple y se logré con rendimiento del 70 % en el caso de obtener
solamente Q51 y del 39 % y 27 % para Q51 y Q52 respectivamente. Para obtener los
compuestos Q51 y Q52 se parte del resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) y acido citrico
pretratado con H»SO4 para inducir su descarboxilacion en el C-2. Se adiciona el
resorcinol predisuelto en H>SO4 a 0°C, gota a gota, para evitar polimerizaciones. En
este paso es crucial el control de la temperatura. De esta manera fue sintetizado el
compuesto 64, el que fue esterificado en condiciones de Fischer-Speier [106]. Una vez
preparado el compuesto 65 se hizo reaccionar con 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-

diol.

O O
OH O/Et
/@\ a = b = c
HO OH HO 0" "0 HO o "0
64 65
0 OH 0] OH
~ O-;-l Y HO
HO O "0 HO O 0
Q51 Q52

Esquema 1. Sintesis de Q51 y Q52. Condiciones: a) dcido citrico, H,S0,. agitacion 48 h., b) EtOH. H,S0,. reflujo 5-
8 h.. ¢) EtOH. TRIS, reflujo 48 h.

Este paso ocurre rapidamente entre el éster de la cumarina y el grupo amino del TRIS
utilizando como solvente EtOH, precipitando espontdneamente el producto de reaccion.

Sin embargo, dejando proseguir la reaccion y evaporarse un poco el solvente, comienza
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a formarse el compuesto Q52 caracterizado espectroscopicamente y no reportado en la
bibliografia. Un hipotético esquema mecanistico de la reaccion supone la formacion de
Q51 previo a la formacion del compuesto Q52. Este ualtimo puede formarse

presumiblemente por rearreglo molecular (Esquema 2) bajo control cinético.

H
0 o 0 o o) OH
.l. /%\Cll') @%OH 0 NH,
x :Ka X \‘Hu X HO
HO Q 0 HO o "0 HO o "0
Q51 Q52

Esquema 2. Posible mecanismo para la obtencion de Q52.

El compuesto Q51 ha sido reportado [74] como sustrato fluorescente para la
determinacion de actividad enzimatica de tipo galactosidasa, pero su uso como sonda

fluorescente para iones no ha sido descrito.

El compuesto Q53 se sintetizd de manera muy similar a los compuestos Q51 y Q52.
Para obtener dicho compuesto se partié del resorcinol que mediante una formilacion de
Vilsmeier-Haack, dio un tinico compuesto (2,4-dihidroxibenzaldehido) con rendimiento
del 88 %. Este ultimo compuesto se hizo reaccionar con malonato de dietilo utilizando
una condensacion de Knoevenagel obteniendo el compuesto 54. Seguidamente se hizo
una amidacion mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica entre el TRIS y la
funcion éster de la cumarina, obteniendo el compuesto Q53 como tnico producto con un

rendimiento de 76 %(Esquema 3).
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Esquema 3. Sintesis de Q53. Condiciones: a) POCl;. DMF, ACN.: b) Malonato de dietilo. piperidina, AcOH, EtOH,

70 °C. 6 h., ¢) EtOH. TRIS, reflujo 48 h.

Los espectros de 'H RMN de los compuestos Q51 (Anexo la) y Q53 (Anexo 3a) son

muy similares y ellos presentan una sefial particular que los identifica: el proton amidico

aparece a campo bajo muy cerca de la region de los protones aromaticos (Figura 8).
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Fig. 8. Espectros de 'H RMN sefial mostrando las sefiales de los protones amidicos de los compuestos

Q51 y Q53.
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Estos espectros también tienen en comiin la presencia de sefiales a campo alto tipicas de
metilenos equivalentes correspondientes al TRIS, y asi mismo la presencia de sefiales a
campo bajo propias de protones del anillo aromatico de la cumarina. El compuesto Q52
(Anexo 2a) presenta un espectro muy diferente en la region alifatica debido a que sé6lo
dos de los metilenos son equivalentes. Asimismo aparece una nueva sefial propia de los

protones del grupo amino.

Los espectros de >C RMN presentaron sefiales tipicas de atomos de carbono con
-hibridacion sp2 y sp3 . Los espectros de los compuestos Q51, Q52 y Q53 se encuentran
en los Anexos Ib, 2b y 3b. Y en la tabla 2 se consignan los desplazamientos quimicos

de protones 'y carbonos de cada uno de los  compuestos.
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Tabla 2. Asignaciones de las sefiales 'H RMN y 13C RMN de Q51 - Q53.

Posicion Q51 Q52 Q53
'H RMN "“C RMN '"H RMN BC RMN 'H RMN 5C RMN
2 162,0 161,7 166,8
3 6,17 (s, 1H, 111,7 6.30 (s, 1H. 111.6 112.5
=C-H) =C-H)
4 155.5 155.4 8.98 (s, 1H, 148.4
=C-H)
4a 113.5 113.4 115,9
5 7.62 (d, 1H, 127.3 7.63 (d, 1H, 127,3 T.72:(d; TH; 1324
Ar-H, J=8.6 Ar-H,J=8.8 Ar-H. J= 8.6
Hz) Hz) Hz)
6 6.75 (dd. Ar- 111,8 6,77 (dd, 1H, 1116 6,78 (dd. 1H, 110,7
H, 1H,J= Ar-H, J=8.8. Ar-H, J = 8,6,
8.6. 2.0 Hz) 2.0 Hz) 2,0 Hz)
) 160,8 10,58 (sa, 1H, 160,1 161,9
0-H)
8 6,69 (d, 1H, 102,7 6.71 (d, 1H, 102,7 6,68 (d, 1H, 1024
Ar-H.J=2,0 Ar-H,J=2,0 Ar-HJ=2,0
Hz) Hz) Hz)
8a 152,1 151,2 157.3
1° 3,70 (s, 2H, - 3,78 (s, 2H, - 31,2 162.,6
CH»-) CHy-)
23 169,3 163,1 8,74 (s, 1H,
CO-NH-)
3 7.65 (s, 1H, 62,7
N-H)
4’ 60.8 4,10 (s, 2H, - TL2 3,63 (s, 6H, - 60,8
CHy-) CH;-), 4,78
(sa, 3H, O-H)
5 3,55 (s, 6H., - 63,0 3.43-3.30 (m, 64.2 3,63 (s. 6H, - 60,8
CH,-OH). 2H, -NH»-) CH,-). 4,78
4,70 (sa, 3H, (sa, 3H, O-H)
0-H)
6’ 3,55 (s, 6H, - 63.0 3.43-3,30 (m, 7 Al 3.63 (s. 6H, - 60,8
CH»-OH), 2H, -CH,-) CH,-), 4,78
4,70 (sa, 3H, (sa, 3H, O-H)
0-H)
T 3,55 (s, 6H. - 63.0 3.43-3.30 (m, 71,1
CH,-OH). 2H, -CH;-)
4.70 (sa, 3H,
0O-H)

5.1.2. Ruta sintética para obtener derivados de (3E)-3-(bencilidenamino)-2H-

cromen-2-ona.

El segundo grupo de compuestos estudiados son derivados de bases de Schiff de la 3-

amino-7-hidroxicumarina ((3E)-3-(bencilidenamino)-2H-cromen-2-onas). Estos fueron
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sintetizados por una sola ruta en 4 pasos (Esquema 4). Para obtener la aminocumarina

se utilizd N-acetilglicina o CBZ-glicina obteniendo el mismo producto final con

rendimientos semejantes.

Los rendimientos de la formacion de imina son muy buenos, variando entre un 80-98 %o,

dependiendo de la sustitucion del anillo aromatico (Esquema 4).

