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ABREVIATURAS.
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RESUMEN.

Las hidrazonas y sus derivados constituyen un grupo versatil de compuestos conocidos
en quimica médica por su amplia variedad de actividades biol6gicas, como antioxidante,
antibacterial, antiviral, antiinflamatoria o anticancerigena, y por su capacidad de actuar
como agentes quelantes en la formacion de complejos metalicos.

Este trabajo recoge la sintesis, caracterizacion y estudio de las propiedades Opticas,
fotoluminiscentes y de interacciéon con el ADN de cuatro compuestos hidrazida-
hidrazona (H1, H2, AL2 y AR8). Los compuestos se obtienen por condensacion de
hidrazidas arométicas con hidroclururo de piridoxal y su caracterizacién estructural se
realiza mediante las técnicas de espectroscopia IR, RMN 'H, RMN C, RMN
bidimensional, analisis elemental, espectrometria de masas y difraccion de rayos X de
monocristal. Los espectros de absorcion UV-Vis y emisién fluorescente muestran
importantes diferencias entre las especies en disolucion y las moléculas agregadas en
estado sodlido, consecuencia de interacciones T1-11 en la fase cristalina. Se detecta,
ademas, una interesante dependencia del perfil de fluorescencia con la longitud de onda

de excitacion, indicativo de la posible formacion de excimeros en disolucion.

Finalmente, la interaccion del compuesto AR8 con ADN de timo de ternera (ctADN) se
investiga bajo condiciones fisiol6gicas simuladas (pH 7.4) por espectroscopia UV-Vis y
espectroscopia de fluorescencia. Se puede concluir que el compuesto interacciona con
el ADN via unién a los surcos, con constantes de unién del orden de 10* M. Para un
conocimiento mas detallado del proceso, se determina la energia libre de Gibbs y la

constante de “quenching” Stern-Volmer.

Palabras clave: Quimica biolégica, hidrazida-hidrazona, cancer, interacciéon con ADN,

absorcion UV-Vis, fluoréforo, excimero.



RESUMO.

As hidrazonas e os seus derivados constitien un grupo versatil de compostos cofiecidos
en quimica médica pola sta ampla variedade de actividades bioloxicas, como
antioxidante, antibacterial, antiviral, antiinflamatoria ou anticancerixena, e pola sua

capacidade de actuar como axentes quelantes na formacion de complexos metélicos.

Este traballo recolle a sintese, caracterizacion e estudo das propiedades Opticas,
fotoluminiscentes e de interaccion co ADN de catro compostos hidrazida-hidrazona (H1,
H2, AL2 e AR8). Os compostos obtéfiense por condensacion de hidrazidas arométicas
con hidroclururo de piridoxal e a sla caracterizacion estrutural realizase mediante as
técnicas de espectroscopia IR, RMN 'H, RMN *C, RMN bidimensional, andlise
elemental, espectrometria de masas e difraccion de raios X de monocristal. Os
espectros de absorcién UV-Vis e emisiéon fluorescente mostran importantes diferenzas
entre as especies en disolucion e a moléculas agregadas en estado sdélido,
consecuencia de interaccions T-m na fase cristalina. Detéctase, ademais, unha
interesante dependencia do perfil de fluorescencia coa lonxitude de onda de excitacion,

indicativo da posible formacién de excimeros en disolucion.

Finalmente, a interaccion do composto AR8 con ADN de timo de tenreira (ctADN)
investigase baixo condicions fisioloxicas simuladas (pH 7.4) por espectroscopia UV-Vis
e espectroscopia de fluorescencia. Pdédese concluir que o composto interacciona co
ADN via unién aos surcos, con constantes de uniéon da orde de 10* M. Para un
cofiecemento mais detallado do proceso, determinase a enerxia libre de Gibbs e a

constante de “quenching” Stern-Volmer.

Palabras clave: Quimica biol6xica, hidrazida-hidrazona, cancro, interaccion con ADN,

absorcién UV-Vis, fluordforo, excimero.



ABSTRACT.

Hydrazones and their derivatives constitute a versatile group of compounds known in
medicinal chemistry for their wide variety of biological activities, such as antioxidant,
antibacterial, antiviral, anti-inflammatory or anticancer, and for their ability to act as

chelating agents in the formation of metal complexes.

This work reports the synthesis, characterization and study of the optical,
photoluminescent and DNA interaction properties of four hydrazide-hydrazone
compounds (H1, H2, AL2 and AR8). The compounds are obtained by condensation of
aromatic hydrazides with pyridoxal hydrochloride and their structural characterization is
performed by IR spectroscopy, 'H NMR, *C NMR, two-dimensional NMR, elemental
analysis, mass spectrometry and single crystal X-ray diffraction. UV-Vis absorption and
fluorescence emission spectra show important differences between species in solution
and molecules aggregated in the solid state, a consequence of -1 stacking interactions
in the crystal phase. An interesting dependence of the fluorescence profile on the
excitation wavelength is also detected, indicative of the possible formation of excimers

in solution.

Finally, the interaction of compound ARS8 with calf thymus DNA (ctDNA) is investigated
under simulated physiological conditions (pH 7.4) by UV-Vis spectroscopy and
fluorescence spectroscopy. It can be concluded that the compound interacts with DNA
via groove binding, with binding constants of the order of 10* M. For a more detailed
understanding of the process, Gibb’s free energy and Stern-Volmer quenching constant

are determined.

Keywords: Biological chemistry, hydrazide-hydrazone, cancer, DNA interaction, UV-Vis

absorption, fluorophore, excimer.






1. INTRODUCCION.
1.1. Quimica bioinorgéanica y sus aplicaciones.

La importancia de los compuestos inorganicos en las funciones bioquimicas y
fisiologicas de los seres vivos, tanto en el crecimiento como metabolismo, ha estado
presente en la comunidad cientifica desde la década de 1930. Sin embargo, no es hasta
finales del siglo pasado, con el desarrollo de técnicas y metodologias adecuadas que
permiten la deteccion y estudio de estos elementos en los organismos vivos, que surge
la denominada quimica bioinorgénica. Esta nueva area de investigacion situada en la
frontera entre la quimica inorganica y la biologia puede definirse como “la ciencia que
trata del estudio de la reactividad quimica de los elementos y compuestos inorganicos

en los sistemas bioldgicos”.

Actualmente se conocen al menos 20 elementos inorganicos con un papel fundamental
en los seres vivos, estando la mayoria de ellos presentes en cantidades traza y
ultratraza y realizando funciones de diversa complejidad tales como transferencia de
electrones y grupos funcionales, participacion estructural en proteinas y centros
cataliticos de enzimas, fijacién de biomoléculas o el mantenimiento de membranas y
paredes celulares. En el caso concreto de los metales de transicién, estos son
transportados y/o almacenados por los organismos vivos con el fin de asegurar
concentraciones que permitan su participacion en procesos biolégicos fundamentales,
ademas de evitar patologias derivadas de un exceso o defecto de los mismos.? Estos
metales se encuentran siempre en forma ionica, cambiando sus estados de oxidacion y

entorno de coordinacion de acuerdo con las necesidades biolégicas.

Los descubrimientos de la quimica bioinorganica durante las Gltimas décadas han
supuesto un gran impacto en la medicina clinica por medio de la introduccion de
compuestos artificiales en los sistemas vivos a modo de sondas, agentes de contraste
o farmacos. Estos avances han permitido, no solo el desarrollo de nuevos agentes
médicos imposibles de conseguir a partir de compuestos puramente organicos, sino una

mejor comprensién de los mecanismos biolégicos de ciertas enfermedades.?

De acuerdo con esto, se entiende que la quimica bioinorganica tiene como objetivos
principales, (i) el estudio de las propiedades, entornos de coordinacion y mecanismos
de reaccion de los metales implicados en funciones celulares, (ii) el disefio de farmacos
inorganicos para curar o prevenir enfermedades vy (iii) la introduccién o extraccion de

ciertos compuestos en los sistemas bioldgicos. Los temas abarcados por la



bioinorganica son de enorme importancia en muchas otras ramas de la ciencia como la

bioquimica, la medicina, la farmacologia o la agricultura.t
1.2. Actividades biolégicas de hidrazidas e hidrazonas.

Las hidrazonas constituyen un grupo de compuestos organicos con estructura basica
RiR2C=N-NRs;Rs considerados de gran importancia biolégica. Ambos atomos de
nitrégeno tienen una naturaleza nucleofilica, siendo el nitrégeno amino el mas reactivo,
mientras que el &tomo de carbono muestra caracter tanto nucleéfilo como electréfilo.
Esta flexibilidad de reaccién de sus centros activos hace que las hidrazonas sean

ampliamente utilizadas como base para la sintesis de un gran nimero de compuestos.

La principal ruta para la sintesis de hidrazonas y derivados consiste en el calentamiento
de hidrazidas debidamente sustituidas con diferentes aldehidos y cetonas en
disolventes organicos tales como etanol, metanol o butanol.® Recientemente, los
compuestos hidrazida-hidrazona (Ri:CO-NH-N=CR:R3) han atraido la atencion de
campos como la biotecnologia médica debido a que contiene el grupo azometino (o
base de Schiff) conectado a un grupo carbonilo, lo que les confiere una gran variedad
de aplicaciones farmacoldgicas. Este grupo C=0 donador hace que la estructura sea
mucho mas verséatil, permitiendo a estos compuestos actuar incluso como agentes
guelantes para formar complejos con metales de transicion.* Numerosos estudios han
demostrado que los compuestos hidrazida-hidrazona y sus derivados estan asociados
con un amplio espectro de actividades biolégicas como antiinflamatoria,®’ analgésica,>’
antioxidante,®  anticonvulsiva,® antitubercular,’®!!  antidepresiva,® antiagregante
plaquetatio,? anti-VIH,*® anticancerigena,*” antibacterial, antifingica o antiviral, entre
otras. Estas caracteristicas han potenciado la sintesis y desarrollo de compuestos
portadores del grupo hidrazida-hidrazona para su uso como agentes quimioterapéuticos

en la lucha contra diversas enfermedades.
1.2.1. Propiedades antibacteriales.

Las enfermedades de naturaleza bacteriana son un campo de estudio especialmente
complicado debido a la creciente cantidad de cepas multiresistentes y al reto que supone
Su tratamiento en pacientes con un sistema inmune debilitado. En la actualidad, los
derivados de hidrazida-hidrazona resultan de gran interés en la basqueda de nuevos
agentes antibacteriales ya que gran parte de los farmacos utilizados con éxito presentan
este grupo en su estructura (Figura 1). Es por este motivo que, entre las diferentes
propiedades biologicas de estos compuestos, su actividad antimicrobial es la que méas

se recoge en las publicaciones cientificas de los ultimos afios.°
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Entre los multiples compuestos de hidrazida-hidrazona con esta naturaleza antibacterial
se incluyen ejemplos como los derivados del acido 4-fluorobenzoico sintetizados por
Rollas et al. (2002) con actividad frente a S.aureus, E.coli, P.aeruginosa y C.albicans,®
derivados de isonicotinoil hidrazidas sintetizados por Moldovan et al. (2011), hidrazida-
hidrazonas del acido 4-clorofenilsulfonil desarrolladas por Kumar et al. (2011) con gran
capacidad de inhibicién frente a E.coli y S.aureus,*° derivados de 1,2-dihidropirimidina
obtenidos por Al-Sharifi y Patel (2012) con actividad frente a diversas bacterias Gram
positivas y Gram negativas o las hidrazonas con metales de transicién sintetizadas por
Bhagat et al. (2012). La mayoria de estos compuestos de nueva sintesis han
demostrado actividades que igualan o incluso superan a farmacos antibiéticos

tradicionales como ampicilina, cloranfenicol y ciprofloxacino.
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Figura 1. Estructura quimica de los medicamentes antibacterianos (a) nitrofurazona, (b)
furazolidona y (c) nitrofurantoina portadores del grupo hidrazida-hidrazona.

1.2.2. Propiedades antiinflamatorias.

El desencadenamiento de reacciones inflamatorias estd asociado no solo a
enfermedades comunes como la artritis reumatoide, sino también a los primeros
estadios de enfermedades de mayor riesgo como el cancer o enfermedades
cardiovasculares. Hoy en dia, la mayoria de farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) siguen presentando importantes problemas gastricos como la aparicién de
Ulceras o dispepsia.® Por este motivo, las investigaciones alrededor del disefio y sintesis
de agentes quimicos capaces de maximizar la respuesta antiinflamatoria reduciendo los

dafios gastrointestinales resultan de gran urgencia.

Numerosos estudios han demostrado que compuestos derivados del grupo hidrazida-
hidrazona exhiben esta naturaleza antiinflamatoria. Algunos ejemplos incluyen:

derivados de benzotiazina N-acilhidrazonas con actividad superior a la de farmacos



antiinflamatorios estandar como piroxicam, derivados 6-sustituidos del compuesto
3(2H)-piridazinona-2-acetil-2-benzalhidrazona con  propiedades farmacoldgicas
capaces de sustituir al antiinflamatorio indometacina,* N-fenilpirazolil-4-acilhidrazonas
capaces de inhibir la agregacién plaquetaria o las hidrazida-hidrazonas con estructura
5-metil-2-benzoxazolina sintetizadas por Gokhan-Kelekgi et al. con efectos analgésicos

comparables a la morfina.®
1.2.3. Propiedades antitumorales.

Los tumores malignos contintan siendo, a dia de hoy, la principal causa de mortalidad
y morbilidad en personas de todo el mundo, manteniendo la necesidad de encontrar y
sintetizar nuevos farmacos que permitan una citotoxicidad eficiente y selectiva.'* Entre
las actividades biolégicas mostradas por derivados de hidrazida-hidrazonas destaca,
por su importancia en el futuro desarrollo de agentes anticancerigenos, la capacidad de
inhibir la proliferacién celular e inducir apoptosis y autofagia en células de cancer de
colon,>!® cancer de esdéfago,* cancer de pulmoén,'®1° o cancer de mama,?° entre otros.
A mayores, estos compuestos pueden asociarse con otras estructuras, como es el caso

de las quinolinas, con el objeto de potenciar sus efectos inhibitorios.

La quimica de las quinolinas ha sido de gran interés a lo largo de todo el siglo pasado
por su éxito frente a diversos tipos de cancer.’ Asi, nuevos compuestos hidrazida-
hidrazona portadores de estos motivos quinolina (Figura 2) han mostrado importante
actividad antineoplasica por medio de intercalacion en el ADN, inhibicion de la

angiogénesis y arresto del ciclo celular.

Figura 2. Estructura quimica del compuesto anticancerigeno (E)-N'-((2-cloro-7-metoxiquinolin-3-
illmetileno)-3-(feniltio)propano hidrazida.

En la actualidad, las terapias contra el cancer estdn adoptando perspectivas
innovadoras que pasan por el uso de nuevas dianas celulares nunca antes
consideradas. Estos tratamientos son el resultado de una compresioén mas profunda de
la biologia de ciertos organulos como la mitocondria, cuyas funciones se ven alteradas
en células de distintos tipos de cancer. Recientemente, estudios como el desarrollado
por Patil y colaboradores en 2018 han conseguido sintetizar especies moleculares



derivadas del grupo hidrazida-hidrazona con la capacidad de actuar sobre este
organulo, estimulando la apoptosis e inhibiendo la proliferacién en células de cancer de
colon.*® Otro objetivo potencial en tratamientos de nueva generacion por su funcién en

procesos de division celular es el hierro y las proteinas férricas.?

Varios compuestos quelantes del hierro como la 2-hidroxi-1-naftilaldehido benzoil
hidrazona han demostrado efectividad evitando el crecimiento de células tumorales de
cancer de mama, vejiga o cabeza y cuello. Sin embargo, pocos son los quelantes que
han llegado a ser testados en ensayos clinicos.?!

Con todas las caracteristicas aqui expuestas, sumadas a la escasez de efectos
secundarios téxicos en pacientes, resulta l6gico pensar que los compuestos derivados
de hidrazida-hidrazonas tienen un futuro muy prometedor en el estudio y desarrollo de
nuevos medicamentos que abarquen un amplio espectro de aplicaciones

farmacoldgicas.
1.3. Complejos metalicos de hidrazona como agentes anticancerigenos.

El tratamiento contra el cancer es una lucha multidisciplinar, abordandose a través de
cirugia, radioterapia, hormonoterapia o quimioterapia en funciéon del tipo y grado de

avance en el paciente.?

