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l. INTRODUCCION

El término rotor molecular se usa comunmente para describir una molécula
fluorescente que tiene la capacidad de experimentar un movimiento de torsion
intramolecular en el estado fluorescente excitado. Un rotor molecular consta de tres
subunidades, una unidad donadora de electrones, una unidad aceptora de electrones y
una unidad espaciadora rica en electrones que se encuentra constituida por un sistema
de enlaces simples y dobles alternados, constituyendo un sistema push-pull. Este
sistema contiene un grupo electrodonador y un grupo electroatractor, facilitando asi el
flujo de electrones y asegurando la superposicion minima de los orbitales del aceptor y
donador de electrones.! En esta configuracion, la molécula responde a la fotoexcitacion
con una transferencia de carga intramolecular (TIC) del grupo donador al aceptor.
Mientras que los tres subgrupos asumen una configuracion planar o casi plana en el
estado fundamental, las fuerzas electrostaticas inducen un movimiento de torsion
intramolecular de los subgrupos entre si.? La molécula entra en un estado no plano
(torcido) con una energia de estado excitado inferior, y la relajacion del estado torcido
se asocia con una emision de fluorescencia desplazada hacia el rojo o relajacién no
fluorescente, dependiendo de la estructura molecular. Una de las aplicaciones de los

rotores moleculares es como sensores fluorescentes.3'4

La viscosidad intracelular es un parametro fisico fundamental que indica el
funcionamiento de las células. Ademas, influye en la difusion de procesos bioldgicos,
como la apoptosis celular, el transporte de solutos y otros organelos celulares.® Se ha
demostrado que los cambios anormales de la viscosidad intracelular estan relacionados
con una gran variedad de enfermedades y patologias, como son las infecciones e
infartos®, hipertension’, envejecimiento normal® y, ademas, uno de los efectos adversos
del tabaquismo es la elevada viscosidad plasmatica®, que puede ser el vinculo entre el
consumo de cigarrillos y las enfermedades cardiovasculares.'® En vista del importante
papel de la viscosidad celular en el funcionamiento celular y las condiciones
patogénicas, es necesario el desarrollo de sensores de viscosidad celular, para
comprender la cinética de la reaccién intracelular y el desarrollo de estrategias de
investigacion biologica y de diagndstico clinico.

La imagenologia de fluorescencia, es una técnica para estudiar sistemas bioldgicos en

células vivas debido a su alta sensibilidad y facil visibilidad. Actualmente, para



determinar la viscosidad celular se emplean rotores moleculares, utilizando la
intensidad de emision de fluorescencia, para el desarrollo de sensores de
microviscosidad.>"" La mayoria de estas moléculas fluorescentes, se encuentran
basadas en un mecanismo de transferencia de carga intramolecular (TIC). Sin
embargo, la mayoria de estos sensores muestran una distribucion intracelular no
especifica, lo que dificulta determinar cambios en la viscosidad de organelos
especificos. Con el fin de monitorear estos cambios, se requieren nuevos métodos con
maneras simples y eficientes de disefiar sensores de viscosidad fluorescente. La
eficiencia del rotor se ha convertido en un obstaculo en el desarrollo de sensores de

viscosidad.

Por otro lado, para el estudio de la integridad celular, se ha empleado el uso del pH, la
célula en su homeostasis posee un pH ~7, pero se ha descrito que la acidificacion del
medio en el que se encuentra es debido a la presencia de cancer u otras enfermedades
degenerativas. Uno de los organelos celulares mayormente estudiados es la
mitocondria, esto por su importancia en el funcionamiento celular, debido que tiene una
gran regulacién en la oxigenacion y metabolismo celular, posee una matriz alcalina (pH
~8), por lo que es de gran interés el poder monitorear la integridad de la mitocondria.
Una de las herramientas mas atractivas para la medicina es el uso de la fluorescencia a
través del pH, por lo que se requieren moléculas que sean sensibles a la variacion del
pH y su fluorescencia se vea modulada al cambio de éste, facilitando asi el monitoreo

celular.

En la actualidad, existe una necesidad continua y urgente del desarrollo de nuevos
sensores fluorescentes, faciles de sintetizar y de bajo costo. Los compuestos BODIPY-
Cumarina se emplean como sensores de fluorescencia y viscosidad, debido a sus altos
coeficientes de absorcién molar, amplios rendimientos cuanticos y su sensibilidad al
pH, a la polaridad y a la viscosidad del medio. Los datos experimentales muestran que,
al incrementar la viscosidad del disolvente, la intensidad de fluorescencia del
compuesto BODIPY-Cumarina aumenta. Este comportamiento sensible a la viscosidad
ofrece una amplia gama de aplicaciones, por ejemplo, en mecanica de fluidos, quimica
de polimeros, fisiologia celular y ciencias alimentarias.”’ Se ha demostrado que los
compuestos derivados de BODIPY-Cumarina son adecuados para tener una imagen de
fluorescencia en células vivas, teniendo un efecto citotdéxico bajo y buena estabilidad

interna.



Por lo que en este trabajo presentamos la sintesis y las propiedades fluorescentes de
un compuesto push-pull derivado de BODIPY-Cumarina con la finalidad de poderlo

aplicar como un sensor fluorescente en células.

La arquitectura del derivado BODIPY-Cumarina esta basado en un sistema push-pull
en donde el grupo dietilaminocumarina funciona como grupo electrodonador, mientras
que el nucleo del BODIPY actua como electroatractor, ambos nucleos poseen
propiedades fluorescentes y se encuentran conectados por medio de un enlace triple
carbono-carbono y un nucleo de tiofeno, este espaciador le confiere propiedades de
rotor molecular ayudando a que la fluorescencia dependa de la viscosidad del medio,
ya que en sistemas poco viscosos la fluorescencia es baja debido a que la molécula
puede girar libremente, y en sistemas mas viscosos la fluorescencia debe aumentar
debido a que la rotacidén esta restringida y puede haber una mayor transferencia de

carga intramolecular.



Il ANTECEDENTES

La palabra luminiscencia proviene del Latin (lumen = luz). El primero en introducir el
término luminiscencia en la historia fue el fisico Eilhardt Wiedemann (1888). La
luminiscencia se ha considerado como una luz fria, contrario a la incandescencia que
se considera como luz caliente. La luminiscencia se define como: una emisidn
espontanea de radiacion proveniente de especies electronicamente excitadas o de
especies que provienen de un estado vibracional excitado que no se encuentran en un
equilibrio térmico dentro de su micromambiente'?. Hay varios tipos de luminiscencia

que se encuentran clasificados acorde al modo de excitacion.

Tabla 1.Tipos de luminiscencia.™

Fenémeno Modo de excitacion

Fotoluminiscencia (fluorescencia, N
_ ] Absorcion de luz (fotones)
fosforescencia, fluorescencia retardada)

Radioluminiscencia Radiacion ionizante (rayos-x, a, B, y)
Catodoluminiscencia Rayos catddicos (haces de electrones)
Electroluminiscencia Campo electronico

o _ Calentamiento previo al almacenamiento
Termoluminiscencia o o . _
de energia (ej. Irradiacion radioactiva)

Quimioluminiscencia Reaccion quimica (ej. Oxidacion)
Bioluminiscencia Reaccién bioquimica In vivo
Triboluminiscencia Fuerzas de friccion y electrostaticas
Sonoluminiscencia Ultrasonido

Los compuestos luminiscentes pueden ser de diferentes tipos:

% Compuestos organicos: hidrocarburos aromaticos (naftaleno, antraceno,
fenantreno, pireno, etc.) y derivados, colorantes (fluoresceina, rodaminas,
cumarinas, oxazinas), polienos, difenilpolienos, algunos aminoacidos (Trp, Tir,

Fen), etc.

< Compuestos inorganicos: ion uranil (UO,"), iones lantanidos (Eu**, Tb*"), vidrios
dopados (ej. con Nd, Mn, Ag), cristales (ZnS, CdS, ZnSe), nanocristales
semiconductores, cumulos metalicos, nanotubos de carbono y algunos

fulerenos, etc.



« Compuestos organometalicos: complejos metalados de porfirina, complejos con
rutenio, cobre, con iones lantanidos, con agentes quelantes fluorogénicos

(oxina), etc.

Los aspectos teoricos y experimentales de la fluorescencia y fosforescencia fueron

comprendidos después del surgimiento de la teoria cuantica.

El término fosforescencia proviene del Griego: ¢wg = luz (caso genitivo: potog — fotdn)

y dodeiv = llevar. Por lo que la palabra fosforo significa “que lleva luz”.

En contraste con la fosforescencia, la etimologia de fluorescencia no es tan obvia. El
término fluorescencia fue introducido por Sir. George Gabriel Stokes. Pero antes de
que Stokes pudiera explicar éste término, la primera observacion impresa de la
fluorescencia fue realizada por un médico espanol, Nicolas Monardes (1565). Informo
sobre el maravilloso color azul peculiar (Figura 1)'*'° de una infusién de una madera
traida de México usada para tratar enfermedades renales y urinarias: palo para los
males de los rifiones y de orina (mas tarde llamado Lignum nephriticum). Esta madera,
cuyo peculiar efecto de color y propiedades diuréticas ya eran conocidas por los
aztecas, era una medicina escasa y costosa. Por lo tanto, era interesante detectar la
madera no auténtica. Este método para la deteccién de un objeto falsificado puede
considerarse como la primera aplicacion del fendbmeno que mas tarde se denominaria
fluorescencia. La especie quimica responsable de la intensa fluorescencia azul se
identificd recientemente en una infusion de Lignum nephriticum (Eysenhardtia): una
tetrahidrometano-benzofuro[2,3-d]Joxacina (matlalina) de cuatro anillos. Este compuesto
no esta presente en la planta, pero es el producto final de una oxidacién espontanea de

al menos uno de los flavonoides del arbol.

a) b)

Figura 1. a) Comparacion del agua que pinta la madera de la que no auténtica, si pintaba de color azul el

agua era auténtica y si era amarilla el agua, no era genuina. b) Estructura quimica de la matlalina.



En contraste con la incandescencia (luz emitida por los cuerpos calentados a altas
temperaturas), la luminiscencia como la fluorescencia y la fosforescencia, no requiere
altas temperaturas y generalmente no produce calor notable. Este tipo de emision se
denomind "luz fria" por esta razén. Tal luz fria fue objeto de una interesante polémica
en el siglo XIX. La primera distincion teorica entre fluorescencia y fosforescencia fue
proporcionada por Francis Perrin en su tesis doctoral'®: "Si las moléculas pasan, entre
absorcion y emision, a través de un estado intermedio estable o inestable, hay

fosforescencia”.

Para describir los procesos posteriores a la absorciéon de luz por una molécula, se
encontré conveniente usar un diagrama de energia en el que los estados electronicos
de la molécula estan representados junto con flechas que indican las posibles
transiciones entre ellas. La Figura 2 muestra un diagrama simplificado, llamado
diagrama de Jablonski (Aleksander Jablonski).""® Jean Perrin usé un diagrama de
niveles de energia que muestra la absorcion y emision de la luz, donde se explica
correctamente el fendmeno de la fluorescencia retardada activada térmicamente

incluyendo un estado metaestable en su diagrama.'®%

Relajacion
s W vibracional ___ Conversion interna
£ P \ ? CTLIC CIILIe
eI R
Estado i, s
singlete Si T
excitado ‘;;" ’ RE R To
y \ I | : Estado
Absorcion o { : & triplete
|| I | Fosforescencia.
, L4
+ M B £
o/ ] ; ;
*

So
Estado fundamental
Figura 2. Diagrama de Jablonski.

El diagrama de Jablonski permite visualizar los procesos de una molécula asociados a
la irradiacion con luz: absorcion fotonica y excitacion del estado fundamental (Sp) a un
nivel energético electrénico o rotacional superior (S¢), y recuperacién del estado
fundamental Sy a través de diferentes estados electrénicos singlete Sq y/o triplete T+,

con emisién de fluorescencia o fosforescencia?’'.



David Brewster explicé la fluorescencia de manera general como una dispersion de luz
por particulas diminutas en suspension. La fluorescencia observada fue considerada
por €él, como un fendmeno superficial y lo llamé dispersion epipdlica, también encontrd
que la fluorescencia no estaba polarizada. En 1920 Weigert encontré6 que la
fluorescencia de colorantes disueltos en disolventes viscosos como el glicerol estaba
parcialmente polarizada: "El grado de polarizacion de la luz fluorescente aumenta con
el aumento de la masa molecular, con el incremento de la viscosidad del medio, con la
disminucién de la temperatura y también con la reducciéon de la movilidad de la

particula."?

1. Fluorescencia y fosforescencia

En todo el contexto historico tedrico y experimental, se dan a conocer las definiciones
de fluorescencia y fosforescencia, tal como se describen en el Glosario de Términos
Utilizados en Fotoquimica publicado por la Unién Internacional de Quimica Pura y

Aplicada'? son las siguientes:

Fluorescencia: Emision espontanea de radiacion (luminiscencia) de una entidad

molecular excitada con retencion de la multiplicidad de espin.

Fosforescencia: Fenomenoldégicamente, término utilizado para describir la
luminiscencia de larga vida. En la fotoquimica mecanicista, el término designa la
luminiscencia que implica el cambio en la multiplicidad del giro, tipicamente del triplete

al singlete o viceversa.

Cabe mencionar que estas definiciones se aplican a las moléculas organicas y pueden
ser aplicadas a otras especies como nanocristales, semiconductores y nanoparticulas

metalicas que poseen gran interés debido a sus diferentes aplicaciones.