H

N
O\a /E;r\\\c)b )\/@\IY
HO OH HO OH o~ 0 O OO

R4
R3
R4 | Rz
+
Ox
HO 0" Yo R, HO 0 Yo
R4
Ry R; R; Ry
BS-1 OH H H H
BS-2 OMe H H H
BS-3 OH OMe H H
BS-4 OMe OMe H H
BS-5 OH H OH H
BS-6 H H O(CS)N(Me), H
BS-7 OMe H H OMe

Esquema 4. Sintesis de BS-1 — BS-7. Condiciones: a) Acetilglicina. anhidrido acético. acetato de sodio anhidro. b)
HCI/H,0 2:1 reflujo. 2 h. ¢) EtOH. reflujo.

Los espectros de '"H RMN de los compuestos BS-1 — BS-7 (Anexos 4 - 10) son muy
similares y ellos también presentan una sefial particular que los identifica, el protén

iminico aparece a campo bajo a 6 entre 8,0 y 9.0 Hz (Figura 9), el cual varia
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-

dependiendo de los sustituyentes presentes en el anillo aromdtico. En la tabla 3 se

presentan todas las asignaciones espectrales de RMN de los 7 compuestos.
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Fig. 9. Espectro de 'H RMN de BS, destacando la seftal del protén de la imina.
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5.1.3. Ruta sintética para obtener derivados de ((3-((E)-3-fenilacrilil)-2H-cromen-2-

ona).

La sintesis de las chalcocumarinas (Ch-C1 — Ch-C14) se logré mediante una ruta en 4

pasos sintéticos. (Esquema 5).

OH

MeO

Ch-C1
Ch-C2
Ch-C3
Ch-C4
Ch-C5
Ch-Cé6
Ch-C7
Ch-C8
Ch-C9
Ch-C10
Ch-C11
Ch-C12
Ch-C13
Ch-C14

H H H
OH H H

H OH H

H H OH
OMe H H

H OMe H

H H OMe

H H OEt

H H SH

H H N(Me),
OMe OMe H
OMe H H

H OMe OMe

H -OCH;- -OCH,-

o
e ks chl o oo ol ol e ol o ol oo e o

(9]

Esquema 5. Sintesis de Ch-C1 — Ch-C14. Condiciones: a) POCl;, DMF, ACN.: b) Acetoacetato de etilo. piperidina.
AcOH. EtOH. reflujo 6 h.: ¢) Me,S0O,. K,COs, DME.: d) piperidina,. DCM y/o ACN. reflujo 3-12 h.

Los espectros de 'H RMN de los compuestos Ch-C1 — Ch-C14 (Anexos 11 - 24)

presentan patrones de desplazamientos quimicos muy similares con una sefial particular

que identifica este tipo de moléculas, los protones vinilicos vecinos a la cetona o,p-

insaturada aparecen a campo bajo muy cercano de la region de los protones aromaticos
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presentando dos dobletes con § variable entre 8,0 y 7,0 con Jip = 15,9 Hz, demostrando
su relacion trans (Figura 10). En la tabla 4 se presentan todas las asignaciones de los 15

compuestos.

_—
-4
i
-t
-t
-—Far
-y
-t

.

MeO 0
I-Y?} l.;ﬂ la‘l! 4 833 KW l‘ﬂ! 248 LY KN A1 A l'.;u l;” [ -] n.:n !'.lll T A3 7RO T 1.'?0 ?.'l! 2o 1;5 !30

. v —p— O et
L] a2 { "

Fig. 10. Espectro de '"H RMN destacando las sefiales de los protones vecinos al carbonilo del fragmento

cinamilo de los compuestos Ch-C.
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5.2. FOTOFISICA.

5.2.1. Estudio fotofisico de N-(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2-(7-
hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)acetamida (QS51).
OH

o]
H
H O
X OH
HO o "0
Q51

El estudio realizado sobre los compuestos Q51, Q52 y Q53 mostré caracteristicas
espectroscopicas muy similares (Tabla 5). En la mayoria de las moléculas de esta
familia esta presente un grupo dador de electrones en el C-7, especialmente OH. Por lo
tanto revisaremos el efecto de la funcion hidroxilo en estos compuestos [107, 108]. El
compuesto Q51 mostré un espectro de absorcion con un mdximo en 330 nm y un
hombro cerca de 370 nm (Grafico 1). Los estudios espectroscopicos de absorcion de 7-
hidroxicumarinas no son concluyentes debido a que esta familia de compuestos
presentan bandas de absorcion desde 320-400 nm, y el desplazamiento al rojo aumenta a
medida que el compuesto presenta mayor conjugacion [109-111]. En el caso de los
compuestos Q51 y Q52 presentan espectros de absorcion en el rango de 330 nm y Q53
en 400 nm que se debe a la conjugacion que presenta este compuesto y a la sustitucion

presente en C-3.
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Graf. 1. Espectro de absorcién de Q51 10 pM en solucién acuosa Buffer HEPES pH 7,2.

Normalmente las cumarinas fluorescen emitiendo en la regién azul-verde (400-550 nm).
El compuesto Q51 presenta una banda de emision a 460 (Gréfico 2), presentando un

desplazamiento de Stokes de 8564 em™.

8,0x10" -
6,0x10* -

4,0x10°

Intensidad a.u.

2,0x10"

0,0 f—r—p———————————
350 400 450 500 550 600
Longitud de Onda (nm)

Graf. 2. Espectro de fluorescencia de Q51 10 uM en solucion acuosa Buffer HEPES pH 7,2,
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Una vez conocidas las principales caracteristicas espectroscopicas de excitacion y
emision del compuesto Q51 se procedio a evaluar el efecto de los diferentes iones frente
a dicho compuesto, mostrando éste una disminucion importante de la intensidad de

. : 2 3 (e
fluorescencia s6lo en presencia de Fe™ y Fe'” (Grafico 3). |

Al evaluar la fluorescencia de Q51 con diferentes concentraciones (0-200 pM) de Fe™
(Grafica 4) y Fe'? (Grafica 5) se ve que hay un efecto de apagamiento en presencia de

ambos iones. Sin embargo, este apagamiento es mucho mayor en presencia de Fe .

8.0x10"
6,0x10"

4,0x10" 4

Intensidad a.u.

2,0x10"

0,0

400 450 500 550 600
Longitud de Onda (nm)

Graf. 3. Espectro de fluorescencia de Q51 20 uM en presencia de diferentes iones a 200 uM en solucion

acuosa Buffer HEPES pH 7.2. I
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Graf. 4. Espectros de fluorescencia de Q51 20 uM en presencia de 0-200 pM Fe ™ en solucion acuosa

Buffer HEPES pH 7.2.
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Graf. 5. Espectros de fluorescencia de Q51 20 uM en presencia de 0-200 pM Fe'* en solucion acuosa

Buffer HEPES pH 7.2.

Al graficar I/l vs. Q51 e iones (200 uM) se encontré que en presencia de Fe™ el

apagamiento era de alrededor de 50 %, mientras al evaluar el mismo ligando con Fe™ la

intensidad se redujo al 65 % (Grafico 6), Utilizando la teoria de Pearson. se puede
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postular que el nitrégeno amidico puede estar participando en la quelacién del metal por

ser una base de fuerza intermedia.

Q51 Fe{Il}Fe(lI)Co{I) Cr{1) Ca{1)Mg(IEMu{I1}Zn{IT} Cd{ 1} Hgf 1T} Pb{1i)

Graf. 6. Analisis de selectividad de iones con Q51. La concentracién de todos los iones fue 200 pM,

Para cuantificar la extincién bimolecular (apagamiento) de Q51, Q52 y Q53, se utilizé
la ecuacidn de Stern-Volmer. La representacion grafica de 1%1 frente a la concentracion
del apagador, debe dar lugar a una recta cuya pendiente es la constante de Stern-Volmer
(Gréficos 7 y 8 para Fe" y Fe" respectivamente). También a partir de estos graficos se
concluyé que la representacién lineal mostrada, indica que la unién metal-ligando
presenta una estequiometria 1:1 y que el apagamiento es 100 % estatico. Esto tltimo fue
comprobado al determinar T en presencia y ausencia del metal, como también al
determinar la constante de velocidad k, arrojando valores del orden de 10! propios de

este tipo de apagamiento (Tabla 6) [112].
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1°1

T T v T " T
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Graf. 7. Gréfico de Stern-Volmer para Q51 en presencia de Fe™

1°/1

0.0 50x10°  1ox10®  15x10"  2.0x10"
[Fe uM]

Graf. 8. Gréfico de Stern-Volmer para Q51 en presencia de Fe'.