En las dltimas décadas, la quimica médica inorganica ha incrementado su interés en el
desarrollo de nuevos farmacos basados en compuestos metalicos capaces de unirse o
escindir acidos nucleicos bajo condiciones fisiol6gicas, exhibiendo multiples ventajas
frente a los compuestos tradicionales centrados en el carbono. Estas ventajas se deben
al amplio espectro de geometrias, nimeros de coordinacion y estados de oxidaciéon que
presentan y que les permiten participar en procesos biolégicos redox, funcionalizar
grupos para adaptarse a dianas moleculares especificas y coordinarse con moléculas a

través de reacciones de intercambio de ligando.?®

El éxito clinico del complejo cis-diaminodicloroplatino (lI) o cis-platino, y de los
correspondientes derivados de segunda generacion como el carbaplatino, nedaplatino
u oxaliplatino, supone un punto de inflexiébn en la importancia que estos compuestos
metdlicos tienen en la lucha contra el cancer.?* Hoy en dia, el uso de estos farmacos se

extiende a ~70% de los pacientes que sufren esta enfermedad.?®

La penetracion del cis-platino en el interior de las células depende de una combinacién
de transportes activo, pasivo y mediado por proteinas. Una vez en el interior de las



mismas, los ligandos cloruro son sustituidos por ligandos aquo como resultado de una
menor concentracion de iones cloruros con respecto al medio extracelular. EI complejo
resultante, cargado positivamente, reacciona con grupos nucledfilos de ciertas
biomoléculas como los grupos tiol de algunas proteinas o los nitrégenos dadores
presentes en el ADN (preferentemente N7 de guaninas y adeninas), provocando una
deformacion en la estructura de doble hélice y con ello la muerte celular (Figura 3).2226

+
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H, Cl ey OH, H, OH,
\ / e 4 +H,0 \ /
Pt : —_— Pt ——p Pt
H]n/ \ cl — / \ cl H_]l\/ \ OH,
=

Cis-platino

Medio extracelular Medio intracelular

Membrana
celular

Aducto intrahebra Aducto interhebra

Figura 3. Mecanismo de accion del compuesto cis-platino como farmaco antitumoral.

No obstante, estos agentes platinados solo son utiles frente a un ndmero limitado de
tumores y los pacientes tratados muestran importantes efectos secundarios, derivados
de su elevada toxicidad, junto con fenébmenos de resistencia en las células cancerosas,

lo que disminuye su impacto y aumenta la mortalidad.?

En la blusqueda de especies menos tdxicas y mas efectivas para su aplicacion
guimioterapéutica, los complejos metalicos de hidrazona se presentan como
importantes candidatos. Ademas de sus ya comentadas propiedades biologicas y
farmacéuticas, las hidrazonas sirven como excelentes agente quelantes capaces de
ofrecer distintos modos de coordinaciébn con una gran variedad de metales de
transicion.?” Asi, estudios realizados con complejos metalicos de Cu (1) y (Il), Co (ll) o
Ni (Il), utilizando derivados de hidrazona como ligandos, han demostrado que estos
compuestos exhiben propiedades de uniébn al ADN y escision de ADN muy

prometedoras para su Uso como agentes anticancerigenos y antimicrobiales.?*2829
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Habitualmente, los ligandos polidentados hidrazona se unen al ion metalico a través del

nitrégeno azometino y el &tomo de oxigeno en su forma endlica.

Tanto los ligandos libres como los complejos de metales de transicion interaccionan con
el ADN mediante la formacion de enlaces covalentes irreversibles y asociaciones
intermoleculares reversibles, siendo las uniones covalentes, como alquilacion y
formacion de enlaces crosslink inter- e intrahebra, responsables de una completa
inhibicién de las funciones del ADN y la consiguiente muerte celular.®® En cuanto a los
mecanismos de unidon no covalente, estos incluyen intercalacion, uniéon al surco y

atraccion electrostatica (Figura 4).

Interaccion
electrostatica

Unién covalente
coordinada

Surco menor
NH:  Union al surco

Surco mayor |

Figura 4. Representacion de los distintos modos de interaccién de moléculas pequefias con la
doble hélice de ADN.

Los compuestos que se intercalan entre pares de bases adyacentes del ADN deben
cumplir una serie de requisitos estructurales, como la presencia de grupos aromaticos
planos o cargas positivas. La estabilidad de estas uniones ADN-intercalador depende
de fuerzas de van der Waals, hidrofobicas, enlaces de hidrégeno y apilamientos -1
entre los sistemas aromaticos del agente intercalante y las bases nitrogenadas. En el
caso de especies que interaccionan con los surcos del ADN, estas pueden hacerlo
variando ligeramente su forma para ajustarse a la curvatura del surco o encajando

directamente en ella. Las moléculas que interaccionan de este modo suelen presentar
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gran especificidad por las secuencias ricas en adenina-timina, estableciendo enlaces de
hidrégeno con el N3 de adenina y O2 de timina. Finalmente, los ligandos y complejos
metélicos con carga positiva también pueden asociarse electrostaticamente con la
cadena de fosfatos cargada negativamente en la parte externa de la doble hélice de
ADN.26’31

Las distorsiones provocadas en la estructura de los acidos nucleicos por parte de estos
compuestos pueden inhibir procesos fundamentales como la transcripcion, la replicacion
o la interaccion del ADN con ciertas proteinas, deteniendo asi la proliferacion celular y
estimulando la apoptosis.?® Por consiguiente, el estudio y comprension de los
mecanismos de interaccion molécula-ADN resulta fundamental para el disefio de
nuevos farmacos mas eficientes y selectivos en el tratamiento de enfermedades como

el cancer.
1.4. Conceptos generales de fotoluminiscencia molecular.

Las técnicas de analisis de fotoluminiscencia constituyen una forma adecuada de
evaluar las complejas interacciones intermoleculares que se producen en las moléculas
con interés en areas como la quimica bioinorganica o la quimica médica. El fenémeno
de luminiscencia consiste en la emision de fotones infrarrojos, visibles o ultravioletas por
especies que se encuentran en un estado electronico excitado. Dentro de estas
especies emisoras se incluyen compuestos organicos, como hidrocarburos aromaticos,
aminoacidos, cumarinas o rodaminas, compuestos inorganicos y compuestos
organometalicos, principalmente aquellos que cuentan con iones de las tierras raras o
agentes quelantes.®? Los diferentes modos de excitar las moléculas dan lugar a los

diversos tipos de luminiscencia.

Una forma particular de luminiscencia es la fotoluminiscencia, donde la excitacion se
realiza empleando fotones de luz visible o ultravioleta. En este caso, la absorcion de
fotones de luz lleva a la especie molecular a un estado electronico excitado. El retorno
al estado fundamental estable esta acompafiado por la emision de fotones (UV-Vis o
IR), dando Ilugar a las distintas clases de fotoluminiscencia: fluorescencia,
fosforescencia y fluorescencia retardada. Asimismo, este decaimiento desde el estado
excitado puede seguir procesos no radiantes como son la conversion interna, transicion
entre dos estados electronicos de igual multiplicidad de espin con la subsiguiente
relajacion al nivel vibracional més bajo del estado electronico final, el cruce intersistema,
transicion entre niveles vibracionales similares en energia correspondientes a estados

electrénicos con diferente multiplicidad de espin, la transferencia intramolecular de
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carga (ICT) o los cambios conformacionales ocurridos en la molécula (Figura 5).32 A
mayores, las interacciones de la especie excitada con otras moléculas del ambiente
también pueden competir con los procesos de relajacion radiante.

- . cruce fluorescencia
osforescencia <_intersistema retardada
emision conversion
fluorescente interna

transferencia
intramolecular de carga

hv

cambio
conformacional

transferencia de
electron

transformacion transferencia de

fotoquimica protén
formacién de transferencia de
exciplexes formacion de energia

excimeros

Figura 5. Esquema de las posibles vias de relajacion de una molécula excitada.

Los niveles energéticos del estado fundamental y estados excitados de un determinado
atomo o molécula, asi como todos los posibles procesos de excitacion y relajacion
mencionados, pueden describirse visualmente por medio de un diagrama Perrin-
Jablonski (Figura 6). Los estados electronicos singletes se denotan por S,, siendo Sy el
estado electrénico fundamental, mientras que los estados tripletes se denotan por Th,
presentando cada estado electronico (lineas gruesas) multiples niveles vibracionales y
rotacionales asociados (lineas finas). A temperatura ambiente la mayoria de las
moléculas se encuentran en el nivel vibracional mas bajo del estado electrénico
fundamental singlete (So). La absorcion de un foton de luz excita la molécula desde este
estado Sy hasta estados electrénicos excitados (Si, S»...), siendo siempre la energia del
foton absorbido igual a la diferencia de energia entre los niveles energéticos implicados
en el transito.® El fendmeno de absorcion es del orden de femtosegundos (<107 s).
Debido a la presencia de niveles vibracionales, los espectros de absorcion pueden

presentar diferentes maximos asociados a un transito electrénico.

Como ya se ha reportado anteriormente, la emision de fotones que acompafa a la
relajacion S; — So corresponde al fendmeno de fluorescencia, cuyas caracteristicas son
en la mayoria de casos independientes de la longitud de onda de excitacion. El espectro

de emision de fluorescencia aparece siempre a menor energia (mayor longitud de onda)
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que el de absorcion debido a las pérdidas de energia ocurridas en el estado excitado,
resultado de la relajacion vibracional, y al decaimiento a niveles vibracionales superiores
al 0 del estado electréonico fundamental So. Este fendbmeno es conocido como
“corrimiento al rojo” del espectro.®23® La diferencia entre los maximos de la banda de

absorcion y emision del primer transito electrénico constituye el desplazamiento de

Stokes.

Conversion

S ]F; intema  ————
2- L Y

T2
Conversion Cruce
interna A intersistama
e \ ry ? ~ C“_Jce - j—
— 4 intersistema —— / e
< e f—
S I =
1 T

b L

| ABSORCION |[FLUORESCENCIA| | FOSFORESCENCIA

TN

s

PR
T
w
i-]

h 4

Desplazamiento
Stokes

}L

ABSORCION FLUORESCENCIA FOSFORESCENCIA

Figura 6. Diagrama Perrin-Jablonski (superior) y representacién de las posiciones relativas de
los espectros de absorcion, emision fluorescente y emision fosforescente (inferior).

En ocasiones, los niveles vibracionales de los distintos estados electronicos pueden
mostrarse como picos bien definidos en el espectro, pero las interacciones de los
fluoroforos con las moléculas del ambiente tienden a dar espectros constituidos por
bandas relativamente anchas. Estos espectros son, por tanto, una potente herramienta

para el andlisis quimico y fisico del ambiente molecular del fluoréforo.33

Otra de las emisiones radiactivas englobadas dentro de la fotoluminiscencia es la
fosforescencia. Tras un proceso de cruce intersistema que lleva la especie excitada a
un cambio en la multiplicidad de espin de un estado singlete, de S, a Tn. La transicion
T1— Sopes un proceso mas lento que el transito S1 — So. Por ser la energia del nivel
vibracional mas bajo del estado T inferior a la energia de su homdlogo en el estado S,

el espectro de fosforescencia aparece a mayores longitudes de onda que el espectro de
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fluorescencia. Ademas, si la diferencia energética entre los estados S; y T es pequefa
y el tiempo que permanece la molécula en el estado excitado T; es relativamente largo,
puede darse un cruce intersistema inverso T; — S; que tiene como resultado un
espectro de emision semejante al espectro normal de fluorescencia. Este tipo de emisién
es dependiente de la temperatura, siendo mas efectiva a temperaturas elevadas, y se

conoce como fluorescencia retardada.
1.4.1. Espectro de emisidn y excitacion de UV-Vis.

El espectro de emision o espectro de fluorescencia representa las probabilidades de las
distintas transiciones que pueden tener lugar desde el estado excitado S: hasta los
diferente niveles vibracionales del estado fundamental So. De este modo, el espectro de
emision refleja la distribucion energética de los fotones emitidos y es caracteristico de
cada compuesto, pudiendo ser utilizado como herramienta eficaz en la identificacion de
especies o la determinacion de concentraciones en disolucion diluida. En la practica, la
medida de la intensidad de fluorescencia en estado estacionario (bajo un haz continuo
de luz) en funcién de la longitud de onda de emision fluorescente (1), a una longitud de
onda de excitacion constante (1), constituye el espectro de fluorescencia.®

Generalmente, la 1z escogida es igual a la longitud de onda de maxima absorcion.

Conocida la longitud de onda de fluorescencia (Az) correspondiente al maximo del
espectro de emision, la representacion de la variacion de la intensidad de fluorescencia
(Ir) en funcién de la longitud de onda de excitacion (4z), para una longitud de onda A,
seleccionada, constituye el denominado espectro de excitacion. Este espectro de
excitacion suele ser idéntico al de absorcion siempre y cuando el estado electronico
fundamental esté ocupado por una Unica especie molecular. La comparacion de los
espectros de excitacién y emision obtenidos para un determinado compuesto aporta

informacion importante acerca de su naturaleza e interacciones con el medio.
1.4.2. Factores que afecta a la fluorescencia.

Dentro de los principales factores que afectan al perfil de los espectros, asi como a los
valores de los rendimientos cuanticos de fluorescencia, se incluyen: la extension del
sistema conjugado Tr-electron, presencia de atomos de elementos pesados,
sustituyentes dadores y aceptores de electrones, anillos aromaticos heterociclicos, el
efecto de la temperatura y pardmetros ambientales como la polaridad del disolvente, el
grado de acidez o la viscosidad.®? En general, la gran mayoria de compuestos con

propiedades fluorescentes son aromaticos, observandose un desplazamiento de los
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espectros de emision y absorcién hacia mayores longitudes de onda y un incremento
del rendimiento cuantico a medida que aumenta el grado de conjugacion. Este efecto
ha sido confirmado en estudios con hidrazonas de aldehidos aromaticos en los que la
extension del sistema 1-conjugado en ambas partes de la molécula, aldehido y amina,
se traduce en el desplazamiento batocrémico de la banda de absorcion.3

En el caso concreto de las especies aromaticas, la transicién electronica de menor
energia es de tipo ™ — 1*, caracterizada por rendimientos cuénticos de fluorescencia
considerablemente elevados. La existencia de atomos con electrones de no enlace, por
ejemplo O y N, en la estructura del sistema 1-conjugado provoca que la transicion de
menor energia sea de tipo n — 1*, en lugar de la transicion ™ — 1*. La lentitud de este
proceso hace que los mecanismos de relajacién no radiantes sean predominantes.®? No
obstante, en medios proticos, compuestos con atomos de nitrégeno heterociclicos
pueden establecer enlaces de hidrégenos con las moléculas del disolvente resultando
en una inversién de las transiciones de menor energia de n - ma T —> MYy el
consiguiente aumento del rendimiento cuantico de fluorescencia. En la practica, muchos
de los fluoréforos de mayor interés en campos como la biologia médica y conservacion
medioambiental son heterociclicos, destacando las fluoresceinas, oxazinas o las ya
mencionadas rodaminas y cumarinas. Mdltiples investigaciones con hidrazonas
basadas en estos ultimos compuestos han demostrado su utilidad como sondas
fluorescentes de gran selectividad y sensibilidad para la deteccién de iones metalicos
como Cu?* (Figura 7) y sus posibles aplicaciones en técnicas de bioimagen fluorescente

en organismos vivos.*®

s s
L XN IN-N—, D Cu? I N-H—Q :@
N L N

N 0 o - =N 0o,
b S

Fluorescencia “ON” Fluorescencia “OFF”

Figura 7. Hidrazona con grupo cumarina (BENZPYR) empleada como sensor para la deteccion
de iones Cu?*. La unién del cation metalico a la molécula resulta en una reducciéon de la
intensidad de fluorescencia.

De forma genérica, la presencia de sustituyentes dadores de electrones tales como
grupos hidroxi, alcoxi o amino, tienden a aumentar el coeficiente de absorcién molar e
inducir un “corrimiento al rojo” en los espectros de emision y absorcion. Este fendbmeno

puede explicarse por la participacion activa de los electrones desapareados de los
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atomos de O y N en la conjugacion p — 11 con el sistema aromatico, lo que se traduce

en una disminucion de la energia de las transiciones m — 1*.%

Efecto opuesto tiene la presencia de grupos aceptores de electrones (C=0, —NO,). Las
transiciones de menor energia en estos compuestos son de naturaleza n — 1*, con el
cruce intersistema S: — T1 como proceso dominante de relajacion. Sin embargo, la
polaridad del disolvente y su capacidad para formar enlaces de hidrégeno puede
desestabilizar energéticamente el estado n — m* y estabilizar el estado m — %,
observandose asi una mayor intensidad de fluorescencia en disolventes polares con

respecto a los no polares.*?