En términos generales, la fluorescencia es una emisién de un estado excitado que
puede alcanzarse por fotoexcitacion directa, mientras que la fosforescencia es emitida
desde otro estado excitado, con una correspondiente transicion radiativa. La irradiacion
crea electrones y agujeros. Cuando un electron y un agujero se recombinan
inmediatamente, la luz emitida puede llamarse fluorescencia. Pero no se recombinan
rapidamente si estan atrapados en algunos estados metaestables, entonces, la

liberacion de las trampas requiere energia, y la recombinacién subsiguiente es



acompanada por la emisibn de un foton. En ese caso, la emisidbn se llama
fosforescencia y depende de la temperatura en contraste con la fluorescencia. Esta
distinciéon basada en la temperatura entre la fluorescencia y la fosforescencia no se
aplica a las especies organicas para las cuales el rendimiento cuantico de la

fluorescencia depende de la temperatura.

Una de las caracteristicas de la fluorescencia es que depende fuertemente de la
naturaleza y estructura quimica de las moléculas organicas. La mayoria de los
compuestos fluorescentes son aromaticos. Generalmente, al incrementar el sistema -
electronico (grado de conjugacion) conduce a un desplazamiento de los espectros de
absorcion y fluorescencia a longitudes de onda mas larga. Esta simple regla es
ilustrada por la serie de los HPA (hidrocarburos policiclicos aromaticos) como el
naftaleno, antraceno, pentaceno, etc., pueden emitir fluorescencia en diferentes
regiones del UV. El incremento progresivo en el numero de electrones n es
acompafado por un aumento concomitante en las longitudes de onda de absorcion y
de emision. Las transiciones mas bajas de los hidrocarburos aromaticos son las del
tipo - T*, que se caracterizan por altos coeficientes de absorcion molar y vida de

fluorescencia relativamente altos.

Los sustituyentes como -OH, -NH,, -CO;H, etc., alteran el color debido a cambios
inducidos en el espectro de absorcion. Este efecto se llama efecto auxocrémico, y a los
sustituyentes auxocromos. Cuando un cromoforo es fluorescente, se llama fluoroforo.
Tanto la naturaleza como la posicion de un sustituyente pueden modificar las

caracteristicas de absorcion y fluorescencia.

La presencia de atomos pesados (por ejemplo, Bry |) como sustituyentes en moléculas
aromaticas, da como resultado una mitigacion en la fluorescencia (efecto de atomo
pesado interno) debido a la mayor probabilidad de cruce entre sistemas. Sin embargo,
el efecto del atomo pesado puede ser pequefo para algunos hidrocarburos aromaticos
si el rendimiento cuantico de fluorescencia es muy bajo de manera que el aumento de

la eficiencia del cruce entre sistemas es relativamente pequeno.

En general, la sustitucién con grupos donadores de electrones induce un aumento en el
coeficiente de absorcion molar y un cambio en los espectros de absorcién y
fluorescencia. Ademas, estos espectros son amplios y a menudo no estructurados en

comparacion con los hidrocarburos aromaticos de los que provienen. La presencia de



pares de electrones sin compartir en los atomos de oxigeno y nitrogeno no cambia la

naturaleza 1r-11* de las transiciones de la molécula.

Si por razones estéricas, el grupo -NH, se encuentra fuera del plano del anillo
aromatico, el grado de conjugacion de los orbitales esta disminuido, pero las
transiciones correspondientes a la promocion de un electrén de un orbital o a un orbital
T son todavia diferentes (en particular mas intensas) a las transiciones n—1* que
implican los pares de electrones sin compartir de un grupo carbonilo o nitro. Las
caracteristicas de absorcion y emision de fenoles y aminas aromaticas dependen del
pH.

Las propiedades de fluorescencia de los compuestos aromaticos con grupos carbonilo
son complejas. Muchos aldehidos y cetonas aromaticas tienen un estado excitado n-mr*
de baja incidencia y, por lo tanto, exhiben bajos rendimientos cuanticos de

fluorescencia.

Sin embargo, si un estado n-Tm* se encuentra ligeramente mas alto en energia, el
rendimiento cuantico de fluorescencia depende fuertemente de la polaridad del
disolvente. De hecho, en algunos disolventes, la energia del estado n-11* puede llegar a
ser inferior a la del estado 1r-1m*. Cuando aumenta la polaridad y la fuerza de enlace por
ejemplo en interacciones tipo puente de hidrogeno del disolvente, el estado n-m* se
desplaza a una energia mas alta, mientras que el estado n-t* cambia a una energia
mas baja. Por lo tanto, se puede observar fluorescencia intensa en disolventes polares

y fluorescencia débil en disolventes no polares (por ejemplo, xantona).

1.1 Fluorescencia de cumarinas

Las cumarinas tienen rendimientos cuanticos bajos, pero una sustitucion apropiada
conduce a compuestos fluorescentes que emiten en la regién azul-verde (400-550 nm).
Las 7-hidroxicumarinas son muy sensibles al pH, pueden usarse como sensores
fluorescentes de pH. Las 7-aminocumarinas son de particular interés porque poseen un
grupo donador de electrones (grupo amino) conjugado a un grupo aceptor de
electrones (grupo carbonilo). Esto da lugar a una transferencia de carga fotoinducida.
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1.2 Fluorescencia de BODIPYs

Los compuestos de la serie BODIPY (abreviatura de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno) tienen una estructura de tipo indaceno. Puede considerarse como un
colorante de monometina cianina rigidizado mediante la introduccién de un grupo de
unidn entre los dos atomos de nitrogeno. La estructura difluoro de dipirrometeno de
boro resultante es bastante rigida, lo que conduce a rendimientos cuanticos de
fluorescencia elevados. La versatilidad de la familia BODIPY es excepcional. Los
derivados sustituidos con alquilo tienen una fluorescencia verde similar a la
fluoresceina. La sustitucion por unidades conjugadas en uno o ambos grupos pirrol,
provoca la extension de la conjugacion de los electrones 11 a lo largo del esqueleto
organico. El maximo de emision se desplaza a longitudes de onda mas largas (Figura
3)%.

*B? 9
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Emision de Fluorescencia
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Figura 3. Espectros de fluorescencia de 7 fluoréforos derivados de BODIPY en MeOH.

Las emisiones de longitudes de onda maximas superiores a 750 nm son incluso
posibles. Los BODIPYs ofrecen muchas ventajas: altos rendimientos cuanticos de
fluorescencia, grandes coeficientes de absorcion molar (40,000 - 10,000 L mol™ cm™),
buena solubilidad y excelente estabilidad térmica, quimica y fotoquimica. Debido a que
no se ven afectados por efectos ambientales (polaridad, pH) son adecuados como

10

o

OCH,-C-NH(CH,)5-C-O.___
d I N

o




marcadores biolégicos. De hecho, se utilizan comunmente para marcar aminoacidos,

nucleotidos y otros ligantes de baja masa molecular.

2. Sensores fluorescentes

Parametros como polaridad, viscosidad, temperatura y presion desempefian un papel
importante en diversos procesos fisicos, quimicos, bioquimicos y biolégicos. En
muchos casos, la emisidén de fluorescencia se ve afectada por estos parametros que
pueden ser, en principio, estimados gracias a moléculas fluorescentes apropiadamente
elegidas que actuan como sensores. Los cambios drasticos en el espectro de

fluorescencia pueden de hecho ser inducidos por enlaces de hidrogeno.

Los fluoréforos sometidos a transferencia de carga intramolecular fotoinducida (TCF)
son buenos candidatos como sensores de polaridad. Uno de los sensores de polaridad
mas conocido es ANS (1-anilino-8-naftalenosulfonato). Presenta la interesante
caracteristica de ser no fluorescente en disolventes polares y altamente fluorescente en
disolventes de baja polaridad. Esta caracteristica permite la visualizacién selectiva de
regiones hidréfobas de sistemas bioldgicos sin interferencia de moléculas de ANS no

fluorescentes que permanecen en el entorno acuoso circundante.

s
“ Reew

Figura 4. Estructuras del ANS y TNS.

El ANS y su derivado TNS?* (sulfonato de p-toluidinil-6-naftaleno) Figura 4, se han
utilizado extensivamente para el sondeo de proteinas, membranas bioldgicas y
sistemas micelares. Las razones por las que estos sensores experimentan grandes
variaciones en la fluorescencia con la polaridad del disolvente han sido objeto de
numerosas investigaciones centradas en la transferencia de carga intramolecular,
interacciones disolvente-soluto especificas, cambio en la conformacion molecular, y

fotoionizacion monofotonica. Varios de estos procesos pueden ser competitivos y es
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dificil determinar cual es el predominante. Un sensor de polaridad ideal basado en la
transferencia fotoinducida de carga y la relajacion del disolvente debera (i)
experimentar un cambio grande en el momento dipolar en la excitacion, pero sin
cambio de direccion; (i) no soportar carga permanente para evitar contribuciones de
interacciones ionicas; y (iii) ser solubles en disolventes de polaridad diversa, desde los
disolventes apolares hasta los mas polares. En contraste con el ANS, el PRODAN (6-
propionil-2-dimetilaminonaftaleno) no soporta una carga y cumple la mayoria de los
requisitos descritos. La Figura 5 muestra los espectros de fluorescencia del PRODAN
en diversos disolventes?’. Una alta sensibilidad a la polaridad explica el éxito del
PRODAN en el estudio de la polaridad de diversos sistemas quimicos y biolégicos
(sitios de union a proteinas, membranas fosfolipidicas, etc.). El origen de esta
sensibilidad se asignd inicialmente a un gran aumento en el momento dipolar a la

excitacion, pero esta explicacion se encontré que no era correcta.

Emisidon de Fluorescencia

N_
o

C,H
28 PRODAN

Figura 5. Espectro de fluorescencia del PRODAN en 1) ciclohexano, 2) clorobenceno, 3) DMF, 4) EtOH,
y 5) H,0.

Los sensores de transferencia de carga intramolecular torcida (TCIT) pueden usarse
como sensores de polaridad®®. Un compuesto TCIT clasico que exhibe fluorescencia
dual, es el DMABN. La banda de longitud de onda larga (correspondiente a la emision
del estado TCIT) se desplaza hacia el rojo cuando aumenta la polaridad del disolvente,
con un aumento concomitante en la relacion de las dos bandas, lo que ofrece la
posibilidad de mediciones ratiométricas. Algunos sistemas bicromofdricos, cuya
estructura se basa en el principio donador-puente-aceptor, puede someterse a la
transferencia de carga completa, es decir, la transferencia de electrones. El enorme
momento dipolar resultante en el estado excitado explica la alta sensibilidad a la

polaridad del disolvente de tales moléculas.
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En la tabla 2 se muestran los métodos de fluorescencia que permiten evaluar la fluidez

de un microambiente por medio de un sensor fluorescente.?®

Tabla 2. Técnicas de fluorescencia.

_— Caracteristicas de ,
Técnica . Fendmeno
fluorescencia

Rendimiento cuantico de . . .,
Rotores moleculares ) o Movimiento interno de torsién
fluorescencia y/o vida util

Formacion de

. Espectro de fluorescencia
excimeros

. Relacién de bandas de P .
1) intermolecular , ] Difusion traslacional
excimero y monomero

Relaciéon de bandas de

2) intramolecular . , Difusion rotacional interna
excimero y monomero
Enfriamiento por Rendimiento cuantico de P .
X . o Difusién traslacional
fluorescencia fluorescencia y/o vida util

Polarizacion de . , . Difusion de rotacion de toda la
. Anisotropia de emision
fluorescencia sonda

La viscosidad es un parametro macroscépico y los intentos de obtener valores
absolutos de la viscosidad de un medio a partir de mediciones usando un sensor
fluorescente no son posibles en la mayoria de los casos. El término microviscosidad se
utiliza a menudo, pero de nuevo no se pueden dar valores absolutos, y lo mejor que se
puede hacer es hablar de una viscosidad equivalente, es decir, la viscosidad de un
medio homogéneo en el que la respuesta del sensor es la misma. Sin embargo, se
plantea una dificultad en cuanto a la eleccidon del disolvente de referencia porque la
velocidad de relajacidon rotacional de un sensor en diversos disolventes de la misma
viscosidad macroscépica depende de la naturaleza del disolvente (estructura quimica y

posible orden interno).