La determinacion de las constantes de asociacién de los complejos Q51-Fe ™ y Q51-Fe"?

(Tabla 7) se obtuvieron a partir de los espectros de fluorescencia, cuyos parametros
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iniciales fueron obtenidos por el método de Benesi-Hildebrand [87-90], de donde se

obtuvieron los valores aproximados de K,, como se ejemplifica en los graficos 9 y 10.

0.00 -
ey Intercepto -1,0E-5+ 0,3E-5
"a | Pendiente -6,8E-9 + 0.2E-9
-9.50x107 1 .-
S
== -1,90x10™ .
-2,85x107'
N |
0 Ix10°  2x10°  3x10"  4x10"  sx10°
1/[Fe™]

Graf. 9. Gréfico de Benesi-Hildebrand para Q51 en presencia de Fe ™.

0,00 -
~ Intercepto -9,7E-6 + 0,5E-7 |
] '. Pendiente -9.6E-9+ 0.3E-11 |
-1.50x10™ - .
| |
"
= -3,00x10™1
-4.,50x10™ 1
L]
T T T T T T T T T N
0 Ix10'  2x10"  3x10'  4x10°  sx10'

1/[Fe"]

Graf. 10. Grafico de Benesi-Hildebrand para Q51 en presencia de Fe ™.
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5.2.2. Estudio fotofisico de 2-amino-3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil-2-(7-hidroxi-2-
0x0-2H-cromen-4-il)acetato (Q52).

El compuesto QS52, obtenido como subproducto e iséomero de QS51, muestra
caracteristicas espectroscopicas muy similares al anterior. Presenta un maximo Amax de
absorcion en 336 nm tipica de transiciones m—>n* (Grafico 11), una emision a 460 nm
(Grafico 12) (Tabla 5), con un desplazamiento de Stokes de 8022 cm™. El
comportamiento mostrado ante los diferentes iones fue también similar al mostrado por

el compuesto Q51, al igual que su comportamiento ante la presencia de Fe ™y Fe™
p gual q p p y

O OH
o
HO 2 G

Q52

\ f"‘ \\‘
06-\ / \
» \
s \ \
2 \ \
s |1\ /
<L\ |
0.2 \\/,/ \

|

T T T L
250 300 350

400 450 500
Longitud de Onda (nm)

Graf. 11. Espectro de absorcion de Q52 10 uM en solucion acuosa Buffer HEPES pH 7,2
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Al evaluar los efectos de Fe*?, Fe™ y otros iones, se demostré que hay apagamiento de
fluorescencia con Fe™ (Gréfica 13). Cabe resaltar que se observé un efecto igual ante la
presencia de g™, la cual se hace muy significativa cuando se prolonga la incubacion,

siendo el imico ion que presenta dicha caracteristica frente a Q52 (Grafica 14),

8,0x10"
6,0x10" -
=
[+
=2 4
8 a,0x10*
"B
o
iC]
= 4
= 2,0x10"-
0,0 e ——
350 400 450 500 550 600

Longitud de Onda (nm)

Graf. 12. Espectro de fluorescencia de Q52 10 uM en solucién acuosa Buffer HEPES pH 7,2,

Para conocer mejor este efecto se hizo una incubacién (0, 5 y 10 min) para seguir con la
adquisicion de los espectros (Gréficas 15, 16 y 17). En éstos se muestra como el tiempo
influye en el apagamiento de la fluorescencia, atribuible a una cinética lenta de
quelacion y la presencia de un grupo amino libre que presumiblemente se encuentra
involucrado en la interaccion metal-ligando. Sin embargo cabe destacar que el interés
bioldgico de esta caracteristica serfa poco, ya que las concentraciones de Hg™ en células
son casi nulas. Por lo tanto la aplicabilidad de Q52 estarfa limitada a su uso como

quelante de hierro.
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Graf. 13. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con diferentes iones 200 uM a 0 minutos, en solucién

acuosa Buffer HEPES pH 7.2.
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Graf. 14. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con diferentes iones 200 uM a 15 minutos, en solucion

acuosa Buffer HEPES pH 7.2.
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Graf. 15. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con 0-200 pM Hg ™ a 0 minutos, en solucion acuosa

Buffer HEPES pH 7.2.
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Graf. 16. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con 0-200 pM de Hg'* a 5 minutos, en solucién

acuosa Buffer HEPES pH 7.2.
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Graf. 17. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con 0-200 uM de Hg™” a 10 minutos, en solucion
acuosa Buffer HEPES pH 7.2.

Al hacer el estudio de Q52 con diferentes concentraciones de Fe™ y Fe™ se noto de igual
manera como en Q51 un apagamiento mayor con Fe*? que con Fe' (Graficas 18 y 19).

En este caso el modo de interaccion metal-ligando no esta claro.

6,0x10"

4,0x10"
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Graf. 18. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con 0-200 uM Fe'? en solucién acuosa Buffer HEPES
pH 7.2.
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Graf. 19. Espectro de fluorescencia de Q52 20 uM con 0-200 uM Fe' en solucién acuosa Buffer HEPES
pH 7.2.

Al graficar 1/l para Q52 e iones se encontré que en presencia de Fe™ y Fe™ el
apagamiento era muy similar al mostrado por el compuesto Q51. Esto muestra que una
vez mas en presencia de Fe' la eficiencia de apagamiento es mucho mayor (Grafico 20).
Sin embargo, hay que resaltar el hecho que en presencia de mercurio existe un
apagamiento que alcanza el 12 %, lo que hace que esta molécula sea mas selectiva para
dicho metal pero a largo tiempo. Esto permitiria proponer para trabajos futuros un
estudio mas a fondo del comportamiento de esta sonda para eventuales estudios

medioambientales.
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CT2 Fe(ll) Fe(lll) Co(ll) Cu(ll) Ca(ll) Mg(11) Mn(il) Zn(l1) Cd(I1) Hg(Il) Pb(ll)

sraf. 20. Analisis de selectividad de iones con Q52. La concentracién de todos los iones a 200 M.

[as constantes de Stern-Volmer [87-90] se obtuvieron graficando I°/1 vs. Concentracion

de Fe™ (Grafico 21) y Fe™ (Grafico 22), obteniendo los resultados que se presentan en la

Tabla 6. Los resultados encontrados nos dan a conocer que la estequiometria de los

complejos formados es 1:1 y que el apagamiento es estatico [112].

1°/1

T

T T T T T ¥ T !
0.0 50x10°  1ox10"  1,5x10"  2,0x10™

[Fe” uM]

Graf. 21. Grafico de Stern-Volmer para Q52 en presencia de Fe".
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La constante de asociacion (K;) del complejo Q52-Fe™ (Tabla 7) se obtuvo a partir de
los espectros de fluorescencia utilizando el método de Benesi-Hildebrand (grafico 23).
Los resultados para el complejo Q52-Fe™ fueron incalculables debido a errores de

medicion.

1°11
7

0.0 50x107  1,0x10"  1,5x10"  2.0x10"
[Fe” uM]

Graf. 22. Grafico de Stern-Volmer para Q52 en presencia de Fe”.
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-2.7x107
]
0 iIx10'  2x10'  3x10"  4x10'  sxi10

1/[Fe”]

Graf. 23. Grafico de Benesi-Hildebrand para Q52 en presencia de Fe'”.
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5.2.3. Estudio fotofisico de /N-(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-7-hidroxi-

2-0x0-2H-cromen-3-carboxamida (Q53).

El compuesto Q53 presenta una banda de absorcion a 400 nm (Grafico 24) y una de

emision a 448 nm (Grafico 25).