Ademas de los factores moleculares, multiples parametros ambientales pueden afectar
a las caracteristicas de la fluorescencia, siendo los mas relevantes la temperatura, la
viscosidad y la ya citada polaridad del disolvente. Mayoritariamente, el incremento de
temperatura aumenta la eficiencia de los procesos no radiantes asociados a la agitacion
térmica. Del mismo modo, los estados excitados tripletes son facilmente desactivados
por colisién con las moléculas de disolvente, por lo que el fenbmeno de fosforescencia
también muestra gran sensibilidad a la temperatura. Estos efectos se ven compensados
si la especie se encuentra en una matriz rigida o un medio a baja temperatura.® En
cuanto a la polaridad, si el fluoréforo se encuentra en un entorno polar, antes de que la
molécula excitada emita el foton, los dipolos del disolvente polar tienen tiempo a
reorientarse alrededor del compuesto disminuyendo la energia del estado excitado. Este
proceso se conoce como relajacion por disolvente y explica el desplazamiento del
espectro de fluorescencia hacia longitudes de onda mayores a medida que aumenta la

polaridad del medio.*?
1.5. Fluorescencia de compuestos en estado solido. Efecto ACQ y AIE.

De forma general, la mayoria de propiedades fotofisicas, tales como el tiempo de vida
media del estado excitado,®” el rendimiento cuantico de fluorescencia,® la tasa de
decaimiento o los espectros de emision y absorcién, se estudian en disolucion diluida.
En estas condiciones, las moléculas de fluor6foro se encuentran relativamente aisladas
sin que se produzcan interacciones intermoleculares apreciables entre ellas.***° No
obstante, gran variedad de compuestos luminiscentes muestran comportamientos
fotofisicos muy diferentes en disolucién diluida en comparacion con disoluciones a
mayor concentracion. Asi, por ejemplo, se ha observado frecuentemente que moléculas
con una intensa fluorescencia en disolucion se convierten en no emisivas en estado

sélido. Este fendmeno, denominado “quencheo” por agregacién o aggregation-caused
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guenching (ACQ),*** se debe a la aparicién de interacciones intermoleculares en el
estado solido que originan la formacion de nuevas especies menos emisivas como

excimeros o exciplexes.*?

El efecto ACQ es comun a gran parte de compuestos fluorescentes que presentan
grupos funcionales aromaticos. Este tipo de fluoroforos emiten eficientemente en
disolucion, sin embargo, las interacciones tipo -1 que se dan por solapamiento de los
sistemas m-conjugados de moléculas adyacentes facilitan la formacion de agregados en
estado solido y favorecen el “quencheo” de la fluorescencia (Figura 8).4%43 A |o largo de
los afios, distintas ramas de la ciencia analitica y biolégica han aprovechado las ventajas
que ofrecen estas moléculas fluorescentes en disolucién.** Con todo, la reciente
aparicion de nuevos dispositivos optoelectrénicos como los transistores organicos de
efecto de campo emisores de luz (OLEFETSs),* los diodos organicos de emision de luz
(OLEDs)* o los laseres organicos en estado soélido (OSSLs),*® ha impulsado la sintesis
de especies altamente fluorescentes en su estado sélido. Como resultado, muchos
grupos de investigacion han abordado el problema que supone el efecto ACQ. Entre las
principales estrategias disefiadas con objeto de evitar la formacion de agregados
lumino6foros sobresalen: la introducciéon de sustituyentes voluminosos,*’“8 la proteccion
dendritica del nucleo fluorogénico,**° el aumento de la transferencia de carga

intramolecular,®* o el apilamiento de dipolos cruzados.%?

4 ‘ Interaccion
CE I
Quenching por
‘ agregacion
(ACQ)

Emisivo No emisivo (off)
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. -J‘ 17» y }\
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por agregacion
(AIE)

No emisivo Emisivo (on)

2,

—
'

Figura 8. Representacion de (a) proceso de “quenching” por agregacién en moléculas de
perileno debido a interacciones de apilamiento T1-11 entre los anillos aromaticos y (b) proceso de
emision inducida por agregacion en moléculas de hexafenilsilol (HPS) debido a la restriccion de
las rotaciones intramoleculares de los grupos fenilo.
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En 2001, un nuevo fendbmeno exactamente opuesto al efecto ACQ se descubre en un
derivado del grupo de los “siloles”.*> ElI compuesto 1-metil-1,2,3,4,5-pentafenilsilol
(Figura 9) no emite en disolucion diluida, pero exhibe una intensa luminiscencia cuando
sus moléculas se agregan en disoluciones concentradas o finas peliculas sdlidas.*®
Desde el punto de vista estructural, la molécula de silol tiene forma de hélice con sus
grupos fenilicos en disposicion no coplanar. En disolucién diluida, estos grupos
periféricos experimentan rotaciones intramoleculares dinamicas, lo que favorece la
relajacion del estado excitado por procesos no radiantes y resulta en la ausencia de
luminiscencia. Contrariamente, en estado agregado, las moléculas se encuentran
estrechamente empaquetadas, por lo que las rotaciones intramoleculares de los grupos
arilo estan restringidas por impedimento estérico. Ademas, la naturaleza helicoidal
impide que las moléculas de silol se alineen frontalmente por apilamiento TT-11. Esta
restriccion de las rotaciones intramoleculares (RIR) y de las interacciones tipo 11-1 activa
los mecanismos radiantes de relajacion. Como consecuencia, la especie 1-metil-
1,2,3,4,5-pentafenilsilol se vuelve emisiva en estado agregado.***° Este efecto se

denomina, por analogia con el ACQ, emision inducida por agregacion o aggregation-

"%

/N

induced emission (AIE).#?

Figura 9. Estructura quimica de la especie AlE-activa 1-metil-1,2,3,4,5-pentafenilsilol.

Desde el descubrimiento del efecto AIE por Tang y colaboradores, el estudio de nuevos
sistemas AlE-activos, asi como el desarrollo de materiales con emision modulable en
estado solido, se han convertido en areas de gran interés por sus posibles aplicaciones

en el mundo real.**
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2. OBJETIVOS.

e Sintesis de los compuestos H1, H2, AL2 y ARS8 derivados del grupo hidrazona.

e Caracterizacion estructural de las especies obtenidas por medio de las técnicas
de andlisis elemental, espectrometria de masas, espectroscopia IR, RMN H,
RMN 3C, RMN bidimensional y difraccién de rayos X de monocristal.

e Estudio de las propiedades Opticas de los compuestos en disoluciéon y estado
sélido mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis.

e Estudio de las propiedades fotofisicas de los compuestos en disolucion y estado
sélido mediante espectroscopia de fluorescencia.

e Estudio de la interaccién del compuesto AR8 con ADN mediante técnicas de
espectrofotometria UV-Vis y espectrofluorimetria. Determinacién del mecanismo

y constante de unién.
3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Sintesis.
3.1.1. Compuesto H1.

La sintesis del compuesto H1 se basa en una reaccion de condensacién entre el
hidrocloruro de piridoxal (Sigma-Aldrich, 99%) y la 4-aminobenzoico hidrazida (Sigma-
Aldrich, 95%). Cantidades equivalentes de ambos reactivos se disuelven, por separado,
en metanol (PanReac, 99.9%). Tras su completa disolucién, se mezclan en un matraz
de fondo redondo y se calientan a reflujo durante 2 horas con agitacién magnética. La
reaccion ocurre rapidamente, dando como resultado un producto de color amarillo-

naranja.

El precipitado obtenido se filtra a vacio, se lava con pequefias porciones de metanol y
dietiléter (Fisher Chemical, 99%) y se conserva en un desecador durante varios dias
para eliminar posibles restos de humedad. Adicionalmente, las aguas madres recogidas
se separan en un vaso de precipitados con el objeto de conseguir cristalizar mas

producto.

HO o H
NHz
= o H MeOH
. . N —_—
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Figura 10. Reaccion de sintesis del compuesto H1.
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3.1.2. Compuestos H2, AL2 y ARS.

La obtencion de los compuestos de hidrazona H2, AL2 y ARS8 sigue el mismo
procedimiento experimental que la sintesis del derivado H1, haciéndose reaccionar
hidrocloruro de piridoxal con 3-hidroxi-2-naftohidrazida (Sigma-Aldrich, 298.0%), 3-
hidroxibenzoico hidrazida (Sigma-Aldrich, 98%) y nicotinohidrazida (Sigma-Aldrich,
97%), respectivamente (Figura 11). Tras el filtrado a vacio y lavado con porciones de
metanol y dietiléter, se consigue un producto en forma de polvo de color amarillo palido,
en el caso de H2, y polvo blanco-amarillento, en el caso de AL2 y ARS8. Todos ellos se
almacenan en el desecador y sus aguas madres se dejan cristalizar en vasos de

precipitados.

HO o HO HO
"o MeOH N OO
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cr 0] .
Cl
HO o HO > l
H
= H H ] MeOH X N A N
HNE | + _N S > | N c
X" NoH HzN Reflujo, 2h HNY Ol 0
cr o cr

Figura 11. Reaccion de sintesis del compuesto (a) H2, (b) AL2, y (c) ARS.

3.2. Caracterizacion estructural.
3.2.1. Andlisis elemental.

Se determinan los porcentajes de nitrdgeno, carbono e hidrogeno empleando un
analizador elemental FlashEA112 (ThermoFinnigan). El andlisis se realiza mediante

combustién instantanea de la muestra en un tubo de cuarzo relleno de WOs y cobre.



3.2.2. Espectrometria de masas.

Con el objeto de determinar la masa exacta de las moléculas se emplea un
espectrometro de masas LC-Q-g-TOF Applied Biosystems QSTAR Elite para conseguir
los espectros correspondientes (positivo y negativo) mediante ionizacién con
electrospray (ESI) acoplado a HPLC Agilent 1200, utilizando metanol como disolvente.

3.2.3. Espectroscopiainfrarroja.

Para medir los espectros de IR se utiliza un espectrometro FT-IR Nicolet iS10 de la casa
comercial Thermo Scientific con el modulo de ATR (Attenuated Total Reflection). El
procesamiento y visualizacién de los resultados se efectta con el software OMNIC.

3.2.4. Espectroscopia RMN *H y RMN *3C.

Para obtener los espectros de RMN se emplea un sistema de dos espectrometros de
Resonancia Magnética Nuclear: Bruker AVANCE 500, equipado con una criosonda dual
H/*3C y sonda inversa BBI, y Bruker AVANCE Il HD 400, con sonda BBFO para
observacién en banda ancha y sonda HR-MAS !H/®C. Las medidas se realizan

utilizando DMSO-ds como disolvente.
3.2.5. Difraccién de rayos X.

Se emplea un difractometro X8 APEX Kappa Bruker-Nonius de difraccion de rayos X de
monocristal, con radiacibon MoKa y monocromador de grafito, para obtener las

estructuras cristalinas de los correspondientes compuestos. La resolucion, refinado y

representacion de las mismas se realizan con el software SHELXL®® y OLEX2.%*
3.3. Espectroscopia de absorcién y emision UV-Vis.
3.3.1. Espectroscopia de absorcién UV-Vis.

Se realiza un estudio de espectroscopia UV-Vis tanto en disolucion como en estado
solido con el objeto de evaluar posibles diferencias entre los espectros recogidos en

ambas condiciones.

Antes de comenzar las medidas, se preparan disoluciones stock de los distintos
compuestos disolviendo aproximadamente 4 mg de H1, H2, AL2 y AR8 en 13 ml de
metanol (0.92, 0.79, 0.91y 0.96 mM, respectivamente). Tras obtener los valores iniciales
de absorbancia de estas disoluciones, se preparan diluciones de trabajo 1/4, en el caso
de H1yH2 (230y 197.50 uM, respectivamente), y 1/20, en el caso de AL2 y ARS8 (45.50
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y 48 uM, respectivamente), que se utilizan para desarrollar el experimento sin saturar el
equipo. Todos los espectros de absorcién se registran con un espectrofotémetro UV-Vis
JASCO V650 entre los 250 y 750 nm. Las medidas se efectian siempre en cubeta de

cuarzo con camino Optico de 10 mm.

Para el andlisis de los compuestos en estado sélido, se emplea la técnica de
espectroscopia UV-Vis de reflectancia difusa. Los espectros de reflectancia difusa
representan la relacién entre la luz dispersada por la muestra y la dispersada por un
estandar ideal no absorbente, en este caso BaSO, en funcion de la longitud de onda A.

Considerando una capa plana de muestra de espesor infinito, se puede obtener una
correlacion entre la reflectancia absoluta de la muestra (R.,) Y el coeficiente de absorcién
(K) segun la funcién Kubelka-Munk (F(Ry,)) (1).

_ 2
F(Roo) = m = 5 (1)

2R, S
La transformacion de Kubelka-Munk permite, asi, convertir el espectro de reflectancia
difusa en una aproximacion al espectro de absorbancia real recogido para la muestra

en disolucion.>>%6

Las medidas se realizan en el espectrofotometro UV-Vis JASCO V650, al que se acopla
un accesorio de esfera integradora capaz de registrar la radiacion reflejada por los
compuestos. Esta esfera integradora consiste en una estructura hueca con orificios a
través de los cuales penetra la radiacion incidente y reemitida, y puertos para el montaje
de la muestray el estandar de referencia. Su parte interna esté recubierta por un material

cuyo valor de reflectancia difusa se aproxima a la unidad.%’

Dado que el tamafio de particula es uno de los factores que mas afecta a las medidas
de reflectancia, con la intencion de obtener resultados consistentes, se muelen
fracciones pequefias de los compuestos a analizar en un mortero de 4gata hasta
conseguir polvo fino. A continuacion, la muestra se deposita en el soporte de muestras
que se acomoda en el correspondiente puerto de la esfera integradora. Todos los

espectros de reflectancia difusa se registran en el intervalo entre 200 y 800 nm.
3.3.2. Determinacion de los gaps energéticos.

El gap energetico (E;) describe la energia necesaria para excitar un electrén desde el
orbital molecular HOMO hasta el orbital molecular LUMO, analogos de las bandas de

valencia y conduccién en semiconductores, y constituye uno de los factores mas

23



importantes en la prediccion de las propiedades fotofisicas y potenciales aplicaciones

optoelectrénicas del material.>8°

El valor del gap energético en estado soélido se calcula a partir del espectro de
reflectancia difusa por medio del método Tauc,®® el cual asume que el coeficiente de
absorcion a dependiente de energia puede expresarse como:

(a )Y = B(hv —E,) 2

donde h es la constante de Plank, v la frecuencia del foton, E, el gap de energiay B es

una constante. El valor de y varia en funcién de la naturaleza de la transicion electrénica,

siendo ¥z para transiciones directas y 2 para transiciones indirectas.

Sustituyendo el término a de la ecuaciéon (2) por la funcion Kubelka-Munk F(R,,) se

obtiene la siguiente expresion:
(F(Rw) - V)Y = B(hv —E,) (3)

Asi, la representacién de (F(R.,)-hv)'/Y frente a hv resulta en el conocido como
diagrama de Tauc (Figura 12), y la interseccion de su ajuste lineal con el eje x da una

estimacion del gap energético.>86!

0.4+ '
——Diagrama de Tauc !
------- Ajuste lineal
o 0.3
>
=
s 0.2
x
'S
0.1
O.U T L) T ; L] T L] 1
15 20 25 30 35 40 45 50

hv / eV

Figura 12. Método de determinacion del gap energético (E,) a partir de la representacion de
Tauc.
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3.3.3. Espectroscopia de fluorescencia UV-Vis.

Con la intencibn de evaluar el comportamiento fotoluminiscente de los distintos
derivados de hidrazona sintetizados, asi como posibles cambios en la fluorescencia
emitida, se realiza un estudio espectrofluorométrico tanto en disolucién como en estado

agregado.

Las medidas de fluorescencia se recogen con un espectrofluorimetro Horiba Scientific
Fluoromax Plus-P utilizando las disoluciones stock de H1, H2, AL2 y AR8 en metanol
elaboradas para el experimento de espectroscopia de absorcién UV-Vis (0.92, 0.79, 0.91
y 0.96 mM, respectivamente). Se realizan espectros de emision fluorescente de cada
uno de los compuestos a distintos valores de longitud de onda de excitacion (1;). Las
longitudes Az que maximizan la emision fluorescente se escogen en base a los
resultados de los espectros de excitacidén previamente registrados. Todos los espectros
de emisidn se miden para rangos de longitudes de onda de fluorescencia (1) variables,

aproximadamente desde los 400 a los 750 nm.

En cuanto a la emision en estado sélido, los compuestos se depositan directamente en
el soporte metdlico de muestras, prensando cuidadosamente el polvo para que se
sostenga por si mismo. A continuacion, el soporte se coloca en el correspondiente
puerto del espectrofluorimetro Horiba Scientific Fluoromax Plus-P. Al igual que en
disolucion diluida, se realizan espectros de fluorescencia de las especies H1, H2, AL2 y

ARS8 a distintos valores de A para rangos de A variables en torno a 400-750 nm.
3.4. Estudios de interaccion con el ADN.