3. Rotores moleculares

La excitacidon de un fluoréforo induce el flujo de los electrones de un orbital a otro. Si los
orbitales inicial y final estan separados, la transicion electronica se acompana de un
cambio casi instantaneo en el momento dipolar del fluoréforo. Cuando este ultimo
posee un grupo donador de electrones (ej., -NH, -N(Me),, -OCH3;) conjugado a un

grupo aceptor de electrones (gj., -C=0, -CN), el aumento en el momento dipolar puede
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ser bastante grande. En consecuencia, el estado excitado alcanzado no se encuentra
en equilibrio con las moléculas del disolvente donde se encuentra, si éstas son polares.
En un medio que es suficientemente fluido, las moléculas de disolvente se mueven
durante el estado excitado hasta que la esfera de solvatacion esta en equilibrio
termodinamico con el fluoréforo. Un estado de TCI relajado se alcanza entonces. Tal
relajacion del disolvente, explica el aumento del desplazamiento al rojo del espectro de
fluorescencia a medida que aumenta la polaridad del disolvente. Ademas, cuando un
receptor catiénico esta unido a un fluoréforo de transferencia de carga intramolecular
de manera que el cation enlazado puede interactuar con el grupo donador o con el
grupo aceptor, el TCl es perturbado; La relajacion hacia un estado de TCIl puede ir
acompanada de una rotacion interna dentro del fluoréforo. El principal ejemplo de gran
interés es el 4-N,N-dimetilaminobenzonitrilo (DMABN), Figura 6.
CN

DMABN

Figura 6. Estructura del 4-N,N-dimetilaminobenzonitrilo (DMABN).?*

Esta molécula ha sido objeto de muchos estudios porque, a pesar de su simplicidad,
exhibe fluorescencia dual en disolventes polares. En el estado fundamental, la
molécula es casi plana, lo que corresponde a la conjugacién maxima entre el grupo
dimetilamino y el anillo de fenilo. Segun el principio de Franck-Condon, el estado
localmente excitado (LE) es todavia plano, pero la relajacion del disolvente tiene lugar
con una rotacion concomitante del grupo dimetilamino hasta que se gira en angulos
rectos y se pierde la conjugacién. El estado de transferencia de carga intramolecular
torcida resultante, es estabilizado por las moléculas del disolvente polar y existe una
separacion de carga total entre el grupo dimetilamino y el resto cianofenilo.

Ademas de la banda de fluorescencia debido a la emision del estado LE (banda
"normal"), se observa una banda de emisién correspondiente a la emisién del estado
TCIT a longitudes de onda mas altas (banda "anémala") Figura 7.2* Por lo que DMABN
muestra fluorescencia LE y TCIT.
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TCI

(nm)

Figura 7. Diagrama de energia potencial de DMABN; (a) Contiene tanto la relajacion del disolvente como
la rotacién del grupo dimetilamino. (b) Espectro de fluorescencia a temperatura ambiente en hexano y

tetrahidrofurano.

La rotacién interna que acompania a la relajacién del disolvente o no, puede ocurrir en
muchos fluoréforos, pero la doble fluorescencia y la torsidon en angulo recto (necesaria
para la separacion completa de la carga) son excepcionales. Cuando hay posibilidad de
rotacion interna en una molécula excitada, la interpretacion de las propiedades
fotofisicas se hace dificil.

La transferencia de carga intramolecular y la rotacién interna también pueden ocurrir en
moléculas no polares y altamente simétricas. El rendimiento cuantico de fluorescencia
depende, por tanto, de la viscosidad del disolvente. Hay compuestos que son
débilmente fluorescentes en disolventes fluidos, pero altamente fluorescentes en

medios viscosos o rigidos.

3.1 Viscosidad

La viscosidad del disolvente tiene un efecto sobre las caracteristicas de fluorescencia
de las moléculas que experimentan rotacién interna (rotores moleculares). Una
aproximacion microscopica al problema de la viscosidad, tiene en cuenta el espesor
finito de las capas de disolvente y la existencia de orificios en el disolvente (volumen
libre). Entonces, una molécula de soluto se mueve de acuerdo con dos procesos de
difusion: un proceso viscoso con desplazamiento de moléculas de disolvente (difusion
de Stokes) y un proceso asociado con la migracién en los orificios del disolvente

(difusidn de volumen libre), como se ilustra en la Figura 8.%°
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Figura 8. Stokes y el proceso de difusion traslacional del volumen libre. Circulos negros: moléculas de

soluto. Circulos blancos: moléculas de disolvente.

3.2 Efecto de la viscosidad sobre la fluorescencia de moléculas sometidas a rotaciones
internas

En la mayoria de los estudios en disolventes de media o alta viscosidad, se observo
que los rendimientos cuanticos de fluorescencia aumentan en funcioén de la viscosidad
del disolvente. Un ejemplo se muestra en la Figura 9, el caso del p-N,N-

dimetilaminobencilidenmalononitrilo.?®

Fluorescencia relativa

Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro de fluorescencia del p-N,N-dimetilaminobencilidenmalononitrilo en etilenglicol/glicerol
a 25 °C variando la viscosidad. 1) 7:3 (49 cP), 2) 5:5 (115 cP), 3) 4:6 (163 cP), 4) 3:7 (245 cP), 5) 2:8
(391 cP).

En disolventes de muy baja viscosidad, el rendimiento cuantico de fluorescencia

alcanza un valor minimo que no depende del disolvente. En medios de viscosidad
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extremadamente alta, la velocidad de desexcitacion no radiativa debida a la rotacion
interna se hace insignificante y el rendimiento cuantico de fluorescencia tiene el valor
mas alto posible. En el caso de viscosidades intermedias, se pueden usar rotores
moleculares para estimar la fluidez del medio. Los experimentos de fluorescencia
basados en rotores moleculares revelan que la fluorescencia decae no unicamente por
las interacciones del disolvente incluyendo los dos procesos de la difusion (Stokes y
volumen libre), sino también por interacciones dieléctricas y posiblemente interacciones

especificas.

3.3 Aplicaciones de los rotores moleculares

Desde el punto de vista practico, los rotores moleculares son muy convenientes para
monitorear los cambios relativos en la fluidez de un medio a través de medidas de
intensidad de fluorescencia en un estado estacionario. Cuando se mide la intensidad de
fluorescencia concomitante con un cambio en la fluidez, se debe prestar atencién a
otras causas de cambios en la intensidad de fluorescencia tales como cambios en la
concentracion de la sonda o propiedades del fluido. A este respecto, los rotores
moleculares como DMABN que presentan doble fluorescencia ofrecen la ventaja de
una calibracion interna, gracias a una medicion ratiométrica de las intensidades de
fluorescencia al maximo de las dos bandas. Se puede obtener informacién sobre la
fluidez de la membrana celular, el citoplasma y el citoesqueleto. Curiosamente, los
cambios en la viscosidad de la membrana celular estan a menudo relacionados con
procesos fisioldgicos que estan relacionados con enfermedades (diabetes®,

enfermedad de Alzheimer®, trastornos hepaticos) o envejecimiento.

Por lo que el éxito de la fluorescencia como herramienta de investigacion en el estudio
de la estructura y dinamica de la materia o sistemas vivos se debe a la alta sensibilidad
de las técnicas fluorométricas, a la especificidad de las caracteristicas de fluorescencia
debidas al microambiente de la molécula emisora y a la capacidad de estas ultimas

para proporcionar informacién espacial y temporal.

El término sensor fluorescente se usa comunmente, pero en el caso particular de un
parametro quimico como el pH o la concentracion de una especie, se puede preferir el
término: indicador fluorescente (ej., indicador fluorescente de pH). Por otra parte,

cuando se usa una molécula fluorescente para visualizar o localizar una especie, por
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ejemplo, usando microscopia, a menudo se emplean los términos marcadores

fluorescentes o etiquetas.

Figura 10. Células Hela con tincion fluorescente®.

Esto implica que una molécula fluorescente esta unida covalentemente a las especies
de interés: tensoactivos, cadenas poliméricas, fosfolipidos, proteinas, oligonucledtidos,
etc. El marcado de proteinas puede conseguirse facilmente por medio de reactivos de
marcaje que tienen grupos funcionales adecuados, por ejemplo, es posible la union
covalente en grupos amino. El caracter hidrofilo, hidréfobo o anfifilico de un fluoréforo
es esencial. En microscopia, la interacciéon selectiva del fluoréforo con partes
especificas del sistema en estudio (células, tejidos, etc., Figura 10), que permite su
visualizacion, se denomina a menudo tincion, término tradicionalmente utilizado para
colorantes. Los fluoréforos intrinsecos son ideales como sensores y trazadores, pero
s6lo hay algunos ejemplos encontrados en biologia (por ejemplo, triptéfano, NADH,
flavinas). Debido a la dificultad de sintesis de moléculas o macromoléculas con
fluoréforos unidos covalentemente, muchas investigaciones se llevan a cabo con
fluoréforos no asociados covalentemente. La capacidad de la fluorescencia para

proporcionar informacion temporal es de gran importancia.
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4. Sensores fluorescentes derivados de sistemas BODIPY-Cumarina

Los BODIPYs son colorantes con propiedades fotofisicas y fotoquimicas excelentes
junto con su alta fluorescencia de rendimientos cuanticos y buena fotoestabilidad.
Ademas, las propiedades opticas de los BODIPYs se pueden modular a través de
modificaciones quimicas en el nucleo (Figura 11). Estas caracteristicas favorables
hacen que los BODIPYs sean ampliamente utilizados como fluoréforos para la
construccion de marcadores fluorescentes, sensores, sistemas de recoleccion de luz y

agentes de terapia fotodinamica.®'

Figura 11. a) Nucleo de BODIPY. b) Nucleo de la cumarina, donde el sustituyente R’ pertenece al grupo

donador de electrones y el sustituyente R al grupo aceptor.

Las cumarinas pueden ser usadas como un sistema push-pull en el cual el proceso de
la transferencia de carga intramolecular (TCIl) desde el grupo donador de densidad
electronica hacia el aceptor procede a la excitacion. Tipicamente para el TCI eficiente,
el grupo donador y el aceptor se encuentran situados en las posiciones 7 (R’) y 3 (R)

respectivamente, Figura 11.

Por otra parte, se sabe que los colorantes BODIPY experimentan un proceso de TCI
con un grupo funcional en la posicién 3. En el disefio de los sensores fluorescentes
ratiométricos, la TCIl es un mecanismo de sefializacion.** Los sensores ratiométricos
fluorescentes para aniones fluoruro, podrian ser construidos mediante la explotaciéon de

las propiedades de TCl tanto de la cumarina y del BODIPY.

4.1 Fluorescencia dentro de células.

Se ha demostrado que los compuestos derivados de BODIPY-cumarina son adecuados
para tener una imagen de fluorescencia en células vivas, la investigacion en funciones

biolégicas sobre biosintesis se encuentra en progreso. En afos recientes la
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sensibilidad fluorescente es mas atractiva, debido a su alta selectividad, sensibilidad y
facil uso. Ademas, la sensibilidad a la fluorescencia es potencialmente aplicable por
ejemplo a biosistemas vivos con una resolucion espacial y temporal. De igual manera,
la medicién de la intensidad basada en fluorescencia se encuentra influenciada por un
microambiente, concentracion sensorial e intensidad en la excitacion. Un desarrollo
exitoso empleando como base un compuesto derivado de BODIPY-cumarina exhibe
una amplia emision y gran fluorescencia, siendo los aniones de fluoruros los
responsables de esta caracteristica, una vez que el derivado de BODIPY-cumarina-
HNO®* (Figura 12) se introduce dentro de la célula, se muestra que posee una baja
citotoxicidad, mostrando un notable cambio en las emisiones y una buena permeacion

membranal.

Bod-Cum-HNO

Figura 12. Imagen de fluorescencia donde el derivado BODIPY-Cumarina-HNO se introduce dentro de

las células y son excitadas a d) 460 nm durante 20 min h) 590 nm durante 45 min.

4.2 Sensores de viscosidad mitocondrial.

Actualmente, los compuestos derivados de BODIPY-cumarina poseen amplias
aplicaciones bioldgicas, una de ellas como sensores de viscosidad para mitocondrias
celulares. Este tipo de sensores muestra una relacién directa entre la intensidad de
fluorescencia del BODIPY-cumarina con la viscosidad del medio, lo que permite

determinar la viscosidad mitocondrial promedio de células HelLa vivas (62 cP).

La viscosidad intracelular es un factor critico que controla el transporte de la masa y las
sefales, asi como las interacciones entre las biomacromoléculas. De hecho, se ha
demostrado que es un indicador vital para la deteccién de aterosclerosis®, diabetes>®,

la enfermedad de Alzheimer®’, e incluso células malignas®, ya que afecta las
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interacciones proteina-proteina en las membranas celulares. Ademas, la viscosidad de
la matriz mitocondrial esta estrechamente relacionada con el estado respiratorio de las
mitocondrias a través de las conformaciones moleculares de los cambios inducidos
mecanica u osmoticamente en la organizacion de la red mitocondrial, lo que sugiere
que los cambios en la viscosidad de la matriz mitocondrial pueden modular la difusion
de metabolitos y el metabolismo mitocondrial. Para la medicion de la viscosidad
intracelular, se han introducido sensores con fragmentos fluorescentes dobles,
compuestos por un conector flexible, un donador de energia y un aceptor de energia.
Este sistema ofrece la ventaja de que la intensidad de fluorescencia del fluoroforo es

% se observa la estructura del

dependiente de la viscosidad. En la Figura 13 (B),
compuesto empleado. Para investigar la relacion entre el cambio en la viscosidad y el
de la intensidad de fluorescencia, se recurre a la espectroscopia de fluorescencia,
midiendo el tiempo de vida de fluorescencia de los compuestos sintetizados. Como se
muestra en la Figura 13 (A),*® muestra dos picos de emisién a 427 y 516 nm, donde se
hall6 que ambas intensidades de emisibn eran mejoradas por la viscosidad del
disolvente Figura 13 (C).** En particular, se observd una relacién lineal entre la

duracion de la fluorescencia (1f) y la viscosidad del disolvente (n).

Estos resultados obtenidos, son atribuibles a la rotacién dependiente de la viscosidad
del enlace C-C entre el BODIPY vy la unidad de fenilo, donde el enlace C-C entre el
espaciador de fenilo y BODIPY puede girar libremente para producir una menor
cantidad de fluorescencia en un entorno de baja viscosidad. La rotacion a través del

enlace C-C esta restringida en presencia de un disolvente altamente viscoso.