Las caracteristicas espectroscopicas completas se

encuentran en la Tabla 5. Cabe resaltar que el comportamiento que presenta Q353 ante la

presencia de Fe'? y Fe™ difiere en cuanto a los desplazamientos de las Aa de excitacion

y emision. En esta molécula disminuye el desplazamiento de Stokes a 2679 cm™.

Absorbancia

OH
0
H
HO O (@] ah

Q53

r T T T T T -7 T T ]
300 350 400 450 500

Longitud de Onda (nm)

250

Graf. 24. Espectro de absorcion de Q53 10 pM en solucién acuosa Buffer HEPES pH 7,2.
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Graf. 25. Espectro de fluorescencia de Q53 10 uM en solucion acuosa Buffer HEPES pH 7,2.

Al evaluar los efectos de Fe?, Fe'? y otros iones se demostré que la extincion es muy
selectiva a hierro, especialmente a Fe™ (Grafico 26). La extincién producida por Fe®
presenta el mismo comportamiento a lo mostrado anteriormente en Q52 y Q53. En
cuanto a lo mostrado por Hg'?, el efecto es despreciable con respecto al apagamiento

producido especialmente por Fe'.

2,1x10° 1

1.4x10° -

Intensidad a.u.

7.0x10" 1

0.0 T -
450

500 550 600
Longitud de Onda (nm)

Graf. 26. Espectro de fluorescencia de Q53 20 puM con diferentes iones 200 uM en solucion acuosa

Buffer HEPES pH 7.2.
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El estudio con Fe™ y Fe™ (Graficas 27 y 28) pone de manifiesto nuevamente la
selectividad por Fe™. Resaltando que la intensidad de fluorescencia mostrada por este
compuesto es tres veces mayor con respecto a la mostrada por los compuestos anteriores
a la misma concentracion. Esto se ve reflejado en el rendimiento cuantico ®=
0,56+0,056. Este resultado mostrado por Q53 es muy diferente a los publicados por Jao
et al. [42], donde informan sobre un compuesto muy similar que sélo difiere de Q53 al
no presentar grupo dadores electronicos como el OH en C-7, que magnifica la

fluorescencia de los compuestos [113-115].

4\

2,1x10°4 /“\ 0 pM Fe™

)
7N\
. f \."
o . | {’,ﬂ A
g 10 AN 1200 uM Fe?
3 (7 \ A
‘@ [ j“# W \
= | Sy ‘\.
5] Nk
E 7oxi0 A\N
A
Q\%Q\
0.0 T ! 4 . d :
450 500 550 600
Longitud de Onda (nm)

Graf. 27. Espectro de fluorescencia de Q53 20 uM con 0-200 uM Fe'? en solucién acuosa Buffer HEPES
pH 7.2.
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Graf. 28. Espectro de emisién de Q53 20 uM con 0-200 uM Fe™ en solucién acuosa Buffer HEPES pH
7.2.

. i ; 2 ‘
Al graficar I/; vs Q33 e iones se encontrd que en presencia de Fe ~ el apagamiento era
. . . +3 o
de alrededor de 60 %, mientras que al evaluar el mismo ligando con Fe ™ fue del 80 %.
2 ; +2 ; s
Esto muestra una vez mas que en presencia de Fe ~ el apagamiento de la fluorescencia

de estos compuestos es mucho mayor (Grafica 29),

Q3533 Fe(IDFe(IINCo(INCu(INCa(ITMg(IMn(ITEn(INHCA(INHg(INHPb(IT)

Graf. 29. Andlisis de selectividad de iones con Q53. La concentracion de todos los iones fue 200 uM.
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} La constante de Stern-Volmer [87-90], se calculo graficando 1°/1 vs. concentracién para

Fe'?y Fe'? (Graficos 30 y 31), obteniendo los resultados que se presentan en la Tabla 6,

171

de tipo estatico [112].

1,254
].20;
1,154
1,104
I.OS—‘

1,00 4
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Graf. 30. Grifico de Stern-Volmer para Q53 en presencia de Fe .

T T T ™
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Graf. 31. Gréfico de Stern-Volmer para Q53 en presencia de Fe ™

que dan a conocer que la estequiometria de los complejos es 1:1 y que el apagamiento es
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La determinacion de la constante de asociacién de los complejos Q53-Fe™ y Q53-Fe*?
(Tabla 7) se obtuvieron a partir de los espectros de fluorescencia, utilizando el método

de Benesi-Hildebrand, obteniendo los valores aproximados de Ka (graficos 32 y 33).

0.0 -
; Intercepto -2.3E-6 + 0.2E-5
™, | Pendiente  -2.2E-9+0.1E-10 |
-
.
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-I.ZXIO—1 T T ¥ 14' 14' |4' |4
0 1x10°  2x10°  3x10°  4x10"  5x10
1/[Fe”]

Graf. 32. Grafico de Benesi-Hildebrand para Q53 en presencia de Fe'”.
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1/[Fe"]

Graf. 33. Gréfico de Benesi-Hildebrand para Q53 en presencia de Fe™.
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El sitio de union de hierro con estos tres compuestos no esta determinado pero puede
especularse sobre lo expuesto por algunos trabajos [42], sefialando que la estequiometria
puede ser de 1:1 de clase polimérica, lo cual se confirmé con los graficos de Stern-
Volmer (7, 8, 21, 30, 31) los que presentan un buen ajuste lineal entre 20-200 uM. El
mecanismo de apagamiento no estd claro ain. Sin embargo, podemos intuir que se
tratara de una transferencia de carga metal-ligando, y la transicion de la transferencia de
carga es iniciada por la union del metal al ligando. La quelacion del metal podria ocurrir
tanto a través de la coordinacion de los grupos hidroxilicos como de los carbonilos

presentes en la molécula (Figura 11).

O
jeas,
HO o” 0

Fig. 11. Modo de unién hipotético de Q53 y Fe.

Las caracteristicas fotofisicas presentadas por los compuestos Q51, Q52 y Q53 nos
indican que estas tres sondas presentan afinidad tanto por Fe" como por Fe™. Sin
embargo, las afinidades por Fe'* mostradas por los compuestos son bastante interesantes
debido a que muestran que hay una selectividad mayor por este i6n. EIl tnico
inconveniente de estas sondas es que no discriminan entre los diferentes estados de
oxidacion del metal. Ademas se investigo la respuesta de los compuestos en la presencia
de coexistencia con otros iones metélicos como Ca”, Cu Co™, Mg, Mn™, Zn",
Cd", Pb" y Hg'?, mostrando que para el Q51 la interferencia por otros metales era muy

poco significante, Q52 no presenté interferencia en un tiempo 0 min. Al incubar el
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. . . : .
compuesto con Hg™? se observé un apagamiento gradual a medida que transcurria el

tiempo, el cual se estabilizo al cabo de 20 min.

Tabla 5. Propiedades fotoquimicas de absorcion (Abs), fluorescencia (Fluor),
coeficiente de extincion molar (gyay), rendimiento cuantico (@), tiempo de vida media

(1/2) y desplazamiento de Stokes de Q51, Q52 y Q53.

Compuesto  Abs Anax  Fluor Amax  €max (cm™ 0] T (ns) Stokes
(nm) (nm) M) (em™)
Q51 330 460 17460 0,34+0,03 5,95+0,6 8564
Q52 336 460 4870 0,32+0,03 5,86+5,9 8022
Q53 400 448 28010 0,56+£0.06 3,72+3,7 2679

Tabla 6. Valores de Constantes de apagamiento de Stem-Volmer (Kgy), tiempo de vida

de fluorescencia (1) y constante de velocidad (kq) para Q51 — Q53

Compuesto ion Ksy(L mol')  T(ns) kq 10" (L mol' S
Fe™ 348164  598x 107 582+4x 10"
Q51 Fe" 2400+90  5,98x10” 4,0143 x 10
Fe™ 3450+85  5.92x10” 5,82 +4 x 10"
Q52 Fe®. N.C. 592x 107 N.C.
Fe™ 2795+ 136 3,87x10” 7,2 x 10"+5x 10"
Q53 Fe" 1557+ 64  3,87x10” 3,1 x 1042 x 10"

| 7




Tabla 7. Valores de la constante de asociacion (K,) con Fe™ y Fe™

K, (M)

. Q51 - Q53.
Compuesto Ion
Q51 Fe*?
Fe*
Q52 Fe'
Fe®.
| Q53 Fe'
Fe"

1,48 x 10° + 100
1,02 x 10° + 90
1,01 x 10° + 85
N.C.
1,05 x 10° + 96

9,5x 10°+ 54
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5.2.4. Estudio fotofisico de (3FE)-3-(2,5-dimetoxibencilidenimino)-7-hidroxi-2H-
cromen-2-ona (BS-7).