Como se comenta en el apartado “Introduccion”, actualmente, gran variedad de
farmacos anticancerigenos ejercen sus funciones biolégicas por medio de la unién con
las moléculas de ADN. El estudio de los mecanismos de interaccion de estos
compuestos con el ADN resultan de gran importancia en el area quimioterapéutica al

contribuir en el desarrollo de nuevos agentes quimicos para terapia antitumoral.®?

En el presente trabajo, se analizan las propiedades de unién al ADN del derivado AR8
a través de las técnicas de espectroscopia de absorcion UV-Vis y espectroscopia de

fluorescencia.
3.4.1. Espectroscopia de absorcion UV-Vis.

La espectroscopia de absorcion UV-Vis es una de las técnicas analiticas mas comunes
y elementales para explorar la interaccion entre moléculas de pequefio tamafio y el ADN.
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Previamente a la realizacion de las medidas, se prepara una disolucién salina
tamponada con fosfato (0.01 M de fosfato, 0.0027 M KClI, 0.137 M NaCl, pH 7.4 a 25 °C)
disolviendo dos pastillas de tampén fosfato salino PBS (Fisher Scientific) en 200 ml de
agua doblemente destilada. Esta disolucién tampén se utiliza a lo largo de todo el
experimento para controlar el pH del sistema de reaccidon y mantener la estabilidad del
ADN.

A continuacién, se prepara la disolucion stock de ADN disolviendo aproximadamente 1
mg de ADN de timo de ternera (ctADN) (Sigma-Aldrich) en 1 ml del tampdn PBS. Esta
disolucion se conserva a 4 °C en oscuridad durante 24 horas y su concentracion exacta

se determina por absorbancia UV a 260 nm, utilizando un valor de coeficiente de
absortividad molar &,,, = 6600 M cm™.%® Ademas, se comprueba la pureza del ctADN
controlando la relacion de absorbancias a 260 y 280 nm, siendo un valor de A,¢0/A250 >
1.8 indicativo de que el ADN se encuentra suficientemente libre de proteinas.®* La
seleccion de estas longitudes de onda se debe a que el espectro UV-Vis del ADN exhibe
una banda de absorcién en el rango 200-350 nm con un maximo a 260 nm. Esta banda
resulta de las transiciones electronicas que se originan en los grupos cromoéforos
situados en las bases nitrogenadas. Una vez realizadas estas medidas, a partir de la
disolucién stock, se prepara por dilucion con PBS una disoluciéon de trabajo de

concentracion 1200 yM.

Finalmente, se disuelven 2.6 mg del compuesto AR8 en 50 ml de DMSO (Sigma-Aldrich,
> 99.9%), obteniéndose una primera disolucion a partir de la cual se preparan las dos
disoluciones stock de concentracion 20 uMy 40 uM en PBS que se utilizan para estudiar

la unién de este derivado al ADN.

Los espectros de absorcion se recogen con un espectrofotometro UV-Vis JASCO V650
manteniendo la concentracion del compuesto de estudio constante a 20 uM y afiadiendo
concentraciones crecientes de ctADN (0, 11.76, 23.08, 39.25, 80.52, 120, 158.82 y 200
MM) directamente en la cubeta de cuarzo en la que se efectian las medidas. EI mismo
volumen de disolucion stock 40 uM de AR8 que de ctADN debe adicionarse en cada
paso para evitar la dilucibn y conseguir mantener constante la concentracion del
farmaco. Ademas, con el objeto de eliminar posibles interferencias causadas por la
absorbancia del propio ADN, las disoluciones del blanco se preparan siguiendo el mismo
patron de adiciones, pero afiadiendo disolvente PBS en lugar del compuesto. La
absorbancia se registra siempre entre 250 y 550 nm.
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El principio de esta técnica se basa en analizar los cambios observados en el perfil de
absorbancia del compuesto tras las sucesivas adiciones de ADN. De forma genérica, la
unién por medio de intercalacion provoca una disminucion de la intensidad de absorcion
del farmaco, efecto hipocromico, y un desplazamiento de su maximo hacia mayores
longitudes de onda, efecto batocromico, como consecuencia de las interacciones por
apilamiento 1-1T entre los sustituyentes aromaticos del croméforo y los pares de bases
del ADN.% El acoplamiento entre el orbital * vacio de la molécula y el orbital m* de las
bases nitrogenadas del ADN provoca una reduccion del nivel energético de la transicion
™ — 1%, lo que se traduce en el “corrimiento al rojo” del maximo de absorcién. Del mismo
modo, esto contribuye al efecto hipocrémico al disminuir las probabilidades del transito
electrénico por el llenado parcial del orbital T* vacio.®? El grado de hipocromismo esta
directamente relacionado con la fortaleza de la interaccién, la cual disminuye con el cubo
de la distancia entre el compuesto cromogénico y las bases del ADN. También resulta
frecuente la obtencion de espectros con efecto hipercrémico, acompafiado por un
pequefio o nulo desplazamiento batocrémico, en el caso de especies que interactdan

con el ADN mediante unién a los surcos.®

Otro tipo de interaccion que puede atribuirse al efecto hipercromico, y que provoca la
desnaturalizacion de la molécula de ADN, es el contacto externo (unién electrostatica)
del farmaco con la doble hélice. Cuando esto sucede, las fuerzas que mantienen unidas
las hebras de ADN (mayormente enlaces de hidrégeno) y que limitan la resonancia del
anillo aromatico de las bases nitrogenadas se debilitan. Como consecuencia, se produce
un aumento de la absorbancia UV de la disolucion de ADN debido a la presencia de

bases en su forma libre.31:66

A partir de los datos de absorcidon obtenidos, el valor de la constante de uniéon o
constante de asociacién (K;) para la interaccion AR8-ctADN se determina utilizando la

ecuacion (4):

[ADN] _ [ADN] 1
(ea—g) (sn—2) Ko(en—ef)

(4)

donde [ADN] es la concentracion de ADN en molaridad, g4 = Aobsa/ [COMpuesto], & es
el coeficiente de extincion del compuesto libre y ¢, es el coeficiente de extincion del
compuesto completamente unido al ADN. La constante de unién K;, se calcula como la
division entre la pendiente y la ordenada en el origen de la recta resultante de
representar [ADN] / (¢, — &f) frente [ADN].%>%
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Mientras que la constante de unién mide la estabilidad de la interaccién entre el
compuesto estudiado y el ADN, la energia libre de Gibbs (4G) aporta informacion sobre

la espontaneidad de la asociacion. Esta energia se calcula de acuerdo con la ecuacion

(5):
AG = —RTInK, (%)

siendo R la constante de gases ideales (8.314 J mol* K1), K, la constante de asociacion

determinada para el compuesto y T la temperatura en kelvin (considerada 298.15 K).
3.4.2. Espectroscopia de fluorescencia UV-Vis.

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica ampliamente utilizada en el estudio
de interacciones entre especies moleculares y ADN debido a su elevada sensibilidad y
selectividad, facilidad de implementacién y rapidez. Dado que el compuesto ARS8 es una
especie altamente fluorescente, sus propiedades de unién al ADN pueden determinarse

directamente en base a los distintos cambios observados en los espectros de emision.

Antes de comenzar a realizar las medidas, al igual que en espectroscopia UV-Vis, se
prepara una disolucién stock de ctADN en tampdn fosfato PBS (concentracion exacta
calculada por absorbancia a 260 nm) a partir de la cual, se elabora la disolucion de
trabajo de concentracion 1200 uM. A mayores, se preparan las dos disoluciones stock
de ARS8 de concentracion 10 uM y 20 uM en PBS utilizadas para medir la emision

fluorescente.

El experimento se realiza en un espectrofluorimetro Horiba Scientific Fluoromax Plus-P
manteniendo la concentracién del compuesto de estudio constante a 10 uM e
incrementando gradualmente la concentracion de ctADN (0-145.45 yM) directamente en
la cubeta de fluorescencia. El mismo volumen de disolucién stock 20 uM de ARS8 que de
ctADN debe adicionarse en cada paso para mantener constante la concentracion del
farmaco a analizar. La longitud de onda de excitacién (1) y longitud de onda (Az) de
maxima emisién se escogen a partir de las propiedades fotoluminiscentes de ARS8,
anteriormente estudiadas por espectrofluorimetria. Asi, los espectros de emision se
recogen utilizando un valor de Az = 400 nm para un rango de Az entre 430 y 600 nm.

Los slits de excitacion y emision se fijan ambos a 2 nm.

Cualquier molécula externa puede, potencialmente, “quenchear” la fluorescencia de otra

especie mediante unién a la misma.®> De este modo, el fundamento de la técnica
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realizada se basa en analizar la intensidad y posicion de la banda de fluorescencia del

compuesto ARS8 en presencia de distintas cantidades de ctADN.

En el caso de farmacos que interaccionan mediante intercalacion, la rotacion de las
moléculas libres promueve la desactivacion del estado excitado por mecanismos no
radiantes. Igualmente, las fuerzas electrostéticas, hidrofobicas y enlaces de hidrégeno
que se dan en las interacciones mediante union al surco provocan un descenso de la

emision fluorescente a medida que aumenta la concentracion de ADN en el medio.**

Por el contrario, si el farmaco se une covalentemente al ADN, la relajacion por
fluorescencia se ve potenciada y los espectros obtenidos muestran un incremento

significativo en la intensidad de la emision.

Los resultados de fluorescencia obtenidos se utilizan para calcular la constante de union

(Kp) y estequiometria (n) de la interaccion AR8-ctADN por medio de la ecuacion (6):

F

Fo

log = log K, + nlog[Q] (6)

donde F, y F son las intensidades de fluorescencia del compuesto en ausencia y
presencia de “quencher”, respectivamente, y [Q] es la concentracion del “quencher”. El
valor de la constante de unién K, se determina a partir de la ordena en el origen de la

representacion log [(Fo — F) / F)] frente log [Q].%*

A mayores, el “quencheo” de la fluorescencia también se analiza a través de la constante

de “quenching”, la cual se calcula empleando la ecuacion de Stern-Volmer (7):

2 =1+ Ky[0] )

donde, nuevamente, F, y F son las intensidades de fluorescencia del compuesto en
ausencia y presencia de “quencher” y [Q] la concentracién del “quencher”. La constante
de “quenching” Stern-Volmer (Ks,) se determina por la pendiente de la recta resultante

de representar Fo / F frente [Q] y es indicativa de la accesibilidad del fluoré6foro al ADN.®2
4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. Caracterizacion estructural.

La caracterizacion de los compuestos sintetizados en el presente trabajo se realiza por

medio de andlisis elemental, espectrometria de masas, espectroscopia infrarroja,
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espectroscopia RMN 'H y ¥C y espectroscopia RMN bidimensional COSY, HSQC,
HMBC y NOESY. Ademas, la estructura de las especies AL2 y ARS8 se estudia por
difraccién de rayos X de monocristal.

Los espectros conseguidos por las diferentes técnicas empleadas, asi como los

resultados cristalogréficos, se recogen detalladamente en el apartado “Anexos”.
4.1.1. Compuesto H1.

Los datos analiticos obtenidos para este compuesto permiten confirmar que su
estructura coincide con lo propuesto teéricamente. Debido a la imposibilidad de generar
cristales adecuados, no se efectian estudios de difraccién de rayos X para este

derivado. El rendimiento de la reaccion de sintesis es del 76%.

Tabla 1. Andlisis elemental del compuesto H1. Se muestran los porcentajes de C, H y N
obtenidos experimentalmente y los valores calculados para una estructura molecular propuesta.

Compuesto H1 C (%) H (%) N (%)
Experimental 47.72 5.25 14.06

Tedrico
47.86 6.17 14.41

H1-HCI-2H20-0.5MeOH

MS-ESI* (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 301.13 (100) correspondiente
al catibn pseudomolecular [CisH17N4Os]*. Pico a m/z (1%) 323.11 (21.48)

correspondiente al catién pseudomolecular [C1sH1sNsNaOs]*.

MS-ESI- (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 299.12 (100) correspondiente
al anion pseudomolecular [C1sH15sN4O3] . Pico a m/z (1%) 335.09 (52.25) correspondiente

al anién pseudomolecular [C15H16CIN4O3] .

IR: El espectro infrarrojo del derivado H1 presenta bandas caracteristicas a 3212.13,
1641.22, 1600.42 y 1044.63 cm™ correspondientes a las vibraciones v(N-H), v(C=0),
v(C=N) y v(N-N), respectivamente. La sefial originada por el enlace C=0 carbonilico es

indicativa de que la especie en estado solido se encuentra en su forma cetonica.

Adicionalmente, las dos bandas moderadamente anchas que se encuentran entre los

3300y 3400 cm™ se atribuyen a la tensién N-H simétrica y asimétrica propia de la amina
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primaria aromatica (Ar-NHy). Las bandas a 2981.23 y 1264.48 cm™ se corresponden a

las vibraciones de tension O-H y C-Oenaiico del residuo piridoxal, respectivamente.

RMN: H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.63 (3H, s, Ar-CHs), 4.77 (2H, s, Ar-CH,-
OH), 6.66 (2H, d, J = 8.7 HZ, 3-Har.benz Y 5-Harben), 7.81 (2H, d, J = 8.7 Hz, 2-Har.penz Y 6-
Harbenz), 8.20 (1H, S, 6-Harpiridoxa), 9.01 (1H, s, -CH=N), 12.84 (1H, S, N-Hhigrazona), 13.48
(1H, s, Ar-CH,-OH).

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 14.57 (CHs, Ar-CHs), 57.99 (CHz, Ar-CHz-OH),
112.94 (CH, 3-Carsenz Y 5-Carbenz), 117.32 (C, Car.c=0), 127.01 (C, Car.criz-or), 129.27 (CH,
6-Chpiridoxal), 129.95 (CH, 2-Carbenz Y 6-Carbenz), 136.20 (C, Car-ch=n), 141.41 (CH, -CH=N),
142.98 (C, Carcra), 152.75 (C, Carniiz), 152.98 (C, Cpidora-OH), 162.70 (C, C=0).

4.1.2. Compuesto H2.

Los datos analiticos obtenidos para este compuesto permiten confirmar que su
estructura coincide con lo propuesto tedricamente. Debido a la imposibilidad de generar
cristales adecuados, no se efectian estudios de difraccion de rayos X para este

derivado. El rendimiento de la reaccion de sintesis es del 81%.

Tabla 2. Andlisis elemental del compuesto H2. Se muestran los porcentajes de C, H y N
obtenidos experimentalmente y los valores calculados para una estructura molecular propuesta.

Compuesto H2 C (%) H (%) N (%)
Experimental 57.77 4.40 10.26

Tedrico
57.97 4.95 10.41

H2-HCI-0.5MeOH

MS-ESI* (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (I1%) 352.13 (100) correspondiente
al catiéon pseudomolecular [C19H18N304]*. Pico a m/z (1%) 374.11 (6.20) correspondiente

al cation pseudomolecular [C1gH17NsNaO4]*.

MS-ESI~ (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 350.11 (100) correspondiente
al anion pseudomolecular [Ci9H16N304]". Pico a m/z (1%) 374.11 (6.20) correspondiente
al dimero anionico [CssH3sNeOs]™ formado por las especies [C19H16N3O4]" y C19H17N304

unidas mediante enlace de hidrégeno.

31



IR: El espectro infrarrojo del derivado H2 presenta bandas caracteristicas a 3275.08,
1691.66, 1627.10 y 1042.10 cm™ correspondientes a las vibraciones v(N-H), v(C=0),
v(C=N) y v(N-N), respectivamente. La sefial originada por el enlace C=0 carbonilico es

indicativa de que la especie en estado solido se encuentra en su forma cetonica.

Por otra parte, las bandas que aparecen en la region entre 1212 y 1290 cm* se atribuyen
a las vibraciones de tension C-Oensiico, Mientras que la banda relativamente ancha

situada a 3118.58 cm se corresponde a la tensién O-H.

RMN: H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.65 (3H, s, Ar-CHs), 4.81 (2H, s, Ar-CH,-
OH), 7.39 (1H, t, J = 7.5 Hz, 5-Harnar), 7.41 (1H, S, 4-Harnar), 7.54 (1H, ddd, J = 8.2, 6.7,
1.3 Hz, 8-Hawnan), 7.79 (1H, d, J = 8.2 Hz, 7-Hawnar), 7.95 (1H, d, J = 8.2 Hz, 6-Harnar),
8.23 (1H, s, 6-Harpiidoxa), 8.54 (1H, S, 1-Harnar), 9.08 (1H, s, -CH=N), 11.26 (1H, s,
Alpiridoxa-OH), 12.89 (1H, S, N-Hnigrazona), 13.20 (1H, S, Afnar-OH).