Ry=CH,CH,P*Ph,CI; R, =R; =R, =R5=H

Figura 13. (A) Cambios en el espectro de fluorescencia, (B) Estructura del compuesto empleado en el

sensor, (C) Incremento de la fluorescencia con aumento de la viscosidad.

Recientemente se han desarrollado rotores moleculares fluorescentes (RMF) para

determinar la viscosidad en soluciones o fluidos bioIc’>gicos.40
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4.3 Sensores de viscosidad y polaridad en respuesta al estrés del reticulo

endoplasmico

La viscosidad y la polaridad son dos factores ambientales significativos que influyen de
manera pronunciada en el comportamiento de diversos procesos quimicos y bioldgicos,
incluyendo difusiones intracelulares (de nutrientes, metabolitos, proteinas de
senalizacion, etc.) y cambios en las configuracion de proteinas y membranas
celulares.*’*? EI reticulo endoplasmico (RE) es un organelo celular implicado en la
sintesis de proteinas (secretoras y de membrana) y su modificacion postraduccional,
incluida la glicosilacion. La acumulacion de grandes cantidades de proteinas
desplegadas o mal plegadas en el RE, activa la respuesta al estrés del RE, que ha
estado implicado en diversas enfermedades humanas (diabetes y la enfermedad de
Alzheimer).43 La acumulacién de proteinas parcialmente desplegadas o glicosiladas en
el RE altera la viscosidad y la polaridad. Por lo tanto, es razonable prever la alteracién
de la viscosidad y la polaridad durante el estrés del RE, y es de interés para controlar
los cambios correspondientes. Con la aparicion de la tecnologia “biosensing”, se han
introducido varios quimiosensores fluorescentes para medir la viscosidad y la polaridad
biolégica.** Para las mediciones de la viscosidad, se han desarrollado "rotores

moleculares" para su uso con técnicas de imagen ratiométrica*® o de fluorescencia.*®

Un ejemplo de esto, es un rotor molecular basado en la transferencia de energia a
través del enlace que contiene un nucleo de cumarina y un nucleo de BODIPY, para
medir la viscosidad mitocondrial en células vivas Figura 14 (C).*” Por otra parte, para
mediciones de polaridad en sistemas bioldgicos, se han adoptado ampliamente
fluoréforos con una transferencia de carga intramolecular (TCI).*® Sin embargo, para
comprender los eventos biolégicos basados en células, tales como el estrés del RE,
seria deseable tener un sensor fluorescente bimodal que pueda usarse para medir la
viscosidad y la polaridad simultaneamente y que también se pueda localizar en la

célula.

La molécula del BODIPY, ha sido disefiada como un rotor molecular fluorescente,
puede usarse para cuantificar la viscosidad celular por microscopia de imagenes de
tiempo de vida de fluorescente (FLIM), y Nile Red*® es un fluoréforo sensible a la
polaridad. El sensor se localiza en el RE y puede usarse para cuantificar diferentes

cambios, tanto en la viscosidad local como en la polaridad local de las células HelLa
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estresadas por el RE. Para probar que el sensor puede usarse para determinar la
viscosidad local y la polaridad de ciertos medios, se investigd la respuesta de
fluorescencia del sensor hacia cambios arbitrarios de viscosidad o polaridad. Los
espectros de fluorescencia y el tiempo de vida de fluorescencia del sensor, se midieron
en disolventes de diferentes viscosidades, mostrando una longitud de maxima
absorcion en 525 y 635 nm donde la intensidad de la fluorescencia disminuye con el
aumento de la polaridad del disolvente. Por lo que, los resultados muestran que la
fluorescencia disminuye con el aumento de la polaridad del disolvente, debido al
proceso de TC que permite que el compuesto fluorescente tenga una respuesta a la
polaridad ambiental Figura 14 (A) y (B).* Estos marcadores poseen aplicaciones para

organelos intracelulares tales como en mitocondrias, RE y lisosomas.

F/u

Figura 14. A) espectro de fluorescencia y vida de la fluorescencia, al aumentar la viscosidad
del medio. B) intensidad fluorescente determinada en disolventes de diferente polaridad.

C) molécula prototipo empleada en el experimento.

4.4 Sensores de polaridad sensibles a la viscosidad, selectivos a membrana

Por otra parte, la fluidez de la membrana es un factor importante en muchas vias
metabdlicas, por ejemplo, las reacciones en cadena de transferencia de electrones en

las membranas mitocondriales,®®®

el transporte de proteinas del reticulo endoplasmico
(RE),* la sefializacion celular a través de la membrana plasmatica® y la administracién
de farmacos.> Su modulacién estad controlada en gran medida por la composicién
lipidica en el sistema de membrana. En particular, el grado de saturacién de los acidos
grasos es un factor de riesgo en el sindrome metabdlico, donde los acidos grasos

saturados causan estrés en el RE que implica la respuesta de la proteina desplegada,
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generando un aumento en la expresion de la proteina homologa proapoptética C/EBP>°

y provocando una alteracién de la homeostasis del RE e incluso muerte celular.*®

Para investigar la fluidez de la biomembrana, se emplean preferentemente sensores de
polaridad que sean sensibles a la viscosidad. El “nile-red” es un sensor de polaridad de
membrana que se ha utilizado para investigar el contenido de colesterol de las
membranas,® asi como permitir la discriminacion de los tipos de lipidos, por ejemplo,
acido oleico o colesterol.®® Recientemente, se han introducido nuevos rotores
moleculares fluorescentes bimodales compuestos de dos fluoréforos diferentes para
medir los cambios de viscosidad en mitocondrias dafiadas® y la reduccién de la
viscosidad en el RE, posiblemente de la membrana del RE, después del tratamiento
con tunicamicina.*’ Con respecto a los sensores basados en un fluoréforo, los sensores
bimodales tienen una clara ventaja debido a que la relacion de las emisiones de dos
fluoréforos depende unicamente del entorno en el que se situa el sensor,
independientemente de su concentracion.>® Sin embargo, no esta claro si los sensores
estan situados en los lumenes o en las membranas de los organelos; Por lo tanto, las
posiciones correspondientes a los cambios de viscosidad observados son hasta ahora
inciertas. En este contexto, se introduce un biosensor de viscosidad selectiva de
membrana Figura 15 (A),%° que se encuentra formado por un derivado BODIPY-
cumarina con una cadena alquilica larga, para mostrar la relacion entre la viscosidad y

la emision fluorescente.
(A) (B) (C)

F.I.
/u.

Figura 15. Los espectros de fluorescencia dependen de la viscosidad y la polaridad. (A) Estructura del
biosensor de viscosidad. Los cambios en los espectros fluorescentes (B) se obtuvieron variando la
viscosidad de la disolucién utilizando diferentes concentraciones; (C) Se midieron espectros de
fluorescencia a través de diversas polaridades de solucion. Se utilizé una longitud de onda de excitaciéon

de 350 nm para los espectros.
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Se muestra en la Figura 15 (B) la respuesta de emision del derivado BODIPY-cumarina
a cambios en la viscosidad local y la polaridad, los espectros fluorescentes se
registraron en disolventes mixtos usando sistemas metanol-glicerol y metanol-1,4-
dioxano, respectivamente. Y en la Figura 15 (C), con el aumento gradual de la
concentracion de glicerol de 0% a 70%, las emisiones a 439 y 518 nm aumentaron 5y
7 veces, respectivamente. Por lo que existe una relacion de intensidad de fluorescencia
frente a la viscosidad de la disolucion que revela una correlacion positiva. Por lo tanto,
el compuesto (A) muestra sensibilidad a la viscosidad de su ambiente, y el efecto de la
polaridad sobre la relacion es relativamente pequefio. La emisién de este compuesto
BODIPY-Cumarina depende de la viscosidad del disolvente con una interferencia

menor de la polaridad.

5. SINTESIS Y REACCIONES DE BODIPYs Y CUMARINAS

5.1 BODIPYs
5.1.1 Propiedades fundamentales

Los BODIPYs (“dipirrometenos de boro”) son compuestos generalmente apolares con
estructura formal de zwitterién, solubles en la mayoria de los disolventes organicos,
que estan basados en el nucleo de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, tienden
a absorber fuertemente la luz UV y emiten luz con bandas de fluorescencia
relativamente agudas con altos rendimientos cuanticos.®' Son poco afectados por la
polaridad y el pH del medio, si se modifica su estructura ligeramente, se puede
observar su caracteristica tipica de fluorescencia. Poseen diferentes aplicaciones como

agentes reveladores, marcadores fluorescentes, quimiosensores y colorantes laser.

La numeraciéon de la IUPAC para los sistemas BODIPY es diferente en cuanto a los
dipirrometenos.®? De cualquier forma, los términos de posicién a—,F —y meso- son

usados de la misma manera en ambos sistemas.
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meso

|

1 8 7 5 B 5
S X N 3\4 /7 / 3\4 \6 {
2 6 2 8 2 N
N. o N= N\_NH HN_/ N\_NH N=x=
3 B 5 1 9 1 10 11 9
4 \a
Nucleo BODIPY "Nucleo dipirrin" de Nucleo dipirrometeno

dipirrometanos
Figura 16. Numeracioén del nucleo de los dipirrometanos y BODIPYs.®

Los BODIPYs fueron descubiertos por primera vez en 1968 por Treibs y Kreuzer®®
como resultado inesperado de la reaccion entre el 2,4-dimetilpirrol y el eterato de
trifluoruro de boro en presencia de anhidrido acético, en un intento de a-acetilar el

anillo pirrélico como se muestra en el siguiente esquema.

Esquema 1. Ruta de sintesis de los primeros BODIPYs descritos por Treibs y Kreuzer.®*

La sintesis de BODIPY's con metilos simétricamente sustituidos en sus posiciones (3,5),
(1,7) y (2,6) y en posiciones asimétricas (7,5) y (7, 6, 5), no representan mayores
diferencias en la absorcion maxima de UV, emision maxima de fluorescencia y

rendimientos cudanticos de los compuestos.®®

La longitud de absorcion y emisibn maxima en los sistemas simétricos incrementa

conforme aumenta el numero de grupos alquilo (Figura 17).

¢ =0.80 ¢ =0.56 $=0.70
Amax,,s = 505 nm AMaXy,s = 528 nm Amax,,s =517 nm
AMaXegmis = 516 nm AMaXegmis = 535 nm AMaxemis = 546 nm

Figura 17. Sistemas simétricos, tetra-, hexa- y hepta- alquilados.61
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La alquilacién o acilacién en la posicion meso no tiene un efecto especial sobre la
longitud de absorcion y emision. Al adicionar en la posicion meso un anillo aromatico en
un sistema sustituido en posiciones (1,3), (7,5) (Figura 18) impide la rotacién libre del
grupo fenilo, reduciendo la pérdida de energia en su estado excitado por la via
molecular no radiativa, pero la introduccion de sustituyentes aromaticos en posicion

orto aumenta los rendimientos cuanticos.

¢ =0.80 ¢ =0.56
Amax,,s =505 nm Amax,,s =528 nm
AMaXgmis = 516 nm AMaXegmis = 535 nm

Figura 18. Comparacion de longitudes de maxima absorcion y emisién en BODIPY's sustituidos en

posicién meso, (1,3) y (7,5).

Derivados de BODIPY con anillos alifaticos que se han fusionado a los anillos de pirrol,
son tal vez mas limitados en cuanto a su longitud de absorcion y emisién, por los que

generalmente se emplean sustituyentes alifaticos aciclicos.®!"

5.2 Sintesis de BODIPYs

La complejacion de dipirrometenos con sales de trifluoruro de boro conduce a la
formacion del nucleo de BODIPY, este nucleo es rigido y generalmente presenta altos

rendimientos cuanticos fluorescentes.

Este tipo de estructura es comunmente descrita por su analogia, con el anillo triciclico
de carbonos del indaceno, la posicion 8 se llama comunmente posicibn meso, las
propiedades espectroscépicas de absorcién y fluorescencia de miembros de la familia
BODIPY estan altamente influenciados por el grado de deslocalizacion electrénica en
torno a su estructura central y de manera modesta a los sustituyentes donadores o
aceptores unidos al nucleo del pirrol. Las rutas de sintesis para la obtencion de
BODIPYs simétricos son: la condensacion de a-pirroles con cloruros de acido,
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aldehidos o anhidridos; mientras que la sintesis de compuestos asimétricos se lleva a
cabo por condensacion entre a-pirroles y a-acilpirroles en presencia de acidos o bien

por modificaciones selectivas.

5.2.1 Sintesis de BODIPYs simétricos

5.2.1.1 Sintesis a partir de pirrol y cloruro de acido o anhidrido

C,Hs
R,COCI =
NaO,s— 4 R,— ~ )—SO;Na
NH CH,Cl,, 40 °C, 1h =N HN
éter de petréleo, 25°C, 12 h
Hcl

No aislado

1) Et;N, MePh, 25 °C, 15 min

2) BF;0OEt,
80 °C, 15 min

R, = alquil, aril

Esquema 2. Sintesis de BODIPYs con sustituyentes en posicion meso.%%%’

Los BODIPYs que poseen sustituyentes en la posicion meso, son relativamente
sencillos de preparar a través de la condensacion de cloruros de acilo o anhidridos con
pirroles, este tipo de reaccion implica la formacion de una sal hidroclorada de
dipirrometano que es un intermediario inestable. Los intermediarios de hidrocloruros de
dipirrometano son mas sencillos de manejar y purificar a medida que aumenta el grado

de sustitucion, estos generalmente no se aislan en la sintesis de BODIPYSs.