HO O

BS-7

El compuesto BS-7 muestra un espectro de absorcién con una Ay, de 380 nm atribuible

a transiciones m-n* (Grafico 34). Su espectro de emision presenta un Ay, a 460 nm
(Grafico 35), con un corrimiento de Stokes de 4576 em’™.
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Graf. 34. Espectro de absorcion de BS-7 10 uM en acetonitrilo.
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Graf. 35. Espectro de fluorescencia de BS-7 20 uM en acetonitrilo.

Los espectros de UV-Vis registrados con diferentes iones a una concentracion 200 mM
(Grafico 36) muestran diferencias marcadas respecto del espectro original con Cd®?,
Co™%, Cu?y Fe™. La banda de absorcién a 380 nm mostr¢ desplazamiento del maximo
de absorcion al azul (hasta 340 nm) al adicionarle los iones Fe', Ca™, Co™ y Cu'™. El

grafico 36 muestra estos efectos. El grafico 37 muestra la dependencia del efecto del

- iy s
Cu*" de la concentracién del ion.

2 i — G
= 0.6+ ‘l"‘“
—g "“:.‘ -—Fc”
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0.0 ; e .
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Graf. 36. Espectros de absorcion de BS-7 10 uM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo.
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Graf. 37. Espectros de absorcion de BS-7 10 uM con Cu'? 0- 200 uM en acetonitrilo.

Hay que anotar que el sulfato férrico amoniacal dodecahidratado (Fe™) en solucién
absorbe en la region de los 350 nm y puede estar influenciando el aumento de la
absorbancia a medida que la banda se desplaza al azul. Excitando a 380 nm, donde
solamente Cu'” tiene una débil absorcion, el espectro de fluorescencia mostré un
aumento de la intensidad cercano al 95 %, mostrando una notoria selectividad para Cu®
(Graficos 38, 39 y 40). También se comprobé que la adicion de Cu™ permite determinar
colorimétricamente la presencia del metal incluyendo muy bajas concentraciones.
Ademas, el aumento de la intensidad de fluorescente por agregado de Cu* es claramente

perceptible a simple vista bajo una lampara de UV (Figura 12).
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Graf. 38. Espectro de fluorescencia de BS-7 20 uM con diferentes iones 200 pM excitando a 380 nm en

acetonitrilo.
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Graf. 39. Espectro de fluorescencia de BS-7 20 uM con 0-200 pM Cu™ excitando a 380 nm en

acetonitrilo.
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BS-7 Fe(IN)Fe(IINCa(11) Zn(I1) Cu(IHMg(ITMn(IN)Co(I1)Hg(11) Cd(11) Pb(1T)

Graf. 40. Analisis de selectividad de iones con BS-7. La concentracion de todos los iones fue 200 pM.

Fig. 12. (A) Fotografia del cambio de color de una solucién de BS-7 en presencia de Cu'? en acetonitrilo.

(B) Fotografia de la fluorescencia de BS-7 en ausencia y presencia de Cu'? en acetonitrilo.

Se realizo un segundo experimento, excitando a 350 nm, longitud de onda donde se da el cruce
de bandas, observandose que la adicion de los diferentes iones origina un aumento en la
intensidad de fluorescencia especialmente con Fe, Ca”, Co”y Cu™. Asimismo diferentes
concentraciones de Cu'” el espectro mostré un corrimiento de banda y un comportamiento
inusual. Al adicionar Cu™ 20 pM se observé un aumento en la intensidad de la
fluorescencia a 407 nm. Sin embargo, con Cu™ a 40, 60 y 80 uM se observo una

disminucion de la intensidad de la emision con corrimiento de la banda al rojo y al
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seguir aumentando la concentracion del metal a 100, 120, 140, 160, 180 y 200 pM, se

observo un aumento de la intensidad de la fluorescencia a 450 nm.
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Graf. 41. Espectro de fluorescencia de BS-7 20 uM con 0-200 uM Cu'’ excitando a 350 nm en

acetonitrilo.

Se pens6 que podria existir una reaccion de hidrolisis de la imina catalizada por Cu'.
Por tanto se procedio a realizar un tercer experimento utilizando 3-amino-7-
hidroxicumarina, precursor de estos compuestos en estudio. Este mostré que dicho
compuesto presenta una banda de absorcion a 336 nm (Gréfico 42) y que al ser excitado
dio una banda de emision en 400 nm. Posteriormente se adiciond distintas
concentraciones de Cu™ y se determiné que existe algiin tipo de reaccion molecular del
fluoréforo con Cu™® (0-200 puM) (Esquema 6), mostrando un apagamiento de la
fluorescencia (Grafico 43). El apagamiento mostrado por 63 en presencia de Cu'? (0-
200 uM) indica que el comportamiento mostrado por BS-7 es propio de la molécula y no

se debe a algun artefacto generado.
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HO o 0

Esquema 6. Modelo de quelacion de 63 con Cu'
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Graf. 42. Espectro de absorcién de 63 10 pM en acetonitrilo.
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Graf. 43. Espectro de fluorescencia de 63 10 uM con 0-200 pM Cu? en acetonitrilo.
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Seguidamente se hizo un estudio de 'H RMN en ausencia y presencia del metal (Figura
13) para intentar determinar qué heteroatomos participan en el sitio de quelacion. Con
los resultados obtenidos se dedujo que el sitio de unién esta dado por el carbonilo de la
o-pirona y nitrégeno del grupo imino, por los desplazamientos de las sefiales
correspondientes a protones cercanos al sitio de quelacion: el protén del carbono iminico
se desplaza a campo bajo y el H-4 de la cumarina se desplaza a campo alto. El metoxilo
en la posicion orfo del anillo aromético con respecto al enlace imino no sufre
modificacion importante en su desplazamiento, lo que nos permite concluir que dicho
sustituyente no se encuentra involucrado en la quelacion. En el esquema 7 se muestra el

posible sitio de quelacion y los heteroatomos involucrados.

HO o” "0

Fig. 13. (A) Espectro de '"H RMN de BS-7 en ausencia de Cu'?, (B) espectro de BS-7 en presencia de
Cu™.
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Esquema 7. Sitio de quelacion de Cu’* en el compuesto BS-7.

Tabla 8. Propiedades fotofisicas del compuesto BS-7

Compuesto  AbsApa  FIUOT Amax  Emax(cm™ M) D 7 (ns)
(nm) (nm)
BS-7 380 460 30220 0.0003+0,00003 1,82

La constante de asociacion no se determind considerando que el grafico (Grafico 44)
presenta mas de una pendiente, lo que presume que podria tratarse de una estequiometria
de asociacion 2:1. Al hacer el estudio de la estequiometria utilizando el método grafico
de Job (Grafico 45) se obtuvo un valor de X=0.63, propio de una relacion 2:1 (Esquema
8.)[116].
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Graf. 44. Diagrama Benesi-Hildebrand de BS-7 con Cu.
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Graf. 45. Diagrama de Job de cambios en la intensidad de fluorescencia variando la relacion molar de BS-
7y Cu*. ([BS-7 + Cu'?] = 100.0 1M en acetonitrilo/H0.

Los resultados de las moléculas BS-1 — BS-6 se encuentran en los apéndices.
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Esquema 8. Estequiometria de quelacién de Cu'? con BS-7.
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5.2.5. Estudio fotofisico de 3-cinamoil-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (Ch-C1).