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) d 14.79 (CHs, Ar-CHs), 58.03 (CHa, Ar-CH>-OH),
109.42 (C, Carnaft), 110.58 (CH, 4-Carnart), 119.84 (C, Carc=0), 123.93 (CH, 5-Carnaftt),
125.85 (CH, 7-Car-natt), 126.56 (CH, 1-Carnat), 126.77 (CH, Car-chz-0n), 128.59 (CH, 6-Car-
vaf), 128.80 (CH, 8-Carnar), 131.45 (CH, 6-Cpiidosal), 136.11 (C, Carnar), 136.79 (C, Car
cien), 143.46 (C, Carcr), 144.17 (CH, -CH=N), 152.87 (C, Cpiicora-OH), 153.46 (C, Car
naf-OH), 163.65 (C, C=0).

4.1.3. Compuesto ALZ2.

Los datos analiticos obtenidos para este compuesto permiten confirmar que su
estructura coincide con lo propuesto tedricamente. El rendimiento de la reaccion de

sintesis es del 75%.

Tabla 3. Andlisis elemental del compuesto AL2. Se muestran los porcentajes de C, Hy N
obtenidos experimentalmente y los valores calculados para la estructura molecular propuesta.

Compuesto AL2 C (%) H (%) N (%)
Experimental 51.37 4.33 11.73

Teorico
51.90 5.19 12.11

AL2-HCI-0.5H.0

MS-ESI* (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 302.11 (100) correspondiente

al cation pseudomolecular [CisH16N304]".
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MS-ESI- (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 300.10 (100) correspondiente
al anion pseudomolecular [C15H14N3O4]". Pico a m/z (1%) 336.08 (45) correspondiente al

anion pseudomolecular [C1sH15CIN3O4] ™.

IR: El espectro infrarrojo del derivado AL2 presenta bandas caracteristicas a 3146.12,
1663.07, 1581.39 y 1051.12 cm™ correspondientes a las vibraciones v(N-H), v(C=0),
v(C=N) y v(N-N), respectivamente. La sefial originada por el enlace C=0 carbonilico es

indicativa de que la especie en estado sélido se encuentra en su forma cetonica.

A mayores, las bandas que aparecen en la regién entre 1250 y 1285 cm™ se atribuyen

a las vibraciones de tensién C-Oensiico.

RMN: *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) d 2.64 (3H, s, Ar-CHs), 4.78 (2H, s, Ar-CHp-
OH), 7.08 (1H, ddd, J = 8.1, 2.6, 1.0 Hz, 2-Har-benz), 7.38 (1H, t, J = 7.9 Hz, 5-Harbenz),
7.41 (1H, t, J = 2.1 Hz, 4-Harbenz), 7.49 (1H, d, J = 7.7 Hz, 6-Harbenz), 8.23 (1H, s, 6-Har-
piridoxal), 9.06 (1H, s, -CH=N), 9.97 (1H, s, Arpen~-OH), 13.06 (1H, s, N-Hhnidrazona), 13.26 (1H,
s, Ar-CH,-OH).

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 14.71 (CHs, Ar-CHs), 58.05 (CHa, Ar-CH,-OH),
114.71 (CH, 2-Carbens), 118.39 (CH, 6-Carnens), 119.83 (CH, 4-Carbens), 126.76 (C, Car
cH2-oH), 129.57 (CH, 6-Cpiridoxa), 129.81 (CH, 5-Car-benz), 132.66 (C, Carc=0), 136.59 (C,
Carcr=n), 143.40 (C, CarcHs), 143.65 (CH, -CH=N), 152.89 (C, Cyiridoxa-OH), 157.65 (C,
Carbenz-OH), 163.14 (C, C=0).

DRX: La lenta evaporacion de las aguas madre resulta en la formacion de cristales

amarillos con forma de aguja aptos para su estudio a través de esta técnica.

El compuesto AL2 presenta una estructura practicamente plana, con el nitrdgeno N3 del
grupo piridoxal protonado, enlaces de hidrogeno entre el anidn cloruro ClI1 y los grupos
N2H y N3H e interacciones intramoleculares por enlace de hidrégeno entre el O1H y el
nitrdgeno azometino N1. La especie cristaliza en un sistema monoclinico en el grupo

espacial Cc.

En cuanto a las interacciones intermoleculares que estabilizan el empaguetamiento
cristalino, las moléculas adyacentes muestran enlaces de hidrégeno entre los grupos
O4H y O3H y apilamientos 1-11 entre los anillos de hidroxibenceno y piridoxal. Los datos
de refinado estructural, asi como distancias y angulos de enlace se recogen en el

apartado “Anexos”.
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Figura 13. Diagrama ORTEP del compuesto AL2 obtenido mediante del software OLEX2. Los
elipsoides térmicos se representan al 50% de probabilidad.

4.1.4. Compuesto ARS.

Los datos analiticos obtenidos para este compuesto permiten confirmar que su
estructura coincide con lo propuesto teéricamente. El rendimiento de la reaccién de

sintesis es del 67%.

Tabla 4. Andlisis elemental del compuesto AR8. Se muestran los porcentajes de C, Hy N
obtenidos experimentalmente y los valores calculados para la estructura molecular propuesta.

Compuesto ARS8 C (%) H (%) N (%)
Experimental 52.20 4.21 17.28
Tedrico
52.10 4.68 17.36
AR8-HCI

MS-ESI* (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (1%) 287.11 (100) correspondiente
al catibn pseudomolecular [C14H1sN4Os]*. Pico a m/z (I1%) 309.10 (15.05)

correspondiente al cation pseudomolecular [C14H14NsNaOs]*.

MS-ESI~ (MeOH): Pico de maxima intensidad a m/z (I1%) 285.10 (100) correspondiente
al anién pseudomolecular [C14H13N4O3]™. Pico a m/z (1%) 321.08 (24.80) correspondiente

al anion pseudomolecular [C14H14CIN4O3] .
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IR: El espectro infrarrojo del derivado AR8 presenta bandas caracteristicas a 2981.27,
1684.36, 1613.23 y 1039.10 cm™ correspondientes a las vibraciones v(N-H), v(C=0),
v(C=N) y v(N-N), respectivamente. La sefial originada por el enlace C=0 carbonilico es

indicativa de que la especie en estado s6lido se encuentra en su forma cetonica.

Adicionalmente, las bandas situadas entre los 1550 y 1600 cm™ se atribuyen a las
vibraciones v(C=N) del anillo de piridina. La banda relativamente ancha a 2660.18 cm™*
y la intensa a 1258.28 cm se corresponden a las tensiones O-H y C-Oensico del grupo

piridoxal, respectivamente.

RMN: H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 2.65 (3H, s, Ar-CHs), 4.79 (2H, s, Ar-CH,-
OH), 7.68 (1H, dd, J = 8.0, 4.8 Hz, 5-Harp), 8.24 (1H, S, 6-Harpiridoxal), 8.48 (1H, d, J= 7.9
Hz, 4-Harpy), 8.86 (1H, t, J = 3.0 Hz, 6-Harpy), 9.14 (1H, s, -CH=N), 9.24 (1H, d, J = 2.3
Hz, 2-Harpy), 13.05 (1H, S, N-Hhigrazona), 13.49 (1H, s, Ar-CH»-OH).

13C NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 14.95 (CHs, Ar-CHs), 58.16 (CH2, Ar-CH,-OH),
123.98 (CH, 5-Carpy), 126.43 (C, Car-crz-on), 127.58 (C, Car.c=0), 130.05 (CH, 6-Cpridoxa),
136.32 (CH, 4-Carpy), 136.63 (C, Carcren), 143.71 (C, Carcra), 144.59 (CH, -CH=N),
148.55 (CH, 2-Carpy), 152.65 (CH, 6-Carpy), 152.83 (C, Cpiigoxa-OH), 161.76 (C, C=0).

DRX: La lenta evaporacion de las aguas madre resulta en la formacion de cristales de

color amarillo palido con forma de aguja aptos para su estudio a través de esta técnica.

El compuesto AR8 presenta una estructura practicamente plana, con el nitrégeno N3
del grupo piridoxal protonado, enlaces de hidrégeno entre el anién cloruro CI1 y los
grupos O3H, N2H y N3H e interacciones intramoleculares por enlace de hidrégeno entre
el hidrégeno O1H y el nitrdgeno azometino N1. La especie cristaliza en un sistema

monoclinico en el grupo espacial P21/n.

Las interacciones intermoleculares que estabilizan el empaquetamiento cristalino son
apilamientos -1 entre los anillos aromaticos de piridina y piridoxal. Los datos de

refinado estructural se recogen en el apartado “Anexos”.
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Figura 14. Diagrama ORTEP del compuesto AR8 obtenido mediante del software OLEX2. Los
elipsoides térmicos se representan al 50% de probabilidad.

4.2. Espectroscopia de absorcién y emision UV-Vis.
4.2.1. Espectroscopia de absorcion UV-Vis.

Los espectros de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) de los cuatro derivados de
hidrazona sintetizados en el presente trabajo muestran diferencias significativas entre
las especies en disolucion y las moléculas empaquetadas en estado soélido. Estas
diferencias pueden atribuirse a las interacciones intermoleculares, mayormente de tipo
apilamiento 11-11, que aparecen en la red cristalina. Asi, el color y los espectros de
absorcion en el estado sélido no dependen solo de la estructura electrénica de la
molécula individual, sino también de sus interacciones intermoleculares con las

moléculas adyacentes.®’
4.2.1.1. Compuestos en disolucion.

Los espectros de absorcion de los compuestos H1, H2, AL2 y ARS8 en disolucién se
recogen para el intervalo de longitudes de onda 250-750 nm, empleando metanol como
disolvente (Figura 15). En estas condiciones, las bandas de absorcion aparecen siempre
por debajo de los 450 nm, siendo la absorbancia practicamente nula a longitudes de
onda superiores a 500 nm. Para mejorar la visualizacion de los picos obtenidos se divide
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la absorcion en tres regiones: 275-330 nm (violeta), 330-380 nm (naranja) y 380-450 nm
(azul) (Figura 15). Los derivados de hidrazona H2 (linea roja), AL2 (linea verde) y AR8
(linea azul) presentan sus maximos de absorcion en la regiébn de menor longitud de
onda, 275-330 nm (violeta), con hombros intensos en la zona de 330-380 nm (haranja)
y hombros de menor intensidad en la zona de 380-450 nm (azul). En el caso del derivado
H1 (linea negra), su espectro muestra un Unico y ancho maximo de absorcion a 335 nm
(regién naranja), con hombros en las regiones de 275-330 nm (violeta) y 380-450 nm
(azul).
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Figura 15. Espectros de absorcién UV-Vis de las especies H1, H2, AL2 y ARS8 en disolucion de
MeOH. Los datos normalizados se representan hasta 4 =500 nm debido a la ausencia de
sefales de absorbancia a longitudes de onda superiores.

La correcta asignacion de las transiciones electronicas asociadas a cada una de estas
bandas de absorcion requiere calculos computacionales adiciones por el método DFT
(Density Functional Theory), lo que se encuentra fuera de los objetivos fijados para el
presente trabajo. Esta metodologia describe los distintos estados excitados de una
especie en términos de todas las posibles transiciones electronicas desde orbitales
ocupados hasta orbitales vacios.®® No obstante, las asignaciones reportadas en
investigaciones con moléculas similares permiten realizar una interpretacion
aproximada de las estructuras electronicas. Asi, las bandas de absorcion a mayores

longitudes de onda pueden atribuirse a la transicion n — ¢* o ™ — T* del nitrégeno en
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el grupo azometino C=N, mientras que las bandas que aparecen a longitudes de onda

menores se corresponden con la transicién T — 1* del grupo C=0 hidrazida.5®"*

Por otra parte, los desplazamientos observados en los maximos de absorbancia de las
especies sintetizadas pueden tener su explicacion a nivel estructural y electrénico, en
funcion de los distintos sustituyentes que posee la parte hidrazida de la molécula. Asi,
por ejemplo, la extension del sistema 1-conjugado o la introduccién de grupos dadores

de electrones tiende a inducir un “corrimiento al rojo” de los espectros de absorcién.**
4.2.1.2. Compuestos en estado sdélido.

Los espectros de absorcion en estado solido se recogen para el intervalo de longitudes
de onda entre 200 y 800 nm (Figura 16). Todos estos espectros tienen un perfil
relativamente similar, mostrando una gran absorbancia a longitudes de onda inferiores
a un determinado valor (dependiente de cada compuesto) y una amplia zona (region
visible) en la que apenas se registra absorcion. El espectro del compuesto H1 presenta
el borde de absorbancia en torno a 550 nm, el de H2 en torno a 450 nm y los de AL2 y
ARS8 en torno a 410 nm (Figura 16). Asi, la representaciéon conjunta de los distintos
espectros revela como estos bordes de absorcion son practicamente idénticos para las
especies AL2 y ARS8, al tiempo que aparecen desplazados hacia longitudes de onda
mayores en los espectros de H1 y H2, siendo el de H1 el que muestra un efecto

batocrémico mas acusado.
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Figura 16. Espectros de absorcién UV-Vis de las especies H1, H2, AL2, y AR8 en estado sdlido.
Los datos normalizados se representan en el intervalo de 200 a 700 nm.
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Ademas, los resultados de absorbancia obtenidos se corresponden con la progresion
de color que se puede apreciar a simple vista (Figura 17) y que va desde un amarillo
palido para AL2 y ARS8, hasta un naranja para H1, pasando por amarillo para H2.

Figura 17. Fotografia de los compuestos soélidos H1, H2, AL2 y AR8 tomada en el laboratorio
bajo condiciones de luz natural y temperatura ambiente.

El estudio comparativo entre los espectros de absorcion en estado sélido y en disolucién
denota una importante diferencia. Mientras que estos Ultimos presentan varios maximaos,
resultado de los diferentes transitos electrénicos entre niveles energéticos discretos, los
espectros de las especies en estado agregado no muestran absorcidon hasta una
determinada longitud de onda, a partir de la cual la absorbancia aumenta bruscamente.
Esto es propio de una estructura electrénica formada por dos bandas de orbitales
separadas por una diferencia o gap de energia, lo que se traduce en el caracteristico

borde de absorbancia continuo que aparecen en todas las especies analizadas.

Seguidamente, a modo de ejemplo, se muestran los espectros UV-Vis obtenidos para
H1 en metanol y estado solido (Figura 18). Se puede observar como el perfil en estado
sélido muestra un marcado efecto batocromico (44,,5, ~ 150 nm) y ensanchamiento en
comparacion con la disolucién, al tiempo que la resolucién es mucho menor. Esta
diferencia en la longitud de onda a la que se sitla el maximo de las bandas de menor
energia es indicativo de interacciones intermoleculares que modifican los niveles
energéticos HOMO-LUMO de la especie molecular, asi como de la formacion de bandas
electronicas en la fase cristalina. Estos rasgos son comunes a todos los compuestos del
grupo hidrazida-hidrazona que se han estudiado.

39



Ak~ 150 nm —— H1 (sdlido)
—~ 1,04 —— H1 (disolucién)
=
L.
)
N
.©
(&)
C 0,54 L
®
o)
| .
@)
v
O
<
0,0 1
200 300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 18. Representacién comparativa de los espectros de absorcion UV-Vis del compuesto H1
en estado sélido (negro) y disolucion (rojo). El espectro en estado sélido muestra un marcado
“corrimiento al rojo” de su perfil de absorbancia.

4.2.1.3. Determinacién de los gaps energéticos.

En la Tabla 5 se recogen los valores de los gaps energéticos para los compuestos H1,
H2, AL2 y AR8 en estado solido y disolucion. Los datos se extraen directamente a través
del software Spectra Manager™ de JASCO, siendo los espectros con bordes de
absorbancia continuos los que permiten una identificacion mas sencilla (Figura 19).
Como era de esperar, el valor de los gaps de energia mantiene una relacion de
proporcionalidad inversa con la longitud de onda a la que aparece el maximo de las
primeras bandas de absorcion. En disolucién, estas energias crecen en el orden: H2 <
H1 < AL2 < AR8. Sin embargo, en estado solido, este orden es diferente: H1 < H2 <
AR8 < AL2, consecuencia del ensanchamiento y efecto batocrémico anteriormente

mencionados.

Tabla 5. Valores experimentales de los gaps energético (E,) en estado solido y disolucion para
los distintos compuestos sintetizados.