5.2.1.2 Sintesis a partir de pirrol y aldehido

1) DDQ
MePh, 25 °C
exceso de pirrol 5 min
-
medio acido 2) Et;N
CHO 25°C 3) BF;0Et,

30 min

Esquema 3. Sintesis de BODIPYs a partir de un aldehido.?®

Se emplean aldehidos aromaticos disueltos en exceso de pirrol, donde se requiere un
paso de oxidacion®®, utilizando DDQ y una posterior complejacién con el BF3;-OEty, se
pueden emplear benzaldehidos halogenados que incrementan el rendimiento de la

reaccion. Al incorporar sustituyentes en la posicién orto se restringe la rotacion del
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anillo aromatico en la posicion meso incrementado los rendimientos cuanticos. Se han
empleado diferentes derivados de benzaldehidos para sintetizar BODIPYs meso-
sustituidos. No es habitual el uso de aldehidos alifaticos para obtener derivados de
BODIPY.

5.2.2 Sintesis de BODIPYs asimétricos

5.2.2.1 Sintesis a partir de pirrol, aldopirrol y cetopirrol

(o] CH, 1) POCI;
N z CH,CI,/ pentano 0°C‘
\ H * / 2) BF;0Et, Et;N
NH HN 3VEL, Bl
CH tolueno

3
Esquema 4. Sintesis de un BODIPY asimétrico.

Las condensaciones de pirroles con cloruros de acido o con derivados de benzaldehido
son métodos directos y convenientes para la sintesis de BODIPYs simétricos, la
formacion de BODIPYs asimétricos se consigue a través de la preparacion de
intermediarios de cetopirrol, seguido de una condensacion con un pirrol sustituido

mediada por un acido de Lewis y con otro pirrol (Esquema 4).°’

Otro ejemplo de la sintesis de estos derivados, se lleva a cabo mediante la
condensacion entre el 2-acetil-4-etil-3,5-dimetilpirrol y los a-pirroles funcionalizados en

la posicidn como se muestra en el Esquema 5.%*

Esgquema 5. Sintesis de BODIPYS asimétricos.
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5.3 Reacciones de BODIPYs
5.3.1 Reacciones de sustitucion electrofilica aromatica (SgAr)

Las posiciones 2 y 6 del nucleo del BODIPY son las mas susceptibles para llevar a

cabo reacciones de sustitucion electrofilica aromatica.

5.3.1.1 Sulfonacion

1) CISO4H
CH,CI, -50°C
2)NaOH
¢ =0.56 $=0.73
Amaxg,s =492 nm Amax,,s =498 nm
AMaXemis = 504 nm AMaxgmis = 510 nm

Esquema 6. Sulfonacién sobre el nucleo del BODIPY sin cambio significativo en la longitud de
maxima absorcion y emision.”’
Los BODIPYs tetra y pentasustituidos sufren reacciones de sulfonacién, mediante el
tratamiento con acido clorosulfénico y una posterior neutralizacion con hidroxido de
sodio. La introducciéon de grupos sulfonatos no cambia la longitud de maxima absorcion

y emision fluorescente con respecto a los BODIPY's no sulfonados.

5.3.1.2 Nitraciéon

¢ =0.56
Amax,,s =492 nm
AMaXgmis = 504 nm

¢ =na
Amax,,s =493 nm
AMaxgmis = 533 nm

Esquema 7. Nitracion en el nucleo del BODIPY.®

Se puede nitrar un BODIPY pentametilado mediante el tratamiento con acido nitrico a 0
°C, la introduccién de los grupos nitro reduce la fluorescencia y el rendimiento

cudantico.%% ©°
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5.3.1.3 Halogenacion

Brz
CH,Cl, 25°C
¢ =0.56 ¢ =0.45
Amax,,s =492 nm Amax,,s =516 nm
AMaxemis = 504 nm AMmaxegmis = 546 nm

Esquema 8. Bromacion en el nucleo del BODIPY.®

Los precursores del BODIPY (pirroles) son altamente reactivos a la halogenacién, La
introduccién del sustituyente bromo en el nucleo de BODIPY causa un desplazamiento
batocromico en las bandas de absorcion y emisidn maxima, ademas el rendimiento

cuantico de fluorescencia se apaga a través del efecto del atomo pesado.®®

5.3.2 Reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica (SNAr)

Nu =-NHR, -OR, -SR
Esquema 9. Sustitucion nucleofilica aromatica en el ntcleo del BODIPY."?

La presencia de buenos grupos salientes como los atomos de cloro en las posiciones 3
y 5 del nucleo del BODIPY, permiten la introduccion de grupos amino o alcoxi en estas

posiciones a través de reacciones de SyAr.

Esquema 10. Sustitucion nucleofilica aromatica en el nucleo del BODIPY.
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5.3.3 Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio

CH;”"GAE 20 mol % Pd(OAc),

oxidante

Esquema 11. Reaccién de acoplamiento catalizada por paladio.”’

Los BODIPYs se pueden funcionalizar mediante reacciones de acoplamiento
catalizadas por paladio’™, esta ruta proporciona una forma directa de extender la

conjugacion del nucleo de BODIPY.

5.3.3.1 Acoplamiento de Sonogashira

Pd(PPh;),
Cul, Et;N

7N

Esquema 12. Formacién del BODIPY con posterior acoplamiento de Sonogashira.71

La reaccion de condensacion entre el 4-iodo-3,5-dimetil-2-pirrolcarboxaldehido y el 2,4-
dimetilpirrol genera un derivado de BODIPY monoyodado que puede sufrir una
reaccion de acoplamiento de Sonogashira al hacerlo reaccionar con el 9-((4-etinilfenil)-

etinil)antraceno.
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5.3.3.2 Acoplamiento de Suzuki

B(OH),
Pd(PPh;),
N32CO3

Esquema 13. Acoplamiento de Suzuki.”

La reactividad y selectividad de los BODIPYs monohalogenados en reacciones
catalizadas con paladio proporciona una ventaja para la formacion de nuevos sistemas.
El acoplamiento de Suzuki entre un derivado de acido borénico y un BODIPY
halogenado genera productos con altos rendimientos. En esta reaccién se utilizan

bases como carbonato o bicarbonato de sodio o de potasio.

5.3.3.3 Acoplamiento de Stille

Esquema 14. Acoplamiento de Stille.”

La reaccion de acoplamiento de Stille entre un derivado estannico y un BODIPY
halogenado, da como resultado un derivado de BODIPY que, en el caso del ejemplo
de arriba, el BODIPY que se obtiene se puede polimerizar para obtener polimeros

fluorescentes.
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5.3.3.4 Acoplamiento de Heck

Pd(OAc),

t-BuOOBz
Acrilato de metilo,
30%

Esquema 15. Acoplamiento de Heck.”

La adicidn catalizada por paladio entre los carbonos de las posiciones 2 y 6 del
BODIPY y compuestos halogenados derivados de vinilo o fenilo ilustra la reaccion de

acoplamiento de Heck conduciendo a productos con rendimientos moderados.

5.3.3.5 Acoplamiento de Negishi

ZnEtz
Pd(PPh;),Cl,

Esquema 16. Reaccién de Negishi.”

Por otra parte, la reacciéon de acoplamiento de Negishi en BODIPYs permite la
preparacion de derivados de alquilo, como el de Suzuki, pero con la valiosa ventaja de
tener una alta compatibilidad de grupos funcionales (incluyendo el nucleo de BODIPY)
debido a la naturaleza de los reactivos de organozinc, destacando la obtencion de

productos con altos rendimientos

5.4 Cumarinas
5.4.1 Propiedades fundamentales

La 2H-cromen-2-ona posee un nombre trivial conocido como cumarina. Las cumarinas
derivan de la flavona y son derivados importantes del 2H-cromeno.”® El andlisis de
rayos-X, la muestran como una estructura casi plana. La cumarina presenta un punto

de fusion de 68 ° C, son compuestos cristalinos coloridos, la cumarina es un compuesto
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aromatico presente en aspérulas y también en otras plantas como la lavanda y el

meliloto.
5 4 5 4
7 o 2 7 0" ~03
8 4 8 1
2H-Cromeno 2H-Cromen-2-ona

Figura 19. Nucleos de 2H-Cromeno y 2H-Cromen-2-ona.

Existen muchos productos naturales que contienen en su estructura el nucleo de
cumarina.” Como la esculatina que proviene de un extracto de caballo y el psoraleno
proveniente de una planta de la India (Psoralea corylifolia). Las cumarinas que derivan
de esta planta, son conocidas como furocumarinas, es decir, que son fotoquimicamente
activas. Bajo la irradiacion de luz UV, induce el proceso en la célula para un incremento
en la pigmentacion de la piel y una inhibicién en la division celular, esto es debido a la
formacion de ciclobutano con base de pirimidina y acidos nucleicos. El psoraleno es
usado en el tratamiento de la psoriasis. Mientras que el dicumarol y la warfarina son

empleados como anticoagulantes usados en el tratamiento de la trombosis.

5.5 Sintesis de cumarinas

5.5.1 Sintesis de Pechmann’®

R Rz
2 R
1
| A , © R, H,SO, | r X
/[ = /[ =
R OH RO™ "0 R o "o
e HO
-H,0
HO. R
X R, HO_ R,
' e 0L
V> COOR -
OH
R R/ P o o

Esquema 17. Sintesis de Pechmann.

La reaccion procede via una reaccion de SgAr entre el fenol y el grupo carbonilo
previamente protonado del B-cetoéster. La condensacién se lleva a cabo bajo
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condiciones acidas, seguido de la lactonizacién y tras la eliminacién del agua se forma

la cumarina.

5.5.2 Sintesis de Knoevenagel

H
X
Plperldlna
- L Lo LT
OR, COOR 2
X=CN

COOR
CONH, etc.

Esguema 18. Sintesis de Knoevenagel.

Es una reaccion en la que se produce la adicion nucleofilica sobre el grupo carbonilo de
un aldehido o cetona de un carbono activado (con hidrégenos acidos) situado entre dos
grupos electroatractores (ej. un compuesto B-dicarbonilico), seguida de una reaccion
de deshidratacion, la reaccion global corresponde a una tipo condensacion alddlica,
obteniéndose un producto a,B-insaturado. En el curso de esta reaccion, se producen
derivados del acido 3-cumarinico. Esta reaccion requiere de condiciones mas suaves
con respecto a la condensacién de Perkin que involucra la condensacion entre

salicilaldehidos y anhidrido acético.”’

5.5.3 Reaccion de Perkin

(CH;C0),0, NaOAc \
H
o Yo

T e I
S -H,0
Lty - o
o

Esquema 19. Reaccion de Perkin
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Las cumarinas son preparadas a partir de salicilaldehido por medio de la reaccion de
Perkin con anhidrido acético o por medio de una ciclocondensacion con 1,1-
dimorfolinoeteno. Es un tipo de condensacién alddlica, donde se da el ataque de un
carbanion sobre un grupo carbonilico, empleando una base como catalizador (sal

alcalina de acido).

5.5.4 Ciclocondensacion catalizada por Pd°
o)

G,
o OH

Los rendimientos son buenos y es una reaccion alterna a la sintesis de Pechmann

H

s ST
HCOOH, NaOAc o) o o

COOR

Esquema 20. Ciclocondensacion catalizada por Pd°.

cuando ésta da bajos rendimientos.”®

5.6 Reacciones de cumarinas

Las cumarinas experimentan reacciones de adicion electrofilica al enlace doble (C-3/C-

4) y de apertura nucleofilica de la lactona.”

Los reactivos de bromo originan un intermediario dibromado que elimina HBr por medio

de una reaccion de deshidrobromacion con base generando la 3-bromocumarina:

Br
B — >
o Yo o Yo -HBr o Yo

Esquema 21. Bromacion de la cumarina.

En otro tipo de reacciones, electréfilos muy reactivos pueden ser atacados por el
oxigeno del carbonilo de la cumarina. Por ejemplo, la sal de Meerwein Et;0BF, lleva a

cabo una reaccion de O-alquilacion para dar el ion benzopirilio:
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OO =2 (ol
@
o o -Et,0 O/ OEt
C)
BF,

Esquema 22. Reaccion de O-alquilacion.

La cumarina en presencia de iones hidroxido abre el anillo de la lactona para formar un
dianién del acido (Z)-o-hidroxicinamico (acido cumarinico) que se puede volver a ciclar
cuando se afade acido. El dianiéon del acido cumarinico puede ser estabilizado
formando el (Z)-metoxi éster por medio de una reaccion de metilacion con sulfato de
dimetilo. Sin embargo, en una reacciéon prolongada el dianion del acido (Z)-o-

hidroxicinamico se isomeriza al dianién del acido (E)-o-hidroxicinamico:

[S]
@
oo H CcoOo
/ l (CH;0),S0,
[S]
coo
@\/\/ AN
o COOCH;

5 OCH,

0O

Esquema 23. Apertura del anillo en presencia de base.

Por otra parte, se han observado reordenamientos en las cumarinas, por ejemplo, la
contracciéon de anillo de la 3,4-dibromo-3,4-dihidrocumarina en presencia de hidréxido
genera la cumarona. El reordenamiento de la 4-clorometilcumarina genera el acido
acético de la 3-cumarona, esto ocurre a través de una ciclizacion via una reaccion de
Shi del derivado de fenolato para generar el derivado de carboxilato que se isomeriza al

acido acético de la 3-cumarona:
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Esquema 24. Contraccion del anillo de la cumarina.
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1. OBJETIVOS

Sintetizar y caracterizar mediante técnicas espectrométricas un compuesto push-pull

derivado de BODIPY-Cumarina 7, asi como los intermediarios 1-6.