El compuesto Ch-C1 presenta una banda de absorcién a 3588 em’! (Grafico 46), y un

espectro de emision con Amax 430 nm (Grafico 47), con un desplazamiento de Stokes de

90 nm.
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Graf. 46. Espectro de absorcién de Ch-C1 5 pM en solucién acuosa Buffer HEPES pH 7,2.
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Graf. 47. Especiro de emisién de Ch-C1 5 pM en solucién acuosa Buffer HEPES pH 7,2.
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El rendimiento cuéntico de fluorescencia (®) mostrado es muy bajo (0.00083+0,0001).
Pero al adicionar 10 equivalentes de Cys o GSH el rendimiento cudntico se incremento a
0.0013+0,00013 y 0.0010+0,0002 respectivamente. La adicion de Michael aducida para
explicar este efecto fue corroborada por espectroscopia de 'H RMN. en ausencia y
presencia del 2-mercaptoetanol (ME). Como se muestra en la Figura 14, tras la adicion
del ME las resonancias de los protones vinilicos (Hb y Ha en & 7.80 y 7.74 ppm.
respectivamente) desaparecen, y al mismo tiempo dos nuevas sefiales (tripletes),
asignadas a los protones metilénicos del tioéter, surgen a & 4.74 y 4.46 ppm.
respectivamente. un resultado que es consecuente con la formacion del aducto de Ch-

C1-ME.

Hb

Hec O
k MeO oo He

-
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Fig. 14. Cambio en el espectro parcial de 'H RMN Ch-C1 (20 mM) con adicién de ME (10 equiv.) en
DMSO—d, at 25 °C. (A) Solamente Ch-C1; (B) Ch-C1 + ME, 10 min.
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5.3. APLICACIONES BIOLOGICAS

5.3.1. N-(1,3-Dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2-(7-hidroxi-2-oxo-2 H-cromen-
4-il)acetamida (QS51).

En un lector de fluorescencia en microplacas, células SH-SYSY tratadas con 20 pM
4cido nitrilotriacetico-Fe™ (Fe-NTA) por 24 hr fueron incubadas, seguidamente por 20
min con Q51 (5 pM). En este punto se hizo una medicion de la fluorescencia basal de la
sonda Q51 (Figura 15(a)). Al constatar las lecturas se adiciono a la placa un quelante de
mayor afinidad, en este caso bipiridilo (15 pM) (Figura 15(b)), con lo cual regreso la
intensidad de la fluorescencia a su valor anterior, al realizar una adicion posterior de
sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (FAS)(20 pM) se observé un nuevo

apagamiento (Figura 15(c)).
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Fig. 15. Cambio de fluorescencia del quelante Q51 en células SH-SY5Y.

De igual manera se procedi6 a ensayar el efecto que podria tener la presencia de Zn?y
Cu™. Estos dos cationes se tomaron como modelos por tener una gran importancia
biolégica y ser los dos metales que, después del hierro, se encuentran en mayor

abundancia en las células. Primero se determino la fluorescencia basal de la sonda Q51
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(Figura 16(a)) que se tomd como control. Seguidamente se adicioné Zn™? (200 uM)
(Figura 16(b)) no observandose cambio alguno. EI ensayo se repitio de igual manera

con Cu'?, determinando la ausencia de efecto (Figuras 17(a) y 17(b)).
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Fig. 16. Efecto de Zn"* sobre la fluorescencia del quelante Q51 en células SH-SYSY.

Q51, Fluorescence FJ/FO
r

Fig. 17. Efecto de Cu’” sobre la fluorescencia del quelante Q51 en células SH-SYS5Y.

Los resultados obtenidos permitieron disefiar un ensayo con lineas de células SH-SY35Y.
Estas primero fueron tratadas con 20 pM Fe-NTA por 24 h. Seguidamente fueron
incubadas por 20 min con Q51 (5 pM). S e observé la fluorescencia basal de la sonda

(Figura 18(A)), confirmando que dicho compuesto puede permear la membrana celular y
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depositarse en el interior de las células. Después de agregar bipiridilo aument6 la
fluorescencia (Figura 18(B)) y para contrastar con el experimento anterior finalmente se
adicioné FAS (Figura 18(C)), observandose que al interior de las células la intensidad
fluorescente se apagaba nuevamente. Es importante anotar que los resultados obtenidos
con el microscopio de epifluorescencia se correlacionan con los obtenidos en el estudio
fotofisico, debido a que el apagamiento en presencia de Fe' en ambos casos es mayor

que en presencia de Fe* (grafico 3).

(A) (8) (€)

Fig. 18. Cambio de fluorescencia de células SH-SYSY tratadas con Q51, diferentes fuentes de hierro y
bipiridilo. Objetivo 63x.

Al observar detalladamente las células marcadas se puede determinar que la sonda se
acumula en sitios especificos, lo que se puede relacionar con organelos como la
mitocondria (Figura 19). Para confirmar esta hipdtesis se realizo un ensayo donde se
tifieron las células con Mito-tracker, compuesto especifico para marcaje fluorescente de
mitocondrias (Figura 20A). Seguidamente se adiciono el compuesto Q51 (Figura 20B)
y posteriormente se superpusieron las imagenes observandose que las estructuras donde
se deposita el Mito-tracker son las mismas que concentran la sonda, lo que fue

comprobado por el color obtenido al co-localizar las dos imagenes (Figura 20C).
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Fig. 19. Células SH-SY5Y con Q51 (5 pM), objetivo 63X.

Fig. 20. (A) Células SH-SYS5Y tratadas con Mito-tracker, (B) Células SHSY-5Y tratadas con Q51 (5 pM),
(C) Co-marcaje. Objetivo 63X.

Estos ensayos permitieron confirmar que el compuesto Q51 puede permear la membrana
celular y, lo mas importante, se acumula en la mitocondria. Otros ensayos hechos a
diferentes concentraciones muestran que el compuesto 0,5 M permea la membrana
celular y se aloja en el citoplasma, pero su acumulacion en la mitocondria es baja
(Figura 21A). Al aumentar la concentracion a 1,0 uM  (Figura 21B) se observa un leve

aumento en la intensidad de la fluorescencia, pero al adicionar 5 pM de Q51 la
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intensidad en las mitocondrias se hace muy notable (Figura 21C). Esto demuestra que
esta concentracion es la mas adecuada para desarrollar este tipo de ensayos con la

molécula en mencion.

Fig. 21. (A) Células SH-SY5Y tratadas con diferentes concentraciones de Q51. Objetivo 63x.

5.3.2. 2-Amino-3-hidroxi-2-(hidroximetil)propil-2-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-
il)acetato (Q52).

Al igual que el compuesto Q51, su isomero Q52 fue probado mostrando una actividad
muy parecida. Al tratar las células SH-SYSY con 20 pM Fe-NTA por 24 h y
posteriormente incubarlas por 20 min con Q52 (5 uM), se determiné su fluorescencia
basal (Figura 22(a)), seguidamente al agregar bipiridilo (15 uM) se noté un aumento en
la intensidad de su fluorescencia (Figura 22(b)), y al suministrarle una fuente de Fe'?

como FAS (20 uM), nuevamente se observo un apagamiento (Figura 22(c)).
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Fig. 22. Cambios de fluorescencia del quelante Q52 en células SH-SY5Y.

El ensayo in vivo muestra que las células SH-SYSY responden de manera similar a lo
que se observa con el compuesto Q51. Siguiendo el mismo protocolo, se obtuvieron las
Figuras 23(A), 23(B) y 23(C). También con Q52 los resultados obtenidos con el
microscopio de epifluorescencia se correlacionan con los obtenidos en el estudio
fotofisico, debido a que el apagamiento en presencia de Fe'? en ambos casos es mayor
que en presencia de Fe™ (grafico 3).

(A) (B) (©)

Fig. 23. Cambio de fluorescencia de células SH-SY5Y tratadas con Q51, diferentes fuentes de hierro y
bipiridilo. Objetivo 63X.
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Las Figuras 24, 25A, B y C muestran que este compuesto también puede acumularse en

la mitocondria.