Compuesto E, (eV) solido E, (eV) disolucion
H1 2.31 2.88
H2 2.68 2.79
AL2 2.88 3.33
ARS8 2.74 3.33
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Por tanto, de forma genérica, se puede concluir que la agregacion de las moléculas
conduce a una reduccién de la energia entre los orbitales HOMO y LUMO, indicativo del
importante papel que tienen el empaquetamiento y las interacciones intermoleculares

en el gap energético de los compuestos.

458 2 3 4 g B 619521
Energy [e%]

~f
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Figura 19. Método de determinacion del valor de E, del compuesto H1 en estado sdlido a partir
del diagrama de Tauc. La representacion se realiza con el software Spectra Manager™ de
JASCO suponiendo transiciones electrénicas indirectas (y = 2).

4.2.2. Espectroscopia de fluorescencia UV-Vis.

Se estudian los espectros de emision y excitacion correspondientes a las distintas

especies sintetizadas tanto en disolucion de metanol como en estado sélido.
4.2.2.1. Compuestos en disolucion.

La representacion normalizada de los espectros de fluorescencia de toda la serie de
moléculas estudiadas en disolucidon para una misma longitud de onda de excitacion
(1 = 390 nm), demuestra la importancia que tienen los distintos sustituyentes en la
posicion a la que aparecen las bandas de emision (Figura 20). Asi, de forma genérica,
el aumento del grado de conjugacion o la presencia de sustituyentes dadores de
electrones tienden a incrementar el rendimiento cuantico de fluorescencia e inducir un
desplazamiento batocrémico del maximo de emisién. Contrariamente, los grupos
aceptores de electrones o la existencia de heteroatomos en el sistema Tr-conjugado
provocan que las transiciones electronicas de menor energia sean de tipo n — %,
favoreciendo mecanismos de relajacion no radiantes. No obstante, estos atomos

heterociclicos pueden formar enlaces de hidrogeno con disolvente préticos, lo que
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desestabiliza energéticamente el estado n — T* y aumenta la intensidad de

fluorescencia.

—
o
1

——H1
——H2

——AL2
—— ARS8

Fluorescencia (norm.)
o
wm

\N

2
o
1

400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 20. Espectros de emision de las cuatro especies sintetizadas en disolucion recogidos
para el mismo valor de longitud de onda de excitacién (A1 = 390 nm). El maximo de la banda de
fluorescencia varia en funcion de los distintos sustituyentes que presenta la parte hidracida del
compuesto.

Al igual que en los estudios de absorbancia UV-Vis, la asignaciéon de las transiciones
electrénicas de fluorescencia, la localizacion de la densidad electréonica de los orbitales
HOMO y LUMO o la optimizacion de la geometria del estado excitado requiere calculos
computacionales por los métodos DFT y TDDFT (Time-Dependent Density Functional

Theory) que exceden los objetivos de este trabajo.

En cuanto a los espectros de emision en disolucion realizados a diferentes longitudes
de onda de excitacion, todos los compuestos presentan un comportamiento peculiar: la
intensidad y posicion del maximo de emision de fluorescencia cambia en funcion de la
longitud de onda A5 a la que se excita la molécula. A modo de ejemplo, se muestran los
espectros obtenidos para el derivado H2 (Figura 21), pudiendo observarse las siguientes

regiones:

e 300 < Az (nm) < 360. La forma del espectro de emision y la posicién de su
méaximo son independientes de la longitud de onda de excitacion. A medida que

aumenta Ay se observa un incremento en la intensidad de la fluorescencia.
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e 370 < Az (nm) < 400. La forma del espectro de emision y la posicién de su
maximo dependen de la longitud de onda de excitacion. A medida que aumenta
Ag se observa un incremento en la intensidad de la fluorescencia y el maximo se
desplaza hacia menores longitudes de onda (efecto hipsocromico).

e 400 < Az (nm) < 420. La forma del espectro de emision y la posicién de su
maximo son independientes de la longitud de onda de excitacion. A medida que

aumenta Ay se observa una disminucion en la intensidad de la fluorescencia.
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Figura 21. Espectros de emision del compuesto H2 en disolucion recogidos a distintos valores

de longitud de onda de excitacién (1g). Los maximos de fluorescencia en torno a 505 nm (4 <

370 nm) se corresponden con la emisién del excimero, mientras que los maximos en torno a 485
nm (1 > 370 nm) son propios del mondmero.

Para obtener mas informacion, se realizan espectros de excitacion de las distintas
especies sintetizadas. Las muestras se excitan a 200 < Az (nm) < 450 y las longitudes
de onda de emision se registran para 460 y 500 nm (aproximadamente los maximo de
fluorescencia). En la Figura 22 se recogen los espectros de excitacion y emision para el
compuesto H2. Como puede observarse, la emision a menores longitudes de onda
aparece cuando la molécula se excita a 370 < 1z (nm) < 420, mientras que la emision a

mayores longitudes de onda se obtiene cuando la molécula se excita a Az < 370 nm.

Una posible explicacion para este comportamiento es la formacién de especies
diméricas en el estado excitado conocidas como excimeros. Los excimeros son el

resultado de la asociacion entre una molécula electrénicamente excitada y una molécula
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idéntica no excitada.”? Esta reaccion esta controlada por difusion y sus efectos
fotofisicos se observan principalmente a concentraciones elevadas, a las cuales se
pueden originar suficientes colisiones moleculares durante el tiempo de vida media del
estado excitado. Por otra parte, la banda de emisidon correspondiente al excimero
aparece a longitudes de onda superiores en comparacion con la del monémero. Esta
banda suele ser mas ancha y carente de estructura vibrénica debido a la naturaleza

disociativa de la emision del excimero.3273
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Figura 22. Representacién conjunta de los espectros de excitacion (1 = 500 y 460 nm) y
emision (4 = 420 y 360 nm) del compuesto H2 en disolucion de MeOH. Se ilustra de forma
esquematica como la excitacién por debajo de 370 nm origina la banda de fluorescencia de
menor energia (excimero), mientras que la excitacion por encima de los 370 nm resulta en la
emision fluorescente de mayor energia (monémero).

Adicionalmente, la superposicion de los espectros normalizados de absorbancia y
emision fluorescente de los compuestos permite representar el ya mencionado
desplazamiento de Stokes (Figura 23). Esta diferencia entre el maximo de la primera
banda de absorcion y el maximo de la banda de fluorescencia se debe a la pérdida de
energia de la molécula en el estado excitado por relajacién vibracional. El valor de
desplazamiento de Stokes para los derivados de hidrazona H1, H2, AL2 y AR8 es 126,
75, 63 y 145 nm, respectivamente. Como era de esperar, la emisién fluorescente

aparece en todos los casos a mayores longitudes de onda que la absorbancia.
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Figura 23. Representacion conjunta de los espectros de absorcion UV-Vis y emision fluorescente
(Ag = 400 nm) obtenidos para los distintos compuestos estudiados. La separacion entre el
maximo de emision y el maximo de la primera absorcién corresponde al desplazamiento de

Stokes de la molécula.

Un dltimo estudio comparativo entre los espectros de absorbancia y excitacién de la
serie de moléculas analizada permite identificar de forma visual aquellas transiciones
electrénicas, resultado de la absorcién de fotones de luz, que son capaces de originar
una emision fluorescente con el regreso al estado fundamental (Figura 24). Se observa
una gran diferencia entre los transitos electrénicos de absorcién y aquellos que son

emisivos. Esto es habitual ya que no todos los electrones excitados retornan al estado

fundamental con emisién de

600

luz visible.
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Figura 24. Representacion conjunta de los espectros de absorcion UV-Vis y excitacion (4 = 460
nm) obtenidos para los distintos compuestos estudiados. Aquellas bandas de absorbancia que
coinciden en posicién con una banda de excitacién se corresponden con las transiciones
electrénicas capaces de causar fluorescencia.

4.2.2.2. Compuestos en estado sélido.

Pese a que la mayoria de propiedades fotofisicas de especies moleculares, entre las
gue se incluyen los espectros de emisién y absorcion, suelen determinarse en
condiciones de disolucién diluida, es interesante el estudio comparativo con el estado
sélido para analizar y comprender mejor los fendmenos de ACQ y AIE. Ademas, los
fluoréforos en estado solido presentan muchas aplicaciones tecnoldgicas,
especialmente optoelectrénicas (desarrollo de OLEDs) y biol6gicas (sondas

luminiscentes).

Previamente a la realizacion de los experimentos de fotoluminiscencia, se comprueba
de forma orientativa la emision de las especies bajo una lampara UV (365 nm). Los
sélidos AL2 y ARS8 presentan una intensa fluorescencia, mientras que los compuestos
H1 y H2 no presentan una emision en estado sélido que se pueda detectar a simple
vista (Figura 25). La exhibicion de emision fluorescente tanto en disolucién como en
estado cristalino no es una caracteristica muy frecuente ya que, como se comenta en el

apartado “Introduccion”, las especies altamente fluorogénicas en disolucion suelen
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convertirse en no emisivas en estado solido como consecuencia de las interacciones

intermoleculares.

Figura 25. Fotografia de los compuestos soélidos H1, H2, AL2 y AR8 tomada en el laboratorio
bajo condiciones de temperatura ambiente e iluminacion con lAmpara ultravioleta. Se observa
una clara diferencia entre las especies no emisivas, H1 y H2, y las especies con fluorescencia,
AL2 y ARS8, siendo esta Ultima la que presenta una emision verde-azulada mas intensa.

A continuacion, se recogen los espectros de emision fluorescente de los compuestos
AL2 y ARS8 en estado sélido realizados a longitudes de onda A entre 400 y 750 nm
(Figura 26). A diferencia de lo que se aprecia en sus homoélogos en disolucién diluida,
ninguno de estos espectros muestra una dependencia de la posicion de las bandas de
emisién en funcion de la longitud de onda a la que se excita la molécula. Se observa un
incremento en la intensidad de la fluorescencia a medida que A5 aumenta hasta los 370

nm, valor a partir del cual la intensidad disminuye.
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Figura 26. Espectros de emision del compuesto (a) AL2 y (b) AR8 en estado sélido a distintos
valores de longitud de onda de excitacion (Ag). Todos los maximos de fluorescencia se
encuentran a valores practicamente idénticos de A independientemente del valor de Ag
empleado.

47



La fluorescencia observada en todas las especies emisivas es de color verde-azulado.
No obstante, para conocer con mayor exactitud el color de las distintas emisiones se
realiza un tratamiento de los datos de fluorescencia con el software ColorCalculator de
OSRAM (resultados recogidos en el Anexo 7.6).

Al igual que en disolucién, la superposicion de los espectros normalizados de
absorbancia y emision permite obtener el desplazamiento de Stokes de los compuestos
fluorescentes en estado solido (Figura 27). El valor de desplazamiento de Stokes para
los derivados de hidrazona AL2 y AR8 es 143 y 105 nm, respectivamente. De nuevo,
como era de esperar, el maximo de la banda de fluorescencia aparece a longitudes de

onda superiores al maximo de absorcion.
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Figura 27. Representacion conjunta de los espectros de absorcion UV-Vis y emision fluorescente
obtenidos para los compuestos AL2 (1 = 380 nm) y AR8 (A = 420 nm). La separacion entre el
maximo de emision y el maximo de la primera absorcion corresponde al desplazamiento de
Stokes de la molécula.

Por ultimo, el estudio comparativo entre los espectros de emision fluorescente obtenidos
para las especies AL2 y AR8 en metanol y estado solido (Figura 28), muestra cémo la
banda emision en estado sélido presenta un ligero efecto batocromico en comparacion
con la disolucién. Esto es debido a que la agregacion de las especies, con el
consiguiente incremento de las interacciones intermoleculares, reduce la diferencia de
energia entre los niveles HOMO y LUMO, resultando en un desplazamiento del maximo

de fluorescencia hacia regiones de mayor longitud de onda.
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Figura 28. Representaciéon comparativa de los espectros de fluorescencia en disolucién y estado
sélido del compuesto (a) AL2 y (b) AR8. El maximo de la banda de emision aparece en ambos
casos a longitudes ligeramente superiores para las especies es fase cristalina.

4.3. Estudios de interaccion con el ADN.
4.3.1. Espectroscopia de absorcion UV-Vis.

A continuacion se evaltan los cambios observados en las propiedades de absorcion de
la especie ARS8 tras la adicion de cantidades crecientes de ctADN. La constante de unién
(Kp) y energia libre de Gibbs (4G) del proceso de interaccion se calculan utilizando las

ecuaciones (4) y (5), respectivamente.

El espectro de absorcion de AR8 presenta dos maximos situados a 292y 382 nm (Figura
29). A medida que aumenta la concentracién de ADN en el medio, la absorbancia de la
banda en torno a 292 nm disminuye gradualmente, resultando en un efecto hipocrémico.
Por otra parte, también se observa un sutil desplazamiento batocrémico de 4 nm en el
maximo de absorcion, desde 292 nm hasta 296 nm. Ambos efectos son inapreciables

en la banda que se encuentra en torno a los 382 nm.
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Figura 29. Espectros de absorcion UV-Vis del compuesto AR8 (20 uM) a distintas
concentraciones de ctADN.

Como ya se ha sefialado anteriormente, la aparicion de efectos hipocrémico y
batocromico suele ser indicativo de unidn por intercalacion entre los pares de bases del
ADN como resultado de interacciones de apilamiento 1r-11. Sin embargo, un “corrimiento
al rojo” de la 4,4, tan pequefio como el observado en el presente caso estd mas acorde
con mecanismos de union al surco, por lo que es posible que se produzca este tipo de
interaccion o una combinacién de ambas.3%¢74 Los valores de K;, obtenidos respaldan

esta hipotesis.

Los resultados de absorbancia recogidos a A = 295 nm son utilizados para representar
la recta [ADN] / (¢4 — &) frente [ADN], de acuerdo con la ecuacion (4) (Figura 30). La
constante de uniéon K, para el compuesto ARS8 resulta ser 4.5x10* M, inferior a las
reportadas para intercaladores clasicos como el bromuro de etidio o el
[Ru(phen),DPPZ]J?*, cuyas constantes son del orden de 10°-10" M. El valor de K,
obtenido es comparable al observado en la literatura para compuestos que interaccionan

con el ADN mediante unién a los surcos.6674.75

A mayores, se calcula la energia libre de Gibbs (4G) segun la ecuacion (5). El valor de
la energia libre (4G = -26.56 KJ-mol?) es negativo, lo que indica que la interaccion entre

AR8 y el ctADN es espontanea.
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Figura 30. Ajuste lineal de los valores de absorbancia obtenidos para el derivado ARS8 (1 = 295
nm) a la ecuacion (4).

4.3.2. Espectroscopia de fluorescencia UV-Vis.

Se analizan las variaciones observadas en las propiedades fluorescentes de la especie
ARS8 a distintas concentraciones de ctADN, con la intenciéon de determinar el modo de
union de este compuesto. Las constantes de union (K, ) y constante de “quenching” (Ksy)

se calculan usando las ecuaciones (6) y (7), respectivamente.

El espectro de fluorescencia de ARS8 (Figura 31) excitado a 400 nm, en un rango de 430
a 600 nm, presenta un maximo de emision a 483 nm. Como puede observarse, el
aumento sucesivo de la concentracion de ADN en el medio resulta en una disminucion
de la intensidad de la emision en el maximo. Esto permite confirmar que la unién entre
ARS8 y ctADN efectivamente existe y concuerda con el “quencheo” de la fluorescencia
reportado para moléculas que interaccionan de forma no covalente con el ADN.*® No
obstante, la desactivacion fluorescente en este caso es relativamente pequefia en
comparacion con la registrada en otros estudios de interaccion farmaco-ADN mediante

espectrofluorimetria.®2576

Este descenso reducido de la emision, junto con el ruido que presentan los espectros
obtenidos, dificulta el calculo fiable de las constantes K, y Kg,. En consecuencia, los
valores que se muestran a continuacion deben ser considerados como una estimacion

de los valores reales.
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Figura 31. Espectros de fluorescencia del compuesto AR8 (10 uM) a distintas concentraciones
de ctADN (A = 400 nm).