Estudiar las propiedades fluorescentes del derivado de BODIPY-Cumarina para
establecer la dependencia de la emision fluorescente hacia la polaridad y el pH del
medio y de esta manera evaluar si el compuesto se podria aplicar como sensor

fluorescente.

Figura 20. Intermediarios 1-6 y derivado BODIPY-Cumarina 7.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacion y Reactivos

Todas las materias primas fueron obtenidas de la casa Aldrich y usadas sin una previa
purificaciéon. Los disolventes fueron secados mediante métodos estandarizados o
destilados dependiendo de la prioridad del uso. Las reacciones fueron monitoreadas
por CCF en placas de gel de silice (ALUGRAM SIL G/UVgs4) y reveladas bajo la
exposicién de una lampara de luz UVys4. Los puntos de fusién fueron determinados
usando el aparato Electrothermal Mel-Temp® y no se corrigieron. Los espectros de
infrarrojo fueron obtenidos usando el Espectro Perkin-Elmer 400 FT-IR/FT-FIR, el
ndmero de onda del espectrofotometro esta reportado en cm™. Los espectros de
absorcion y de fluorescencia UV-Vis fueron obtenidos usando un espectrofotometro
UV-Vis de diodos el Thermo Scientific Evolution y el espectrofluorémetro de HORIBA
Scientific respectivamente. Los espectros de UV-Vis y fluorescencia fueron realizados
a 25°C en una celda de cuarzo colocada en un soporte a 25 +1°C con un bafo de
recirculacion. Los espectros de RMN 'H, *C, "'B y "°F fueron obtenidos empleando
los espectrofotdmetros Varian Unity Inova 300 MHz y JEOL ECA 400 MHz, se
muestran los desplazamientos quimicos relativos (3/ppm) de Si(CHz)s, CDClIs,
BF3;OEt;, CFCls. Los espectros de masas de alta resolucion fueron adquiridos con el

espectrometro Agilent Technologies ESI TOF.
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Sintesis
Sintesis de la 7-(dietilamino)-2H-cromen-2-ona (1)

El compuesto 1 se sintetizo6 a partr de 10.0 g de 4-

dietilaminosalicilaldehido (51.7 mmol) y 16.58 g (103.4 mmol) de 6 J 4a 4\ 3
malonato de dietilo utilizando 100 mL de acido acético glacial y ;@\/l
. . . “SNT 8207270
100 mL de acido clorhidrico concentrado a reflujo durante 96 h. 9k 8 7 1
10

La mezcla de reaccion se llevd a un pH alrededor de 5, con la
finalidad de precipitar el producto, se realizdé una filtracion al vacio. El producto se
purificd por cromatografia en columna con un sistema de elucién 8:2 diclorometano-
metanol. Se obtuvo un sélido amarillo (9.177 g) con un rendimiento del 82%. Punto de
fusion: 86-88 °C. IR (ATR) Vmax (cm™): 3112 (C=H), 2970 y 2927 (C=C Aromatico), 1713
(C=0), 1582 (C-N), 1203 (C-O-C). RMN *H (300 MHz, CDClI3) d (ppm): 7.53 (1H, d, J=
9.1 Hz, H-4), 7.24 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-5), 6.56 (1H, dd, J= 8.8, 2.4 Hz, H-6), 6.49 (1H,
d, J= 2.4 Hz, H-8), 6.03 (1H, d, J= 9.3 Hz, H-3), 3.42 (4H, q, J= 7.0 Hz, H-9), 1.22 (6H,
t, J= 7.0 Hz, H-10). RMN C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 162.2 (C-2), 156.7 (C-8a),
150.7 (C-7), 143.7 (C-4), 128.8 (C-5), 109.1 (C-6), 108.7 (C-3), 108.2 (C-4a), 97.5 (C-
8), 44.8 (C-9), 12.4 (C-10).

Sintesis de la 3-bromo-7-(dietilamino)-2H-cromen-2-ona (2)

El compuesto 2 se sintetizo a partir de 2.7572 g (12.7 mmol)

del compuesto 1 y 0.78 mL (15.24 mmol) de bromo 6 4 4\ Br
molecular, utilizando como disolvente 30 mL de acido acético o~ 7 3

] . o N 8a0 270
glacial, la mezcla de reaccion se agito a temperatura QK 8
ambiente durante 2 h. Se obtuvo un precipitado naranja que 10

se aislé por medio de una filtracion rapida, se realizaron lavados con agua fria. El
producto se purificé por cromatografia en columna con un sistema de elucién 9:1
diclorometano-metanol. Se obtuvo un sélido amarillo (2.6079 g) con un rendimiento del
95%. Punto de fusién: 130-132 °C. IR (ATR) Vmax (cm™): 3057 (C=H), 2979 (C=C
Aromatico), 1719 (C=0), 1581 (C-N), 1203 (C-O-C), 685 (C-Br). RMN *H (400 MHz,
CDCls) & (ppm): 7.88 (1H, s, H-4), 7.21 (1H, d, J= 8.9 Hz, H-5), 6.58 (1H, dd, J=8.9, 2.4
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Hz, H-6), 6.48 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-8), 3.41 (4H, q, J= 7.1 Hz, H-9), 1.21 (6H, t, J= 7.1
Hz, H-10). RMN *C (100 MHz, CDCls) 5(ppm): 158.3 (C-2), 156.0 (C-8a), 150.8 (C-7),
144.8 (C-4), 128.2 (C-5), 109.3 (C-6), 108.9 (C-4a), 102.9 (C-3), 97.3 (C-8), 44.9 (C-9),
12.4 (C-10).

Sintesis de la 7-(dietilamino)-3-((trimetilsilil)etinil)-2H-cromen-2-ona (3)

El compuesto 3 se sintetizd por medio una reaccion de 12 s|'/
1

acoplamiento de Sonogashira al hacer reaccionar 0.25 6 5 4a 4\3 = 13
11
g (1.15 mmol) del compuesto 2 con 0.49 mL (3.45 2
o . N7 0 Yo
mmol) de etiniltrimetilsilano, utilizando 30 mL de 9 8 1
diisopropilamina (DIPA), 0.03287 g (0.1725 mmol) de 10

Cul y 0.066 g (57.5 mmol) de tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (Pd(PPhs)s4). La reaccion
se llevd a cabo bajo atmodsfera de nitrégeno calentando a 50°C durante 20 h. Se
monitoreo la reaccién por cromatografia en capa fina. La mezcla de reaccién se extrajo
con una disolucién saturada de cloruro de amonio y diclorometano. Se evapor¢ la fase
organica y se purifico el producto por medio de cromatografia en columna con un
sistema de elucion hexano/acetato de etilo 9:1. Se obtuvo un sélido amarillo (0.2002 g)
con un rendimiento del 70%. Punto de fusién: 148-150 °C. IR (ATR) Vmax (cm™): 3039
(C=H), 3064 y 2908 (C=C Aromatico), 2149 (C=C), 1708(C=0), 838 (Si-CH3), 637 (C-
Si). RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.27 (H, s, H-4), 7.21 (1H, d, J= 8.8 Hz, H-5),
6.58 (1H, dd, J= 8.8, 2.2 Hz, H-6), 6.47 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-8), 3.42 (4H, q, J= 7.1 Hz,
H-9), 1.21 (6H, t, J= 7.1 Hz, H-10), 0.25 (9H, s, H-13). RMN *3C (100 MHz, CDCl3) &
(ppm): 161.1 (C-2), 156.6 (C-8a), 151.4 (C-7), 146.9 (C-4), 129.2 (C-5), 109.6 (C-6),
108.6 (C-4a), 104.9 (C-3), 99.9 (C-8), 99.0 (C-11), 97.7 (C-12), 45.3 (C-9), 12.7 (C-10),
0.3 (C-13).

Sintesis de la 7-(dietilamino)-3-etinil-2H-cromen-2-ona (4)

El compuesto 4 se obtuvo a partir de 1.3 g (4.4 mmol) del

12
compuesto 3 que se disolvio en 150 mL de metanol y se 6 3 4a 4\3 g/
adicionaron 13.3 mL (4.6 mmol) de TBAF (fluoruro de o~ 2
N“7 3 (0 M 0]
tetrabutilamonio) 1 M en THF (tetrahidrofurano), se dejo la QK 1
10

mezcla de reaccion en agitaciéon durante 15 h a temperatura



ambiente. EI compuesto obtenido se purificé por cromatografia en columna usando
como fase estacionaria gel de silice y como fase mdévil un sistema de elucién
hexano/acetato de etilo 9:1. Se obtuvo un sdlido color amarillo (1.105 g) con un
rendimiento del 85%. Punto de fusién 136-138 °C. IR (ATR) Vmax (cm™'):3406, 3238
(C=H), 3023 (C=H), 2974 (C=C Aromatico), 1705 (C=0), 1590 (C-N), 1204 (C-O-C).
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.77 (1H, s, H-4), 7.23 (1H, d, J= 8.9 Hz, H-5), 6.58
(1H, dd, J= 8.9, 2.5 Hz, H-6), 6.45 (1H, d, J= 2.5 Hz, H-8), 3.42 (4H, q, J= 7.1 Hz, H-9),
3.25 (1H, s, H-12), 1.21 (6H, t, J= 7.1 Hz, H-10). RMN **C (100 MHz, CDCl3) 5 (ppm):
161.1 (C-2), 156.4 (C-8a), 151.4 (C-7), 147.0 (C-4), 129.1 (C-5), 109.3 (C-6), 108.0 (C-
4a), 103.3 (C-3), 97.2 (C-8), 81.1 (C-11), 78.6 (C-12), 44.9 (C-9), 12.4 (C-10).

Sintesis del 5-((7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)etinil)tiofeno-2-carbaldehido (5)

El compuesto 5 se sintetiz6 a partir de 0.75 g (3.1
mmol) del compuesto 4 y 0.5938 g (3.1 mmol) de 5-

bromotiofeno-2-carbaldehido. En un matraz bola se

disolvio el 5-bromotiofeno-2-carbaldehido en 25 mL de -~y 33072

DIPA (diisopropilamina), se adicionaron 0.03 g (0.15 9K108 !

mmol) de Cul y 0.179 g (0.15 mmol) de Pd(PPh3)4 bajo atmésfera inerte. En otro matraz
bola se disolvié el compuesto 4 en 25 mL de diclorometano. Al matraz que contiene 5-
bromotiofeno-2-carbaldehido se le adicioné la disolucion del compuesto 4. La reaccion
se llevé a cabo en atmdsfera inerte durante 1 hora y media a 60 °C y se monitored por
cromatografia en capa fina. Se observé un precipitado rojo ladrillo que se filtré al vacio
y se obtuvieron 0.117 g correspondiente a un rendimiento del 80%. Punto de fusion:
160-162 °C. IR (ATR) Vmax (cm™): 3196 (C=H), 3068 (C=H), 3044 (C=C Aromatico),
2185 (C=C), 1718 (O=C-H), 1589 (C-N), 1524 (C-S Tiofeno). RMN 'H (300 MHz,
CDCI3) & (ppm): 9.79 (1H, s, H-6"), 7.59 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-4’), 7.27 (1H, d, J= 4.0 Hz
H-3%), 7.20 (1H, d, J= 8.6 Hz, H-5), 6.54 (1H, dd, J= 8.6, 2.0 Hz, H-6), 6.42 (1H, d, J=
2.0 Hz, H-8), 3.39(4H, q, J= 7.0 Hz, H-9), 1.14(6H, t, J= 7.0 Hz, H-10). RMN *3C (100
MHz, CDCI3) & (ppm): 182.4 (C-6’), 160.4 (C-2), 156.7 (C-8a), 151.7 (C-7), 146.7 (C-2’),
136.2 (C-3’), 132.8 (C-4’), 129.5 (C-5), 109.6 (C-5’), 108.4 (C-6), 103.1 (C-4a), 97.4 (C-
3), 93.6 (C-8), 85.8 (C-11), 45.2 (C-12), 29.8 (C-9), 12.5 (C-10). HRMS (ESI-TOF):
C20H17NO3S 351.100191, encontrado [C2oH17NO3S + H]* 352.100130.
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Sintesis de la 3-((5-(di(1H-pirrol-2-il)metil)tiofen-2-il)etinil)-7-(dietilamino)2H-cromen-2-
ona (6)

El compuesto 6 se sintetizo a partir de 0.623 g
(0.0017 mol) del compuesto 5 al hacerlo reaccionar
con 40 equivalentes de pirrol (4.92 mL, 7.09 mmol)
y 0.135 mL (0.17 mmol) de acido trifluoroacético.