Fig. 24. Células SH-SY5Y con Q52 (5 uM), objetivo 63X.

ker marcador mitocondnal

Co-marcaje

Quelante 052

Fig. 25. (A) Células SH-SYS5Y tratadas con Mito-tracker, (B) Células SH-SY5Y tratadas con Q52 (5 pM),
(C) Co-marcaje. Objetivo 63X.
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5.3.3. N-(1,3-Dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-

carboxamida (Q53).

El compuesto Q53 mostré resultados muy similares a los compuestos Q51 y Q52

(Figuras 26(a), 26(b) y 26(c)). El mismo ensayo se realizé con Zn?y Cu'?, (Figuras

27(a) y (b), 28(a) y (b)).
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Fig. 26. Cambio de fluorescencia del quelante Q53 en células SH-SYSY.
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Fig. 27. Efecto de Zn '’ sobre la fluorescencia del quelante Q53 en células SH-SYSY.
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Fig. 28. Efecto de Zn" sobre la fluorescencia del quelante Q53 en células SH-SYSY.

Siguiendo el mismo protocolo que para Q51 y Q52 se obtuvieron las Figuras 29(A) (B)
y (C). También con Q53 los resultados obtenidos con el microscopio de

epifluorescencia se correlacionan con los obtenidos en el estudio (grafico 3).

(A) (B) ©
- ) - FAS -

Fig. 29. Cambio de fluorescencia de células SH-SYSY tratadas con Q53, diferentes fuentes de hierro y
bipiridilo. Objetivo 63X.

En las células tefiidas con Q53 al igual que las sondas anteriores se determin6 que hay
acumulacién en el citoplasma, pero ésta se da en mayor proporcion en la mitocondria

(Figura 30, Figuras 31A, By C).
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Fig. 30. Células SH-SYSY con Q53 (5 uM), objetivo 63X.

Fig. 31. (A) Células SH-SYS5Y tratadas con Mito-tracker, (B) Células SH-SY5Y tratadas con Q52 (5uM),
(C) Co-marcaje. Objetivo 63X.
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534. (3E)-3-(2,5-Dimetoxihencilidenamino)-?—hidroxi-2H—cromen-2-ona (BS-7).

La sonda BS-7 se probé como sensor de Cu'.

Para el desarrollo de un ensayo

utilizando como modelo biologico células SH-SYSY, éstas fueron incubadas con la

sonda (10 uM, 20 min), posteriormente se lavaron y su fluorescencia basal fue medida

(Figura 32(A). Después, las células se incubaron con Cu'?-His (200 pM, 15 min)

notandose un incremento en la fluorescencia (Figura 32(B)), la que fue medida en lector

fluorescente de microplacas y por microscopia epifluorescente. En este ultimo ensayo se

observé como aumenta la fluorescencia con el transcurso del tiempo (15 min) debido a

la acumulacion citoplasmatica del compuesto BS7 (Figuras 33A y B).
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Fig. 32. Cambio de fluorescencia del quelante BS-7 en células SH-SYS5Y.
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(A)BSY (B) BS-7+ Cu-His

Fig. 33. (A) Células SH-S8YSY con sonda BS-7 (10 pM, 20 min). (B) Células SH-SY5Y incubadas con
Cu-His (200 uM, 15 min).

En este ensayo el metal es suplementado con histidina, cuya importancia es trasportar
iones. entre ellos el Cu>. BS-7 aumenta su fluorescencia debido a la conformacion
semiplanar que adopta por la formacion del complejo metal-ligando (L-M) y a la

transferencia de carga metal-ligando.

5.3.5. 3-Cinamoil-7-metoxi-2H-cromeno-2-ona (Ch-C1).

Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y fueron tratadas por 12 h con N-
acetilcisteina (NAC) (30 mM), un agente que induce la sintesis de glutation.
Seguidamente las células fueron lavadas e incubadas con la sonda Ch-Cl. La
fluorescencia fue medida usando un lector fluorescente de microplacas y por
microscopia epifluorescente.  Los resultados muestran que la fluorescencia es
incrementada significativamente después de tratar las células con Ch-C1 (Figura 34A).
Resultados similares se obtuvieron al tratar las células primero con la sonda y
posteriormente con cisteina (Cys) (5 mM), incubada por 5 min (Figura 34B). Los datos

representan la media = SEM; n=6, P <0.01.
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Fig. 34. La fluorescencia de Ch-C1 en celulas SHSY-5Y incrementada por tratamiuento con NAC (A) o
Cys (B).

El incremento de la fluorescencia causado por Ch-C1 se debe a que la adicion del tiol
(ME) que ataca nucleofilicamente al carbono-p de la insaturacion, eliminando la
conjugacion que presenta el compuesto (Figura 35). Al hacerse la adicion nucleofilica a
la insaturacion se libera el fluoréforo aumentando asi la intensidad de su fluorescencia
[117].
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Fig. 35. Reaccion de ChCl1 con biotioles (RSH).
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6. CONCLUSIONES




_ Las rutas sintéticas disefladas y propuestas permitieron la obtencion de
compuestos  derivados de  cumarinas modificadas con  tris-
(hidroximetil)aminometano (TRIS), (3E)-3-(bencilidenamino)-2 H-cromen-2-ona

y 3-((E)-3-fenilacrilil)-2H-cromen-2-ona.

. Las sondas sintetizadas N-(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2-(7-
hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-il)acetamida (Q51), 2-amino-3-hidroxi-2-
(hidroximetil)propil 2-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-iljacetato (Q52) y N-(1,3-
dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-7-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-

carboxamida (Q53) muestran una alta selectividad por Fe'? y Fe en solucién
acuosa a pH fisiolégico, traduciéndose esta respuesta con una fuerte disminucion

de su intensidad fluorescente.

. La desactivacion de la fluorescencia de los compuestos Q51, Q52 y Q53,
muestra que dichas moléculas presentan un apagamiento de tipo estatico y una

relacién estequiométrica 1:1.

. Los ensayos fotofisicos y en modelos biologicos de las sondas QS1, Q52 y Q53,
demuestran que disminuyen la intensidad fluorescente en presencia de Fe'? y

Fe+3

. Los compuestos Q51, Q52 y Q53 pueden ser utilizados como sondas
fluorescentes para cnsayos biolégicos, debido a que el apagamiento de su
fluorescencia, con Fe'? o Fe', puede ser revertido por un quelante de mayor

afinidad como el bipiridilo.
. Los compuestos Q51, Q52 y Q53, presentan una alta capacidad de permear las

membranas celulares y depositarse en la mitocondria, generando una sefial

fluorescente que se apaga en presencia del metal.
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10.

11.

12,

13.

El compuesto (E)-3-(2,5-dimetoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona
(BS-7), sonda desarrollada para Fe y Fe'® presenta un sistema conjugado
aparentemente plano, sin embargo sus propiedades fluorescentes son muy débiles

y su selectividad por estos iones fue nula.

La sonda BS-7 se comporta como sonda OFF-ON en presencia de Cu'

mostrando una alta selectividad sobre otros iones de interés bioldgico.

La estequiometria del complejo BS-7 - Cu'? se determiné mediante los métodos

gréaficos de Benesi-Hildebrand y Job dando por resultado una relacién 2:1.

El compuesto BS-7 puede ser utilizado como sonda fluorescente in vivo, ya que
presenta capacidad de permear las membranas celulares y depositarse en el
citosol, generando un aumento de la intensidad de su fluorescencia en presencia

de Cu'2.

Los compuestos derivados de chalco-cumarinas (Ch-C) presentaron
fluorescencia débil. Sin embargo, su afinidad por Fe y Fe™ fue nula, como

también por otros iones.
Los compuestos Ch-C1 y Ch-C2 se comportan in vitro como sondas OFF-ON
en presencia de tioles como cisteina, homocistefna y glutation en medio acuoso a

pH 7.2.