Los datos de fluorescencia recogidos a A = 486 nm son utilizados para representar la
recta log [(Fo — F) / F)] frente log [Q], de acuerdo con la ecuacion (6) (Figura 32). La
constante de unién K, para el compuesto ARS8 resulta ser 3.3x10* M?, lo que se
aproxima al valor obtenido anteriormente por espectroscopia de absorcion UV-Vis.
Ademas, el valor de n en torno a la unidad indica una relacién molar 1:1 entre compuesto
y ADN.
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Figura 32. Ajuste lineal de los valores de fluorescencia del derivado AR8 (1 = 486 nm) a la
ecuacion (6).
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La constante de “quenching” K, se determina por regresion lineal de la representacion
Fo / F frente [Q], segun la ecuacion Stern-Volmer (7). La linealidad de la grafica Stern-
Volmer obtenida a partir de los resultados de fluorescencia (Figura 33), sugiere la
existencia de un unico tipo de “quenching” bajo las condiciones en las que se realiza el
experimento. De forma general, los fendmenos de “quenching” se clasifican en dinamico
y estatico. El “quenching” dinamico se produce cuando el fluoréforo en estado excitado
es desactivado por colision con otra molécula presente en el medio, mientras que el
“quenching” estatico se origina en el estado fundamental como resultado de la formacion
de un complejo no emisivo entre el compuesto fluorogénico y el “quencher”.®® Tanto la
constante de “quenching” dinamico como estatico son completamente dependientes de

la temperatura. El valor de K, estimado para el compuesto AR8 es 759 M.
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Figura 33. Ajuste de los resultados de fluorescencia del compuesto ARS8 (1, = 486 nm) a la
ecuacion Stern-Volmer (7).
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5. CONCLUSIONES.

En los ultimos afios, los derivados hidrazida-hidrazona han despertado gran interés en
la quimica médica al poseer en su estructura un grupo azometino conectado con un
grupo carbonilo, lo que les confiere multiples aplicaciones biolégicas y farmacéuticas y
los convierte en importantes agentes quelantes para la formacion de complejos con

metales de transicion.

Los resultados extraidos de las distintas técnicas de caracterizacion efectuadas
confirman que la ruta de sintesis escogida resulta adecuada para la obtencion de
compuestos hidrazida-hidrazona derivados de piridoxal.

Las propiedades Opticas y fotofisicas de los compuestos en disolucién y estado sélido
se estudian por espectroscopia UV-Vis y espectroscopia de fluorescencia. La posicion
de los maximos de absorcién esta fuertemente influenciada por la estructura quimica de
la parte hidrazida, siendo la extension del sistema Tr-conjugado y la introduccién de
grupos dadores responsables de bandas a mayores longitudes de onda. Ademas, los
espectros en estado agregado exhiben un acentuado efecto batocrémico, atribuido a
interacciones intermoleculares 1-1r. Estas interacciones varian en funcién de los
sustituyentes, como se observa en las estructuras obtenidas por DRX, y modifican la
diferencia energética de los niveles HOMO-LUMO en la fase cristalina. En cuanto a las
medidas de fluorescencia en disolucion, la dependencia de la intensidad y posicién de
los maximos de emisién con la longitud de onda de excitacion puede explicarse por la
formacion de excimeros, cuya banda aparece a menores energias que la de especies
monomeéricas. Solo dos de los compuestos aislados, AL2 y AR8, muestran fluorescencia

también en su estado solido.

Los estudios espectrofotométricos y espectrofluorimétricos de interaccién de AR8 con
el ADN reflejan hipocromismo y un ligero desplazamiento batocromico en los espectros
de absorcién, asi como el “quencheo” de la fluorescencia en los espectros de emision,
fendmenos acordes con mecanismos de unidon no covalente. Las constantes de
interaccion obtenidas por ambas técnicas son del orden de 10* M2, comparables con
las reportadas en la literatura para moléculas que se unen a los surcos del ADN e
inferiores a las de intercaladores clasicos como el bromuro de etidio (105-107 M1). Esto
sugiere que la interaccion més favorable es la originada en el surco. Adicionalmente, la
linealidad obtenida en la representacion Stern-Volmer denota un solo tipo de
“quenching” actuando sobre las moléculas de ARS.
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Futuros ensayos de citotoxicidad y estudios de modulacién de la fluorescencia en estado
sélido podrian reforzar ain mas el potencial terapéutico y tecnolégico que presentan
este tipo de compuestos.

CONCLUSIONS.

Nos ultimos anos, os derivados hidrazida-hidrazona espertaron gran interese na quimica
médica ao posuir na sUa estrutura un grupo azometino conectado cun grupo carbonilo,
o que lles confire multiples aplicacions bioléxicas e farmacéuticas e convérteos en

importantes axentes quelantes para a formacion de complexos con metais de transicion.

Os resultados extraidos das distintas técnicas de caracterizacion efectuadas confirman
gue a ruta de sintese escollida resulta adecuada para a obtencién de compostos

hidrazida-hidrazona derivados de piridoxal.

As propiedades 6pticas e fotofisicas dos compostos en disolucién e estado sélido
estudanse por espectroscopia UV-Vis e espectroscopia de fluorescencia. A posicion dos
maximos de absorcién esta fortemente influenciada pola estrutura quimica da parte
hidrazida, sendo a extension do sistema T-conxugado e a introduciéon de grupos
dadores responsables de bandas a maiores lonxitudes de onda. Ademais, 0s espectros
en estado agregado exhiben un acentuado efecto batocromico, atribuido a interaccions
intermoleculares 11-11. Estas interaccions varian en funcion dos substituintes, como se
observa nas estruturas obtidas por DRX, e modifican a diferenza enerxética dos niveis
HOMO- LUMO na fase cristalina. En canto as medidas de fluorescencia en disolucion,
a dependencia da intensidade e posicion dos maximos de emisién coa lonxitude de onda
de excitacion pode explicarse pola formacion de excimeros, cunha banda que aparece
a menores enerxias que a de especies monoméricas. S6 dous dos compostos illados,

AL2 e ARS8, mostran fluorescencia tamén no seu estado solido.

Os estudos espectrofotométricos e espectrofluorimétricos de interaccion de AR8 co
ADN reflicten hipocromismo e un lixeiro desprazamento batocrémico nos espectros de
absorcién, asi como a desactivacion da fluorescencia nos espectros de emision,
fendmenos acordes con mecanismos de unién non covalente. As constantes de
interaccion obtidas por ambas as técnicas son da orde de 10* M, comparables coas
reportadas na literatura para moléculas que se unen aos surcos do ADN e inferiores &s
de intercaladores clasicos como o bromuro de etidio (10°-107 M), Isto suxire que a
interaccion mais favorable é a orixinada no suco. Adicionalmente, a linealidade obtida
na representacion Stern-Volmer denota un so tipo de “quenching” actuando sobre as

moléculas de ARS.
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Futuros ensaios de citotoxicidade e estudos de modulacion da fluorescencia en estado
sélido poderian reforzar ainda mais o potencial terapéutico e tecnoléxico que presentan

este tipo de compostos.
CONCLUSIONS.

In recent years, hydrazide-hydrazone derivatives have aroused great interest in
medicinal chemistry as they possess in their structure an azomethine group connected
with a carbonyl group, which confers them multiple biological and pharmaceutical
applications and makes them important chelating agents for the formation of complexes

with transition metals.

The results obtained from the different characterization techniques confirm that the
synthesis route chosen is suitable for obtaining pyridoxal-derived hydrazide-hydrazone

compounds.

Optical and photophysical properties of the compounds in solution and solid state are
studied by UV-Vis spectroscopy and fluorescence spectroscopy. The position of the
absorption maxima is strongly influenced by the chemical structure of the hydrazide part,
with the extension of the TT-conjugated system and the introduction of donor groups being
responsible for bands at longer wavelengths. In addition, the spectra in the aggregated
state exhibit an accentuated bathochromic effect, attributed to intermolecular -7
interactions. These interactions vary depending on the substituents, as observed in the
structures obtained by XRD, and modify the energy difference of the HOMO-LUMO
levels in the crystalline phase. As for the fluorescence measurements in solution, the
dependence of the intensity and position of the emission maxima on the excitation
wavelength can be explained by the formation of excimers, whose band appears at lower
energies than that of monomeric species. Only two of the isolated compounds, AL2 and

ARS8, show fluorescence also in their solid state.

Spectrophotometric and spectrofluorimetric studies of ARS8 interaction with DNA reflect
hypochromism and a slight bathochromic shift in the absorption spectra, as well as
guenching of fluorescence in the emission spectra, which is consistent with non-covalent
binding mechanisms. The binding constant values obtained by both techniques are of
the order of 10* M, comparable to those reported in the literature for molecules that
interact with DNA grooves and lower than those of classical intercalators such as
ethidium bromide (105-107 M). This suggests that the most favorable interaction with
DNA is through groove binding. Additionally, the linearity of Stern-Volmer plot denotes a
single type of quenching acting on the AR8 molecules.
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Future cytotoxicity assays and solid-state fluorescence modulation studies could further

reinforce the therapeutic and technological potential of these promising compounds.
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7. ANEXOS.

7.1. Caracterizacion estructural del compuesto H1.
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Figura 34. Espectro de masas ESI* del compuesto H1.
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Figura 37. Espectro RMN 3C del compuesto H1.
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Figura 38. Espectro DEPT del compuesto H1.
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Figura 39. COSY del compuesto H1. El espectro muestra interacciones entre los
hidrégenos del grupo piridoxal: Ar-CH2-OH (4.77 ppm) y 6-Harpiidoxar (8.20 ppm).
También se observan interacciones entre 3-Har-benz, 5-Har-benz (6.66 ppm) y 2-Har-benz, 6-

Harbenz (7.81 ppm) del grupo aminobenzoico.
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Figura 40. HSQC del compuesto H1. Elﬁfggioectro muestra las interacciones entre
hidrégenos y carbonos a un enlace de distancia: Ar-CHs (*H: 2.63 y '3C: 14.57 ppm), Ar-
CH,-OH (*H: 4.77 y 3C: 57.99 ppm), 3-HCarbenz Y 5-HCarpen; (*H: 6.66 y 13C: 112.94
ppmM), 2-HCar-benz Y 6-HCar-benz (*H: 7.81 'y *C: 129.95 ppm), 6-HCar-piridoxal (H: 8.20 y 13C:

129.27 ppm) y -CH=N (*H: 9.01 y *3C: 141.41 ppm).
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Figura 41. HMBC del compuesto H1. fzIéplpmlespectro muestra interacciones entre
hidrogenos y carbonos a dos enlaces de distancia: H del CHs (2.63 ppm) con Carchs
(142.98 ppm) y a tres enlaces de distancia: H del CH3; (2.63 ppm) con Caron (152.98
ppm), H del CHz (4.77 ppm) con 6-Cpiridoxal (129.27 ppm) y H del CH, (4.77 ppm) con Ca-

cr=n (136.20 ppm). El resto de relaciones observadas se describen en la Figura 42.
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Figura 42. Zoom realizado al HMBC ggim] compuesto H1. El espectro muestra
interacciones entre hidrdgenos y carbonos a dos enlaces de distancia: 3-Har-benz Y 5-Har-
benz (6.66 ppm) con 2-Carpenz Y 6-Char-benz (129.95 ppm), 2-Har-penz Y 6-Har-benz (7.81 ppm)
con 3-Carbenz Y 5-Char-benz (112.94 ppm), 6-Harpiridoxal (8.20 ppm) con Carcro-on (127.01
ppm) y H del HC=N (9.01 ppm) con Carcr=n (136.20 ppm). El espectro también muestra
las interacciones a tres enlaces de distancia: 3-Har-benz Y 5-Har-benz (6.66 ppm) con Car.c=o
(117.32 ppm), 2-Harbenz Y 6-Harbenz (7.81 ppm) con Carnnz (152.75 ppm), 2-Har-benz Y 6-
Harbenz (7.81 ppm) con el C del C=0 (162.70 ppm), 6-Harpiridoxal (8.20 ppm) con el C del
Ar-CH-OH (57.99 ppm), 6-Har-piridoxal (8.20 ppm) con Carch=n (136.20 ppm), 6-Harpiridoxal
(8.20 ppm) con Carchz (142.98 ppm), H del HC=N (9.01 ppm) con Carchz-on (127.01 ppm)
y H del HC=N (9.01 ppm) con Car.on (152.98 ppm).
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Figura 43. NOESY del compuesto H1. El espectro muestra interacciones entre los
hidrégenos del grupo Ar-CH2-OH (4.77 ppm) y los hidrégenos 6-Har-piridoxal (8.20 ppm) y

-HC=N (9.01 ppm). Ademas, se observan interacciones entre 3-Har-benz, 5-Har-benz (6.66

ppM) Yy 2-Har-benz, 6-Harbenz (7.81 ppm). Las interacciones se corresponden a hidrégenos

préximos en el espacio.
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Figura 44. Espectro de infrarrojo del compuesto H1.
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7.2. Caracterizacion estructural del compuesto H2.

2021_21882_H2_pos_esi_orbitrap_20210611_01 #3-15
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-2000.00]
1005 382.13

953
E HO.

RT: 0.13-0.33 AV 11 HL: 1.18ET

w
=1

tnotno@m oM o~ o~ e
[=] o (=1 o (=} o (=1 wn
prolvevabeone oo bverabevor bennalbinngl
I
=
_(}"'
=z
o=

Rel. Int. (%)

s
]
T

[T
=1
Liul

(%
(=1

5]
wn

-
wn
[IERTARTERI TNETRARNTE]

2
=

-
= =

37411

150.05 38008 T41.20
oo I'.’r311-|.12 g |553“‘5Tg ; I96|3.72 I‘11‘1|4.3|EI

1311.74 1405.50 1581.07 1757 62 185589
AaN aia T T T

I I
400 1000 1200

miz Da.

I
200 600 00

Figura 45. Espectro de masas ESI* del compuesto H2.
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Figura 46. Espectro de masas ESI~ del compuesto H2.
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Figura 47. Espectro RMN 'H del compuesto H2.
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Figura 48. Espectro RMN 3C del compuesto H2.
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Figura 49. Espectro DEPT del compuesto H2.
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Figura 50. COSY del compuesto H2. El espectro muestra interacciones entre los

hidrogenos de los grupos Ar-CHs (2.65 ppm) y Ar-CH»>-OH (4.81 ppm) del residuo

piridoxal. Ademas, se observan interacciones entre 6-Har-piridoxal (8.23 ppm) y Ar-CH,-OH

(4.81 ppm). Las relaciones entre los hidrégenos del grupo hidroxinaftaleno se describen

en la Figura 51.
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Figura 51. Zoom realizado al COSY del cc;zr;:pg)uesto H2. El espectro muestra multiples
interacciones entre los hidrégenos del grupo hidroxinaftaleno: 5-H (7.39 ppm) con 6-H
(7.95 ppm), 5-H (7.39 ppm) con 7-H (7.79 ppm), 5-H (7.39 ppm) con 8-H (7.54 ppm), 8-
H (7.54 ppm) con 6-H (7.95 ppm), 8-H (7.54 ppm) con 7-H (7.79 ppm), 1-H (8.54 ppm)

con 4-H (7.41 ppm) y 1-H (8.54 ppm) con 7-H (7.79 ppm).
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Figura 52. HSQC del compuesto H2. El espectro muestra las interacciones entre
hidrégenos y carbonos a un enlace de distancia: Ar-CHs (*H: 2.65 y 13C: 14.79 ppm), Ar-
CH»-OH (*H: 4.81 y 3C: 58.03 ppm), 5-HCar.nar (*H: 7.39 y 13C: 123.93 ppm), 4-HCar.natt
(*H: 7.41 y 13C: 110.58 ppm), 8-HCarnart (*H: 7.54 y 13C: 128.80 ppm), 7-HCarnart (\H: 7.79
y C: 125.85 ppm), 6-HCarnart (*H: 7.95 y 13C: 128.59 ppm), 6-HCar-piridoxal (*H: 8.23 y 13C:
131.45 ppm), 1-HCarnatt (*H: 8.54 y 13C: 126.56 ppm) y —CH=N (*H: 9.08 y 13C: 144.17
ppm).
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Figura 53. Zoom realizado al HSQC del compuesto H2 en la zona correspondiente al

grupo hidroxinaftaleno.
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Figura 54. HMBC del compuesto H2. Elmgg]pectro muestra las interacciones entre
hidrogenos y carbonos a dos y tres enlaces de distancia: H del CHs (2.65 ppm) con Car-
chs (143.46 ppm), H del CH3z (2.65 ppm) con Cyiridoxa-OH (152.87 ppm), H del CH» (4.81
ppm) con Carcrz-on (126.77 ppm), H del CH; (4.81 ppm) con Carcr=n (136.79 ppm) y 6-
Har-piridoxal (8.23 ppm) con Ar-CH»-OH (58.03 ppm). El resto de relaciones observadas se