La reaccion se llevd a cabo utilizando 25 mL de

diclorometano como disolvente bajo atmdsfera de

nitrogeno a temperatura ambiente. La reaccion se monitored por cromatografia en capa
fina, cada 15 min, la duracion de la reaccion fue de 45 min. El exceso de pirrol de la
mezcla de reaccién se eliminé formando un azeétropo con metanol, se evaporo la fase
organica y se purifico el producto por medio de cromatografia en columna con un
sistema de elucion hexano/acetato de etilo 9:1. Se obtuvo un sdélido café (0.270 g)
correspondiente al compuesto 6 con un rendimiento del 33%. Punto de fusién: 152-154
°C. IR (ATR) Vmax (cm™): 3351 (N-H Pirrol), 3098 (C=H), 2198 (C=C), 1708 (C=0),
1614, 1585 (C-N), 1511 (C-S Tiofeno), 718 (C-N Pirrol). RMN *H ( 300 MHz, CDCls) &
(ppm): 8.06 (2H, s, H-5), 7.72 (1H, s, H-4), 7.26 (1H, d, H-4’), 7.24 (1H, d, J=8.9 Hz H-
5), 7.13 (1H, d, J= 3.7 Hz, H-3), 6.54 (1H, q, J= 10 Hz, H-4"), 6.58 (1H, dd, J= 8.9, 2.4
Hz, H-6), 6.48 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-8), 6.17 (1H, q, J= 3.1 Hz, H-2"), 6.06 (1H, d, J=1.4
Hz, H-3”), 5.71 (1H, s, H-6’), 3.42 (4H, q, J= 7.1 Hz, H-9), 1.22 (6H, t, J= 2.6 Hz, H-10).
HRMS (ESI-TOF): CugH2sN30,S  467.174025, encontrado [CagH2sN30.S+  HJ]*
468.174281.
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Sintesis del 5-(((7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)etinil)tiofen-2-il)-4,4-difluoro-4-

bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (7)

El compuesto 7 se sintetiz6é a partir de 0.1720 g (0.4
mmol) del compuesto 6, se llevo a cabo una reaccion
de oxidacion del compuesto 6 con 0.1085g (0.05

mmol) de DDQ (2,3-dicloro-5,6- ﬁ)n 5 8ac
109

dicianobenzoquinona) empleando 30 mL de
diclorometano, la mezcla de reaccion se dejo en agitacidon a temperatura ambiente
durante 3 h. Después se coloco el sistema en hielo y se adicionaron 0.92 mL (7.3
mmol) de BF30Et,, posteriormente se adicionaron 0.76 mL (0.6 mmol) de trietilamina,
la reaccion se dejoé en agitacion durante 4 h mas. La reaccion se monitoreé mediante
cromatografia en capa fina, se realizd una extraccién con agua y diclorometano, se
evaporo la fase organica y se purificd el crudo por cromatografia en columna con un
sistema de elucién 85:15 hexano:acetato de etilo. Se obtuvieron 0.052 g de un sélido
color negro-morado con un rendimiento del 28%. Punto de fusion: 114-118 °C. IR
(ATR) Vmax (cm™): 3106 (C=H), 2178 (C=C), 1709 (C-O-C), 1585 (B-N), 1505 (B-F),
1353 (B-N), 812 (B-F). RMN *H ( 400 MHz, CDCls) & (ppm): 7.86 (1H, s, H-3"), 7.76
(1H, s, H-4), 7.41 (1H, d, J= 3.2 Hz H-3’), 7.35 (1H, d, J= 3.2 Hz H-4’), 7.22 (1H, s, H-
1”), 7.19 (1H, s, H-5), 6.55 (1H, s, H-6), 6.53 (1H, s, H-2"), 6.43 (1H, s, H-8) 3.38 (4H,
q, J= 6.9 Hz, H-9), 1.66 (6H, t, J= 6.9 Hz, H-10). RMN **C (100 MHz, CDCls) & (ppm):
160.5 (C-2), 156.6 (C-8a), 151.6 (C-7), 146.2 (C-3”), 143.9 (C-4), 138.4 (C-2’), 135.5
(C-57), 134.2 (C-8""), 133.0 (C-4"), 132.8 (C-3"), 131.3 (C-17), 129.7 (C-8a”), 129.3 (C-
5), 118.7 (C-2”), 109.5 (C-6), 108.4 (C-4a), 103.3 (C-3), 97.3 (C-8), 93.0 (C-11), 85.3
(C-12), 45.0 (C-9), 12.5 (C-10). RMN "'B [128 MHz, CDCl3] & (ppm): 0.20 (t, Jg.r = 28.4
Hz). RMN "°F [376 MHz, CDCl3] & (ppm): -145.15 (q, Jg.r = 28.4 Hz). HRMS (ESI-TOF):
CosH2oBF2N30,S 513.156662, encontrado [CagH22BF2N30,S+ H]™ 514.156842.

46



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Esquema general de sintesis

o o
1) Et0~ " “OEt

[o) piperidina B
T\ EtOH X Br, N
_/ H P

oH | 2) HCIACOH ~N 0770  AcOH N 0" "o
e O
82% 83 %
/
=Si—
\
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|
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|\ H =z >
BrQ_«H N = AN Z
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2) BF,;0Et,,
Et;N

Esquema 25. Ruta sintética para obtener los intermediarios 1-6 y la molécula objetivo 7.

La molécula objetivo 7 se sintetizd tal y como se muestra en el Esquema 25. Primero
se llevo a cabo una reaccion de condensacion de Knoevenagel entre el malonato de
dietilo y el 4-dietilaminosalicilaldehido, empleando piperidina como base, el éster de la
cumarina que se formd, se hidroliz6 y se descarboxil6 bajo condiciones acidas,
empleando una mezcla de HCI/AcOH a reflujo obteniéndose el compuesto 1, el cual se
bromo en la posicion tres, empleando Br; en acido acético para formar el compuesto 2,
dicho compuesto se sometié una reacciéon de acoplamiento de Sonogashira empleando

etiniltrimetilsilano, la desproteccién del alquino en el compuesto 3 con TBAF condujo al
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compuesto 4, que se acoplé al 5-bromotiofeno-2-carboxaldehido mediante una
reaccion de acoplamiento de Sonogashira obteniéndose el aldehido 5, la reaccién de
condensacion entre el compuesto 5 y exceso de pirrol conduce a la formacion del
derivado de dipirrometano 6 que tras una reaccion de oxidacién con DDQ y una
reaccion de quelacién con BF3;OEt, empleando como base trietilamina conduce a la

formacién de la molécula objetivo 7.

En el Esquema 25, se muestran los rendimientos obtenidos para cada uno de los
compuestos, asi como su punto de fusién. Los rendimientos para los compuestos 1-5,
van de regulares a buenos. En el caso del derivado de dipirrometano 6, su rendimiento
se ve disminuido, debido a que la reaccion que conduce a su formacion también genera
productos de polimerizacion. En el caso del compuesto 7, el rendimiento de igual
manera es bajo y su rendimiento es parecido al descrito en la literatura para
compuestos analogos. Con respecto a los valores de punto de fusion podemos concluir
que los productos son termoestables, ya que tienen puntos de fusion mayores a 100

°C, exceptuando al compuesto 1.
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Espectroscopia de RMN para los compuestos 1-6

Espectroscopia de RMN 'H y RMN "*C

A continuacion, se analizaran los espectros de RMN de H y 3¢ para explicar los
desplazamientos quimicos comunes a los compuestos 1-6, y los desplazamientos
quimicos particulares de cada compuesto dependiendo del sustituyente de la posicion 3

del nucleo de la cumarina.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; para el compuesto 1.
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Figura 22. Espectro de RMN de 3C a 75 MHz en CDCl, para el compuesto 1.

En la Figura 21 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 1, se puede
observar una sefal doble que aparece en 7.53 ppm correspondiente al hidrégeno H-4,
este hidrégeno se encuentra acoplado con el hidrogeno H-3 que aparece como una
sefal doble en 6.03 ppm, la constante de acoplamiento tiene un valor aproximado de
Jua-vz = 9.1 Hz. En 7.24 ppm aparece una sefial doble correspondiente al hidrégeno H-5
que se encuentra acoplado con H-6 con una constante de acoplamiento Jys.ns= 8.8 Hz.
La sefal doble de dobles correspondiente al hidrégeno H-6 aparece en 6.56 ppm, esta
multiplicidad se debe al acoplamiento de H-6 con H-5 y H-8, las constantes de
acoplamiento son Juens= 8.8 Hz y Juens= 2.5 Hz. La seRal correspondiente al
hidrégeno H-8 aparece como una sefial doble en 6.49 ppm. La sefal cuadruple que
aparece en 3.42 ppm corresponde a los hidrégenos H-9 que se encuentran acoplados
con los hidrégenos H-10 cuya sefial triple aparece a 1.22 ppm, la constante de

acoplamiento entre los hidrégenos H-9 y H-10 es Juy1o-H9= 7.0 Hz

Misma descripcion se puede apreciar ahora en la Figura 22 donde se muestra el
espectro de RMN de ®C para el compuesto 1. En 162.2 ppm, aparece la sefial del
grupo carbonilo C-2, a continuacion, se encuentran las sefiales de los carbonos

aromaticos cuaternarios C-8a (156.7 ppm), C-7 (150.7 ppm) y el carbono vinilico C-4
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(143.7 ppm) estos cuatro atomos de carbono se encuentran cercanos a grupos
atractores de densidad electronica, lo cual genera que estos atomos se encuentren
mas desprotegidos y generen una sefal a campo mas bajo. En 128.8 ppm aparece la
senal del carbono C-5, seguida de las sefales correspondientes a los carbonos C-6
(109.1 ppm), C-4a (108.2 ppm), C-3 (108.3 ppm) y C-8 (97.5 ppm). Los carbonos
alifaticos aparecen a campo mas alto, el carbono C-9 aparece en 44.8 ppm, y el

carbono C-10 se encuentra en 12.4 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; para el compuesto 2.
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Figura 24. Espectro de RMN de ">C 100 MHz en CDCl; para el compuesto 2.

En la Figura 23 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 2, se puede
observar una sefial simple que aparece en 7.88 ppm que corresponde al hidrégeno H-4

y desaparece la senal doble del hidrogeno H-3 con respecto espectro del compuesto 1.

En la Figura 24 se observa el espectro de RMN de 'C para el compuesto 2; la sefial
del carbono C-3 (102.9 ppm) se desplaza a campo alto, por la presencia del grupo
bromo en esa posicion, actuando como un grupo donador por efecto de resonancia,

con respecto al carbono C-3 del compuesto 1.
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Figura 26. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCl; para el compuesto 3.



En la Figura 25 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 3, se puede
observar una nueva sefal simple que aparece en 0.25 ppm que corresponde a los
hidrogenos H-13. En RMN de 'H la abundancia del hidrégeno es del 100%, de carbono
3C del 1.1%, mientras que el ?°Si posee una abundancia aproximada del 5%. Cabe
destacar la presencia de sefales satélites de Si-H y C-H en la sefial del hidrogeno H-
13. Se encuentra reportado en la literatura que el TMS muestra constantes de
acoplamiento Jsiy = 7.0 Hz y Jc.y= 118 Hz, con respecto a las satélites para los
hidrogenos H-13 mostrando constantes de acoplamiento parecidas, Juy.si= 7.1 Hz y Jc.
n= 120 Hz, esto permite de manera mas amplia justificar la presencia del silicio en el

compuesto 3.

En la Figura 26 se muestra el espectro de RMN de "*C para el compuesto 3, se puede
observar la aparicion de tres nuevas sefiales con respecto al compuesto 2. En 99 ppm
y 97.7 ppm correspondientes a los carbonos C-11 y C-12 del alquino y una sefal muy
cercana a cero del C-13 (0.3 ppm) debido a la presencia de los grupos metilos unidos
al silicio que al ser menos electronegativo que el carbono, hace que C-13 aparezca a

campo mas alto, cercano al TMS.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl, para el compuesto 4.
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Figura 28. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz en CDCl, para el compuesto 4.

En la Figura 27 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 4, se puede
observar una nueva senal simple que aparece en 3.25 ppm que corresponde al
hidrégeno H-12 y la desaparicion de la sefal simple del H-13 con respecto al

compuesto 3.

En la Figura 28 se muestra el espectro de RMN de 3C para el compuesto 4, se puede
observar la desaparicion del C-13 del compuesto 3 y se mantienen las sehales del
alquino del C-11 y C-12 ligeramente mas desplazadas a campo alto (81.1 y 78.6 ppm

respectivamente).
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En la Figura 29 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 5, se puede
observar la presencia de 3 nuevas sefales con respecto al compuesto 4, una de ellas
es la senal simple que aparece en 9.79 ppm correspondiente al hidrégeno H-6" del
aldehido, junto con las sefales dobles de los hidrégenos H-4’ y H-3’ (7.59 ppm y 7.27
ppm respectivamente) que se encuentran acoplados entre si, formando un sistema AB

y que muestran una constante de acoplamiento de J= 4.0 Hz.

En la Figura 30 se muestra el espectro de RMN de 3¢ para el compuesto 5, que con
respecto a la Figura 26, se pueden observar nuevas sefales, en 182.4 ppm se
encuentra el carbono C-6" correspondiente al carbono del aldehido, mientras que en
143.9, 136.3, 136.2 y 132.8 ppm aparecen las sefiales pertenecientes a los carbonos
C-2’, C-5’, C-4’ y C-3’ respectivamente que corresponden a los carbonos del nucleo de

tiofeno.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; para el compuesto 6.

En la Figura 31 se muestra el espectro de RMN de H para el compuesto 6, con
respecto al compuesto 5 se observa la desaparicion de la seial del hidrégeno H-6’ en
9.79 ppm y ahora aparece a campo mas alto en 5.70 ppm como una sefal simple, esto
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debido a la presencia de las dos unidades de pirrol, donde el hidrogeno unido al
nitrogeno del grupo pirrol se localiza en 8.06 ppm como una sefial simple y ancha, en
6.72 ppm aparece la sefal correspondiente al hidrogeno H-4”, seguida de la sefal del

hidrogeno H-2” en 6.17 ppm y a continuacion en 6.06 ppm el H-3”.