Las sondas Ch-C1 y Ch-C2 se comportan como sensores moleculares in vivo de

tioles enddgenos en células de neuroblastoma SH-SYSY.
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(3E)-3-(2-Hidroxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (BS1).

El estudio realizado sobre el compuesto muestra sus principales caracteristicas
espectroscopicas (Gréaficos 1 y 2) (Tabla 1), como también el comportamiento que
presenta éste ante la presencia de Fe™. Fe™ y otros iones de interés biologico como
Ca'?, Co, Cu™, Zn*, Mg, Mn" y metales pesados como Cd"’, Pb"™> y Hg. Un
estudio analogo se hizo para los compuestos BS2, BS3, BS4, BSS y BS6.
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Graf. 1. Espectro de absorcion de BS1 10 uM en acetonitrilo.
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Graf. 2. Espectro de fluorescencia de BS1 20 uM en acetonitrilo.

Los compuestos de esta serie se caracterizan por tener la cumarina conjugada a un anillo
aromatico a través del doble enlace imino (base de Schiff). Los espectros de absorcion
con diferentes iones a una concentracion de 200 uM (Gréfico 3) muestran que el Cu'™ y
Fe' presentan un corrimiento de bandas notorio, mientras que el resto muestra espectros

mas similares al del compuesto sin metal.

I,{)-|
O.SJ

1
0.6+

0.4+

W 3 cu®
0.24 W\ /

Absorbancia

0.0 . EE———e
200 300 400 500

Longitud de Onda (nm)

Graf. 3. Espectros de absorcion de BS1 10 uM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,0.

El experimento realizado con diferentes concentraciones de Zn? (0-10 pM) muestra

como a medida que aumenta la concentracion de metal aumenta la intensidad de la




fluorescencia originando un leve corrimiento de la banda de emision hacia el rojo

(Gratico 4)
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Graf. 4. Espectros de fluorescencia de BS1 20 uM con Zn"? 0-10 uM en acetonitrilo/H,0.

De igual manera al experimentar con diferentes concentraciones de Cu'? (0-50 pM) se

observa como a medida que se aumenta la concentracion se presenta una extincion

progresiva y la banda de emision presenta un leve corrimiento hacia el azul (Grafico 5)
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Graf. 5. Espectros de fluorescencia de BST 20 uM con Cu? 0-50 uM en acetonitrilo/H,0.




(3E)-3-(2-Metoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (BS2).

\N OMe

HO

BS2

Las caracteristicas espectroscopicas de BS2 se encuentran en los Gréficos 6 y 7 (Tabla
1). Los espectros de absorcion con diferentes iones a una concentracion de 200 uM
(Grafico 8) no muestran cambios importantes debido a que las variaciones que se
observan se deben a la absorcion que muestran las sales a dicha longitud de onda. Las

sales de Cu™ y Fe™ presentan un corrimiento de bandas, mientras que el resto muestra
una banda igual que la presentada por el compuesto sin metal.
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Graf. 6. Espectro de absorcion de BS2 10 uM en acetonitrilo.
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Graf. 7. Espectro de fluorescencia de BS2 20 uM en acetonitrilo.
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Graf. 8. Espectros de absorcion de BS2 10 uM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,O.




Intensidad a.u.

1.2x10" 4

9.0x10"

6.0x10" 1

3.0x10"

0.0

450 500 550

Longitud de Onda (nm)

600

Graf. 23. Espectros de fluorescencia de BS6 20 M con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,0.

Tabla 1. Propiedades fotofisicas de BS1-BS6.

Compuesto  Abs Apax  Fluor Apax Emax (cm” M) ) T Stokes
(nm) (nm) (ms)  (em”)

BS1 375 579 4500 N.D. 049 9425
BS2 330 456 20020 N.D. 0,61 8374
BS3 370 420 30133 N.D. 0,52 3218
BS4 363 420 27990 N.D. 1,66 3968
BS5 330 405 31353 N.D. 0,77 5612
BS6 380 420 16021 N.D. 1,66 2506
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Sin embargo, este compuesto presenta un aumento de fluorescencia con los iones Co'y

+2 : - s
Ca”, aunque este aumento no es muy selectivo dado que otros iones producen también

algun grado de aumento de la intensidad (Gréfico 9).
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Graf. 9. Espectros de emision de BS2 20 pM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,O.
(3E)-3-(2-Hidroxi-3-metoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2 H-cromen-2-ona (BS3).

Las caracteristicas espectroscopicas son apreciadas en los Graficos 10y 11 (Tabla 1).
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El compuesto presenta un aumento de fluorescencia con el ion Co*? (Grafico 12), muy
significativo al compararlo con los efectos de otros iones. Sin embargo, ¢l estudio no se

profundizo debido a que el cobalto no era un metal de interés en este trabajo.
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Graf. 10. Espectro de absorcién de BS3 20 pM en acetonictrilo.
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Graf. 11. Espectro de fluorescencia de BS3 20 uM en acetonitrilo.
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Graf. 12. Espectros de fluorescencia de BS3 10 pM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo

(3E)-3-(2,3-Dimetoxibencilidenamino)-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (BS4).

Me
N OMe

HO

BS4

Sus principales caracteristicas fotofisicas se encuentran en los Graficos 13-14 (Tabla 1).
Al ensayar los efectos de diferentes metales (Grafico 15), se observa que Ca™* y Cd"
aumentan la intensidad de la fluorescencia. Este aumento se da a diferentes longitudes
de onda: para Ca™ la banda de emision se presenta en la misma longitud de onda de la
banda original, mientras que con Cd'* presenta un corrimiento al rojo. El aumento de la

fluorescencia no es especifico debido a que los otros iones ocasionan también un leve

aumento de la fluorescencia.
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Graf, 13. Espectro de absorcién de BS4 10 uM en acetonitrilo.
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Graf, 14. Especiro de fluorescencia de BS4 20 pM en acetonitrilo.
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Graf. 15. Espectros de fluorescencia de BS4 20 uM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,0.
(3E)-3-(2,4-Dihidroxibencilidenamino)-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (BS5).
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Principales caracteristicas: Graficos 16 y 17 (Tabla 1). Los espectros de absorcion del
compuesto con diferentes iones a una concentracion de 200 uM (Grafico 18) muestran

& 5 x +2 +3 . . s ey
cambios principalmente con Cu ~y Fe . Asimismo se observa la aparicion de una

banda alrededor de los 450 nm al agregar Ca™.
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Graf. 16. Espectro de absorcion de BS5 10 uM en acetenitrilo.
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Graf. 17. Espectro de fluorescencia de BSS 20 pM en acetonitrilo.
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Graf. 18. Espectros de absorcion de BS5 10 uM con diferentes iones 200 pM en acetonitrilo/H,0.

Al hacer el ensayo con diferentes metales (Grafico 19), se ve que con Zn'” se presenta
; ; +2 s
un aumento de fluorescencia mientras que con Cu ~ hay una extincion bastante

significativa, manteniendo la longitud de onda de emision del compuesto sin apagador.
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Graf. 19. Espectros de fluorescencia de BS5 10 uM con diferentes iones 200 uM en acetonitrilo/H,0..




Al ensayar diferentes concentraciones de Gy (0-100 uM) se observa como a medida

que se aumenta la concentracidn se presenta una extincion progresiva sin otras

alteraciones de la banda de emision (Grafico 20)
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Graf. 20. Espectros de fluorescencia de BS5 20 pM con Cu'? 0-100 uM en acetonitrilo/H,0.
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dimetiltiocarbamato (BS6).
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Sus principales caracteristicas fotofisicas son mostradas en los Graficos 21 y 22 (Tabla

1). De los diferentes metales ensayados, sélo el ion Cd™ origina un aumento notable de




la intensidad de la fluorescencia y ademads un leve desplazamiento hacia el azul (Grafico

23).
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Graf. 21. Espectro de absorcion de BS6 10 pM en acetonitrilo,
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Graf. 22. Espectro de fluorescencia de BS6 20 pM en acetonitrilo.