describen en la Figura 55.
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Figura 55. Zoom realizado al HMBC ggim] compuesto H2. El espectro muestra
interacciones entre hidrégenos y carbonos a dos enlaces de distancia: 5-Harnart (7.39
ppm) con 6-Carnatt (128.59 ppm), 4-Harnait (7.41 ppm) con Carnatt (136.11 ppm), 4-Harnat
(7.41 ppm) con Carnai-OH (153.46 ppm), 8-Har-natt (7.54 ppm) con 7-Car-nait (125.85 ppm),
7-Harnare (7.79 ppm) con 6-Carnart (128.59 ppm), 6-Har-piridoxal (8.23 ppm) con Car-crz-on
(126.77 ppm) y el H del HC=N (9.08 ppm) con Car-ch=n (136.79 ppm). El espectro también
muestra las interacciones a tres enlaces de distancia: 5-Harnatt (7.39 ppm) con 7-Car-nait
(125.85 ppm), 4-Harnart (7.41 ppm) con Car.c=o (119.84 ppm), 4-Harna (7.41 ppm) con 5-
Carnat (123.93 ppm), 8-Har-nait (7.54 ppm) con 6-Carnart (128.59 ppm), ), 8-Harnart (7.54
ppm) con Car-natt (136.11 ppm), 7-Harnare (7.79 ppm) con 5-Carnart (123.93 ppm), 6-Har-nait
(7.95 ppm) con 8-Carnat (128.80 ppm), 6-Harnart (7.95 ppm) con Carnart (136.11 ppm), 6-
Har-piridoxal (8.23 ppm) con Carch=n (136.79 ppm), 6-Harpiidoxar (8.23 ppm) con Carchs
(143.46 ppm), 1-Harnatt (8.54 ppm) con 8-Carnatt (128.80 ppm), 1-Harnart (8.54 ppm) con
Charnatt (136.11 ppm), 1-Harnatt (8.54 ppm) con Carnar-OH (153.46 ppm), 1-Harnat (8.54
ppm) con C=0 (163.65 ppm), H del HC=N (9.08 ppm) con Car.chz-on (126.77 ppm) y H
del HC=N (9.08 ppm) con Cpiridoxa-OH (152.87 ppm).
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Figura 56. NOESY del compuesto H2. El espectro muestra interacciones entre los

hidrogenos de los grupos Ar-CH,-OH (4.81 ppm) y -HC=N (9.08 ppm). Ademas, se

observan interacciones entre 8-Harnait (7.54 ppm) Y 7-Har-nait (7.79 ppm) Y 6-Har-nart (7.95

ppm) y 1-Harnatt (8.54 ppm). Las interacciones se corresponden a hidrégenos préximos

en el espacio.
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Figura 57. Espectro de infrarrojo del compuesto H2.
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7.3. Caracterizacion estructural del compuesto AL2.
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Figura 58. Espectro de masas ESI* del compuesto AL2.
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Figura 59. Espectro de masas ESI~ del compuesto AL2.
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Figura 60. Espectro RMN *H del compuesto AL2.
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Figura 61. Espectro RMN 3C del compuesto AL2.
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Figura 62. Espectro DEPT del compuesto AL2.
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Figura 63. COSY del compuesto AL2. Eimep:pectro muestra interacciones entre los
hidrégenos del grupo piridoxal: 6-Harpiidoxar (8.23 ppm) y Ar-CH,-OH (4.78 ppm).
También se observan interacciones entre Ar-CHs (2.64 ppm) y Ar-CH»-OH (4.78 ppm).
Las relaciones entre los hidrégenos del grupo hidroxibenzoico se describen en la Figura

64.
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Figura 64. Zoom realizado al COSY del compuesto AL2. El espectro muestra multiples
interacciones entre los hidrégenos del grupo hidroxibenzoico. 4-H (7.41 ppm) con 2-H
(7.08 ppm), 4-H (7.41 ppm) con 5-H (7.38 ppm), 4-H (7.41 ppm) con 6-H (7.49 ppm) y
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Figura 65. HSQC del compuesto AL2. El espectro muestra las interacciones entre

hidrégenos y carbonos a un enlace de distancia: Ar-CHs (*H: 2.64 y 3C: 14.71 ppm), Ar-
CH,-OH (*H: 4.78 y 13C: 58.05 ppm), 2-HCarbenz (*H: 7.08 'y 13C: 114.71 ppm), 5-HCar.pen;
(*H: 7.38 y 3C: 129.81 ppm), 4-HCarpenz (*H: 7.41 y 3C: 119.83 ppm), 6-HCarpen, (*H:
7.49 y 13C: 118.39 ppm), 6-HCarpiridoxal (*H: 8.23 y *C: 129.57 ppm) y -CH=N (*H: 9.06 y

13C: 143.65 ppm).
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Figura 66. Zoom realizado al HSQC del compuesto AL2 en la zona correspondiente al

grupo hidroxibenzoico.
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Figura 67. HMBC del compuesto AL2. El espectro muestra las interacciones entre
hidrogenos y carbonos a dos y tres enlaces de distancia. Las relaciones se describen

en la Figura 68.
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Figura 68. Zoom realizado al HVBC dglfpp::)ompuesto AL2. El espectro muestra
interacciones entre hidrégenos y carbonos a dos enlaces de distancia: H del CH; (2.64
ppm) con Car.chs (143.40 ppm), H del CH2 (4.78 ppm) con Car.chz-on (126.76 ppm) y 6-
Har-piridoxal (8.23 ppm) con Carchz-on (126.76 ppm). El espectro también muestra las
interacciones a tres enlaces de distancia: H del CHs (2.64 ppm) con Car-on (152.89 ppm),
H del CHz (4.78 ppm) con 6-Cypiidoxal (129.57 ppm), H del CH» (4.78 ppm) con CarcH=n
(136.59 ppm), 2-Har-benz (7.08 ppm) con 6-Car-benz (118.39 ppm), 5-Harbenz (7.38 ppm) con
Carc=0 (132.66 ppm), 5-Harbenz (7.38 ppm) con Carpen.-OH (157.65 ppm), 4-Harbenz (7.41
ppm) con 2-Carbenz (114.71 ppm), 4-Harbenz (7.41 ppm) con 6-Carbenz (118.39 ppm), 6-
Har-benz (7.49 ppm) con 2-Carbenz (114.71 ppm), 6-Har-benz (7.49 ppm) con 4-Car-benz (119.83
ppm), 6-Har-piidoxal (8.23 ppm) con el C del Ar-CH>-OH (58.05 ppm), 6-Har-piridoxai (8.23
ppm) con Car.cr=n (136.59 ppm), 6-Harpiridoxal (8.23 ppm) con Carcns (143.40 ppm), H del
HC=N (9.06 ppm) con Car.crz-on (126.76 ppm) y H del HC=N (9.06 ppm) con Cyiidoxa-OH
(152.89 ppm).
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Figura 69. NOESY del compuesto AL2. El espectro muestra interacciones entre los

hidrogenos del grupo Ar-CH,-OH (4.78 ppm) y los hidrégenos -HC=N (9.06 ppm) y 6-

Har-piridoxal (8.23 ppm). Ademas, se observan interacciones entre 4-Harbenz (7.41 ppm) y

5-Har-benz (7.38 ppm). Las interacciones se corresponden a hidrogenos proximos en el

espacio.
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Figura 70. Espectro de infrarrojo del compuesto AL2.
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7.4. Caracterizacién estructural del compuesto ARS.
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Figura 71. Espectro de masas ESI* del compuesto ARS.
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Figura 72. Espectro de masas ESI~ del compuesto ARS.
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Figura 73. Espectro RMN *H del compuesto ARS.
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Figura 74. Espectro RMN 3C del compuesto ARS.
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Figura 75. Espectro DEPT del compuesto AR8.
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Figura 76. COSY del compuesto ARS8. El espectro muestra interacciones entre los

hidrogenos del grupo piridoxal: Ar-CHs (2.65 ppm) y Ar-CH,-OH (4.79 ppm). También se

observan interacciones entre Ar-CH,-OH (4.79 ppm) y 6-Harpiidoxar (8.24 ppm). Las

relaciones entre los hidrogenos del grupo piridina se describen en la Figura 77.
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Figura 77. Zoom realizado al COSY del compuesto ARS8. El espectro muestra multiples
interacciones entre los hidrégenos del grupo piridina. 5-H (7.68 ppm) con 4-H (8.48

ppm), 5-H (7.68 ppm) con 6-H (8.86 ppm) y 4-H (8.48 ppm) con 2-H (9.24 ppm).
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Figura 78. HSQC del compuesto AR8. El espectro muestra las interacciones entre
hidrégenos y carbonos a un enlace de distancia: Ar-CHs (*H: 2.65 y 13C: 14.95 ppm), Ar-
CHa-OH (*H: 4.79 y 13C: 58.16 ppm), 5-HCarpy (*H: 7.68 y 13C: 123.98 ppm), 6-HCar-piridoxal
(*H: 8.24 y 13C: 130.05 ppm), 4-HCarpy (*H: 8.48 y 13C: 136.32 ppm), 6-HCarpy (*H: 8.86
y 13C: 152.65 ppm), -CH=N (*H: 9.14 y 13C: 144.59 ppm) y 2-HCarpy (*H: 9.24 y 13C:
148.55 ppm).
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Figura 79. Zoom realizado al HSQC del compuesto ARS8 en la zona correspondiente al

grupo piridina.
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Figura 80. HMBC del compuesto AR8.QEPET] espectro muestra interacciones entre
hidrogenos y carbonos a dos enlaces de distancia: H del CHs (2.65 ppm) con Carchs
(143.71 ppm) y H del CH2 (4.79 ppm) con Car.crz-on (126.43 ppm). El espectro también
muestra las interacciones a tres enlaces de distancia: H del CHs (2.65 ppm) con Car-on
(152.83 ppm), H del CH> (4.79 ppm) con 6-Chiridoxal (130.05 ppm) y H del CH2 (4.79 ppm)
con Carch=n (136.63 ppm). El resto de relaciones observadas se describen en la Figura

81.
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Figura 81. Zoom realizado al HMBC dﬁeflppm]compuesto ARS8. El espectro muestra
interacciones entre hidrégenos y carbonos a dos enlaces de distancia: 5-Harpy (7.68
ppm) con 6-Carpy (152.65 ppm), 6-Har-piridoxal (8.24 ppm) con Carchz-on (126.43 ppm), 6-
Har-py (8.86 ppm) con 5-Car-py (123.98 ppm), H del HC=N (9.14 ppm) con Carch=n (136.63
ppm) y 2-Harpy (9.24 ppm) con Carc-o (127.58 ppm). El espectro también muestra las
interacciones a tres enlaces de distancia: 5-Harpy (7.68 ppm) con Carc=o0 (127.58 ppm),
6-Har-piridoxal (8.24 ppm) con el C del Ar-CH»-OH (58.16 ppm), 6-Har-piridoxal (8.24 ppm) con
Carch=n (136.63 ppm), 6-Harpiridoxal (8.24 ppm) con Carchz (143.71 ppm), 4-Harpy (8.48
ppm) con 2-Carpy (148.55 ppm), 4-Harpy (8.48 ppm) con 6-Carpy (152.65 ppm), 4-Harpy
(8.48 ppm) con el C del C=0 (161.76 ppm), 6-Har-py (8.86 ppm) con 4-Car.py (136.32 ppm),
6-Harpy (8.86 ppm) con 2-Carpy (148.55 ppm), H del HC=N (9.14 ppm) con Car-chz-oH
(126.43 ppm), H del HC=N (9.14 ppm) con Car.on (152.83 ppm), 2-Harpy (9.24 ppm) con

4-Carpy (136.32 ppm) y 2-Har-py (9.24 ppm) con 6-Carpy (152.65 ppm).
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Figura 82. NOESY del compuesto AR8. El espectro muestra interacciones entre los
hidrégenos del grupo Ar-CH2-OH (4.79 ppm) y los hidrégenos 6-Har-piridoxal (8.24 ppm) y
-HC=N (9.14 ppm). Las interacciones se corresponden a hidrégenos préximos en el

espacio.
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Figura 83. Espectro de infrarrojo del compuesto ARS.
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7.5. Difraccién de rayos X de monocristal.

Figura 84. Diagrama de empaquetamiento cristalino del compuesto AL2 obtenido
mediante el software OLEX2.

Figura 85. Interacciones -1 entre moléculas de AL2 adyacentes. La representacion se

obtiene mediante el software OLEX2 con los elipsoides térmicos al 50% de probabilidad.
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Tabla 6. Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura de AL2.

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Volumen

z

Densidad calculada

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamairio del cristal

Rango 20 para la coleccion de datos
Rangos de indexacion
Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste en F2

indices finales R [I>=20 (1)]
indices finales R (todos los datos)
Mayor diferencia pico y agujero
Parametro Flack

Ci15H18CIN3Os

355.77

100(2) K

0.71073 A

Monoclinico

Cc

a=15.7785(14) A; a = 90.00°

b = 13.6157(13) A; B = 102.232(5)°

¢ =7.7543(7) A; y = 90.00°
1628.1(3) A3

4

1.451 Mg/cm?®

0.266 mm*

744.0

0.35 x 0.11 x 0.09 mm?

5.98 a 52.82°
-19<h<19,-17<k<17,-9<1<9
9584

3323 [Rint = 0.0441, Reigma = 0.0622]
3323/2/ 263

1.007

R:1 =0.0412, wR, = 0.0847

R; = 0.0600, wR2 = 0.0938
0.33/-0.27e A3

-0.05(6)

Tabla 7. Enlaces de hidrégeno formados en el compuesto AL2.

D H A dD-H)/A d(H-A)/A d(D-A)/A D-HA/®
o1 H10 N1 0.98(4)  1.66(4)  2.537(3) 147(3)
01w HIWA cl1t 0.79(4)  2.36(4)  3.148(3) 176(4)
01w H1WB Cl12 0.94(5)  2.21(5)  3.143(3) 174(4)
N2 H2N cl13 0.99(4)  2.35(4)  3.304(3) 162(3)
03 H30 o1wW 0.92(5)  1.79(5)  2.693(3) 167(4)
N3 H3N ci1 0.98(4)  2.15(4)  3.136(2) 177(3)
04 H4 03* 0.84 1.89 2.672(3) 1555

1+X,2-Y,-1/2+Z; 2+ X,+Y,-1+Z; 31/2+X,3/2-Y ,-1/2+Z; *+X,-1+Y ,+Z
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Figura 86. Diagrama de empaquetamiento cristalino del compuesto AR8 obtenido
mediante el software OLEX2.

Figura 87. Interacciones -1 entre moléculas de AR8 adyacentes. La representacion
se obtiene mediante el software OLEX2 con los elipsoides térmicos al 50% de
probabilidad.
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Tabla 8. Datos cristalograficos y de refinamiento de la estructura de ARS.

Formula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unidad

Volumen

Z

Densidad calculada

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamarfio del cristal

Rango 20 para la coleccion de datos
Rangos de indexacién
Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Datos / restricciones / parametros
Bondad de ajuste en F2

indices finales R [I>=20 (1)]
indices finales R (todos los datos)

Mayor diferencia pico y agujero

C14H15sN4O0:Cl

322.753

N/A

0.71073 A

Monoclinico

P2i/n

a=8.2971(3) A; a = 90.00°

b =10.5578(4) A; B = 100.0176(16)°
¢ = 16.8006(7) A; y = 90.00°
1449.28(10) A®

4

1.479 Mg/cm?

0.283 mm*

672.9

0.12 x 0.1 x 0.06 mm?

4.58 a 56.7°
-11<h<10,-14<sk<14,-22<1<22
19598

3604 [Rint = 0.0457, Rsigma = 0.0329]
3604 /0/220

1.055

R1=0.0332, wR, = 0.0832

R1 = 0.0440, wR; = 0.0890
0.46/-0.34e A3
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7.6. Cromaticidad.

5566 K / 68 CRI /-53 RS / 0,0173 Duv

0,0 0,1 0,2 053 04 0,5 0,6 0,7 0.8

Figura 88. Diagrama de cromaticidad CIE para la emision fluorescente del compuesto
H1 en estado solido (x = 0.3309; y = 0.3755). La representacion se obtiene mediante el
software ColorCalculator.
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17522 K / 66 CRI / -86 RS / 0,0406 Duv

0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 0.8

Figura 89. Diagrama de cromaticidad CIE para la emision fluorescente del compuesto
H2 en estado solido (x = 0.2247; y = 0.2996). La representacién se obtiene mediante el
software ColorCalculator.
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N/AK /26 CRI / -264 RS / 0,1069 Duv

0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 0.8

Figura 90. Diagrama de cromaticidad CIE para la emision fluorescente del compuesto
AL2 en estado sélido (x = 0.2525; y = 0.5662). La representacion se obtiene mediante
el software ColorCalculator.
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N/AK /9 CRI/-290 RS / 0,1260 Duv

0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 0.8

Figura 91. Diagrama de cromaticidad CIE para la emision fluorescente del compuesto
ARS8 en estado solido (x = 0.1870; y = 0.5466). La representacion se obtiene mediante
el software ColorCalculator.
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