Espectroscopia de RMN para el compuesto 7

A continuacion, se muestran los espectros de RMN de 'H y 3C para el compuesto 7,
asi como los espectros bidimensionales COSY y HMBC, los espectros de ''By "°F, y el

espectro de infrarrojo.

Espectroscopia de RMN de 'H
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; para el compuesto 7.
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Espectroscopia de RMN de *C
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Figura 33. Espectro de RMN de ">C a 100 MHz en CDCl; para el compuesto 7.
En la Figura 32 se muestra el espectro de RMN de 'H para el compuesto 7, se puede
observar una sefal simple que aparece en 7.86 ppm que corresponde al hidrégeno H-
3”, perteneciente al hidrogeno vecino del nitrégeno que se encuentra unido al nucleo
del BODIPY, por tener un espin diferente a 'z, la sefal tiene un ensanchamiento; en
seguida aparece el H-4 como una sefial simple en 7.76 ppm, que corresponde al
nucleo de la cumarina. En 7.41 y 7.35 ppm se encuentran los hidrogenos H-3’ y H-4’
respectivamente, como sefiales dobles, que se encuentran acopladas entre ellas y que
muestran una constante de acoplamiento de J= 3.3 Hz correspondiente al tiofeno.
Cercana a estas sefales se encuentra el H-1” en 7.22 ppm, que pertenece al nucleo
del BODIPY e inmediatamente cerca en 7.19 ppm el H-5 que corresponde el nucleo de
la cumarina. En 6.55 ppm esta el H-6 perteneciente al nucleo de la cumarina, deberia
de mostrarse como una sefial doble de dobles pero hay un ensanchamiento de la sefial
por lo que se muestra como si fuera una sefal simple, pero se encuentra a su vez
sobre puesta la sefal con H-2” en 6.52 ppm que aparece como una sehal simple. En

6.43 ppm aparece el H-8 que pertenece al nucleo de la cumarina, en campo alto
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aparecen las senales alifaticas del H-9 en 3.37 ppm, como una sefal cuadruple con
una constante de acoplamiento de J= 6.9 Hz y el H-10 en 1.16 ppm, como una seial

triple, con una constante de acoplamiento de J= 6.9 Hz.

En la Figura 33 se muestra el espectro de RMN de 3C para el compuesto 7; en 160.5
ppm, aparece la sefial del carbono del carbono C-2, seguido por el carbono cuaternario
C-8a en 156.6 ppm, en 151.6 ppm aparece el C-7 perteneciente al nucleo de la
cumarina, en 146.2 ppm la aparicion de la sefal del carbono C-3” que corresponde a la
estructura del BODIPY, seguida de la seinal esta el C-4 en 143.9 ppm del nucleo de la
cumarina. En 138.4 ppm se encuentra el C-2’ perteneciente al tiofeno junto con el C-5
en 135.5 ppm, después se encuentra en 134.2 ppm el C-8” perteneciente al nucleo del
BODIPY y a continuacion las dos sefales restantes del nucleo del tiofeno del C-4’ y C-
3’ en 133.0 ppm y 132.8 ppm respectivamente, en 131.3 ppm esta la senal del C-1"y
en 129.7 ppm C-8a’" que corresponden al nucleo del BODIPY, en 129.3 ppm se
encuentra el C-5, el C-2” aparece en 118.7 ppm, aparecen las cuatro sefiales restantes
del nucleo de la cumarina en 109.5 ppm, 108.4 ppm, 103.3 ppm y 97.3 ppm que
corresponden a los C-6, C-4a, C-3 y C-8 respectivamente, en 93.0 ppm aparece el C-
11 seguido del C-12 en 85.3 ppm que corresponden al enlace triple C-C, por ultimo los
carbonos alifaticos aparecen a campo alto, el carbono C-9 aparece en 45.0 ppm, y el

carbono C-10 aparece en 12.5 ppm.

Espectroscopia de RMN de 'H bidimensional HSQC

Con el objetivo de asignar correctamente los espectros de RMN de 'H y "*C para el
compuesto 7 se utilizé la correlacion heteronuclear HSQC (heteronuclear multiple-
quantum correlation) que permite observar los acoplamientos C-H a un enlace. En la
Figura 34 se puede observar el espectro bidimensional HSQC, en él se aprecia que el
hidrégeno H-3"" (7.86 ppm) se encuentra acoplado con el carbono C-3"" (151.6 ppm), el
hidrégeno H-1"" (7.22 ppm) se encuentra acoplado con el carbono C-1"" (131.3 ppm), el
hidrogeno H-2"" (6.53 ppm) se encuentra acoplado con el carbono C-2°° (118.7 ppm),

etc.
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Figura 34. Espectro HSQC que muestra la regién aromatica del compuesto 7.

Espectroscopia de RMN de 'H bidimensional HMBC

Se utilizé la espectroscopia heteronuclear de dos dimensiones HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) con la finalidad de poder determinar la identidad de los
hidrogenos y carbonos 3" y 4” asi como de 11 y 12, ya que estos atomos presentan
desplazamientos muy parecidos. La correlacion HMBC permite observar acoplamientos
carbono e hidrogeno de 2 a 4 enlaces. En la Figura 35 podemos observar que el
hidrogeno H-4 (7.76 ppm) se encuentra acoplado a tres enlaces con los carbonos C-11
(93.0 ppm), C-5 (129.3 ppm), C-8a (156.6 ppm) y C-2 (160.5 ppm) y con el carbono C-3
(156.6 ppm) a dos enlaces. El H-3’ (7.41 ppm) se encuentra acoplado a tres y cuatro
enlaces con los carbonos C-5 (129.3 ppm), C-8” (134.2 ppm), y con el carbono C-8a”
(129.7 ppm). El H-4’ (7.35 ppm) se encuentra acoplado con el C-12 (85.3 ppm), C-8”
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(134.2 ppm) y el C-5 (135.5 ppm). El hidrogeno H-1" (7.22 ppm) se encuentra
acoplado a dos y tres enlaces con los carbonos C-8a” (129.7 ppm), C-2 (160.5 ppm) y
con los carbonos C-8” (134.2 ppm) y C-3” (146.2 ppm). El hidrégeno H-6 (6.55 ppm) se
encuentra acoplado a dos y cuatro enlaces con los carbonos C-2 (160.5 ppm) y el
carbono C-4 (143.9 ppm). El H-2” (6.52 ppm) se encuentra acoplado a dos y cuatro
enlaces con los carbonos C-1” (131.3 ppm), y los carbonos C-8” (132.2 ppm) y C-3”
(146.2 ppm). ElI H-8 (6.43 ppm) se encuentra acoplado a dos y tres enlaces con los

carbonos C-8a (156.6 ppm), y los carbonos C-6 (109.5 ppm).
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Figura 35. Espectro HMBC que muestra la regiéon aroméatica del compuesto 7.
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Espectroscopia de RMN ''B
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Figura 36. Espectro de RMN de "B a 128 MHz en CDCl; para el compuesto 7.

En la Figura 36 se muestra el espectro de RMN de ''B para el compuesto 7, se puede
observar una multiplicidad triple, debido al acoplamiento fluor-boro (Jg.r=28.4 Hz) , para
comprobar que efectivamente este espectro corresponde a estos acoplamientos, se
empled la formula de prediccion de patrones de acoplamiento espin-espin mg =2nl +
1, el nimero de espin (1) del '°F es de 1/2 y el nimero de atomos de fltior a los que se

encuentra acoplado el boro (n) es 2, por lo que la multiplicidad del boro es:
mg=2nl+1
1
mpy = 2(2)(§)+1

mB=2+1

mB=3

Por lo tanto, se espera una sefal triple, misma que puede confirmarse en la Figura 36,
ademas, el desplazamiento para esta sefal triple corresponde a la reportada en la

literatura.®®
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Espectroscopia de RMN "°F
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Figura 37. Espectro de RMN de "°F a 376 MHz en CDCl; para el compuesto 7.

En la Figura 37 donde se muestra el espectro de RMN de F para el compuesto 7, se
puede observar una multiplicidad cuadruple, debido al acoplamiento fluor-boro (Jg.g=
28.4 Hz), para comprobar que efectivamente este espectro corresponde a este
acoplamiento, se empleo6 la formula de prediccion de patrones de acoplamiento espin-
espin, al igual que se realizé con el de "B mpy =2n1+1, el nlmero de espin (I) del

"B es de 3/2 y el nimero atomos de fltior (n) es de 2, por lo que:
mp=2nl+1
3
mp = 2(1)(§)+1

mF:3+1

mF:4

Por lo tanto, se espera una senal cuadruple, misma que puede confirmarse en la Figura
37, con un desplazamiento que corresponde a lo descrito en la literatura para estos

compuestos.®
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Una de las razones principales en obtener estos espectros de RMN de "F y "'B es la
confirmacion del BODIPY en la estructura, del boro unido a dos atomos de fluor y que

los atomos de fldor se encuentran unidos al boro.

Espectroscopia de absorcion de UV/Vis y de emision fluorescente

Con la finalidad de estudiar las propiedades fotofisicas de los compuestos 1-7, se
obtuvieron los espectros de absorcion UV/Vis y de emision fluorescente en
diclorometano a una concentracion 4x10° M. En la Figura 38 se puede observar los
espectros de absorcion UV/Vis para cada uno de los compuestos y en la tabla 4 se
presentan los valores de longitudes de maxima absorcion debido a las transiciones
electrénicas n-n*, en el caso de la molécula 7, se aprecia una banda de absorcion
maxima relativa a 433 nm correspondiente a las transiciones electrénicas n-n* del
nucleo de la cumarina y una banda de absorcion maxima a 526 nm correspondiente a
las transiciones electronicas n-n* del nucleo del BODIPY. En general se puede apreciar
que existe un desplazamiento batocromico en las longitudes de onda de maxima
absorcién conforme aumenta el grado de conjugacién del sistema electronico n. Por
ejemplo, el compuesto 5 que tiene un enlace triple C-C de mas con respecto al
compuesto 1, presenta un desplazamiento batocromico mayor, es decir de 49 nm mas.
El compuesto 5 presenta un desplazamiento de 32 nm mas con respecto al compuesto

4, debido a la presencia del nucleo de tiofeno y al aldehido.
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Figura 38. Espectros de absorcién UV/Vis en CH,Cl, de los compuestos 1-7 a una
concentracion de 4x10° M.
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Figura 39. Gréfica de fluorescencia en CH,CI, de los compuestos 1-7 a una concentracién de 4x10° M.

En la Figura 39 se muestran los espectros de emision fluorescente para los
compuestos 1-7 en diclorometano. En general, se puede observan que todos los
compuestos presentan emision fluorescente, siendo los compuestos 1, 2 y 4 los que
presentan una mayor respuesta fluorescente. La molécula objetivo 7 presenta una baja
respuesta fluorescente en diclorometano sin embargo es el que junto al compuesto 5
presentan el mayor desplazamiento batocromico, esto debido a que en el estado de
transicion existe una transferencia de carga intramolecular mas fuerte. En la tabla 3, se
presentan los valores de las longitudes de onda de maxima emision para cada uno de
los compuestos, en general se aprecia un desplazamiento batocromico del compuesto
lal7.

Tabla 3. Longitudes de maxima absorcién y emision para los compuestos 1-7.

Compuesto Amax (abs) [NM] Amax (emis) [NM]
1 373 429
2 405 452
3 422 457
4 416 452
5 448 522
6 432 477
7 516 523
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Andlisis solvatocrémico para el compuesto 7
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Figura 40. Espectros de fluorescencia en diferentes disolventes organicos para el compuesto 7 a una

concentracion de 4x10° M.

Con la finalidad de estudiar la dependencia de la emision fluorescente del compuesto 7
con respecto a la polaridad y polarizabilidad del disolvente se llevé a cabo un estudio
solvatocromico en 9 disolventes organicos de diferente polaridad, como se puede
observar en la Figura 40, el compuesto presenta una mayor intensidad fluorescente en
disolventes de mediana y baja polaridad tales como dioxano, xileno y tolueno; en estos
disolventes se observan dos bandas de emision, una banda en 478 nm y la otra en 635
nm, en el caso del dioxano es en donde se puede apreciar una mayor intensidad

fluorescente esto tal vez debido a la formacion de agregados moleculares.
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Andlisis de emision fluorescente para el compuesto 7 a diferente pH
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Figura 41. Grafica de fluorescencia del compuesto 7 a una concentracion de 4x10° M a diferente pH.

En la Figura 41 se muestra la grafica de emisiéon fluorescente del compuesto 7 a
diferente pH en un intervalo de 5.6-7.79. En la grafica se observa que conforme
aumenta el pH aumenta la intensidad fluorescente, esto se debe a que a mayor pH
existe una mayor fraccibn de moléculas no protonadas por medio del atomo del
nitrogeno del dietilamino, lo que implica que en el estado excitado la transferencia de
carga intramolecular es mas fuerte debido a que existe una deslocalizacién electronica
en el sistema push-pull. EI compuesto 7, se podria aplicar como sensor fluorescente
dependiente del pH, ya que por mas de medio siglo se han realizado investigaciones
sobre la acidificacion del microambiente en presencia de enfermedades celulares,81
mas especificamente en células cancerosas.® La mitocondria tiene un papel critico en
el metabolismo celular, bajo condiciones fisiolégicas posee una matriz alcalina (pH
~8),%% cuando existe una alteracién mitocondrial, su pH basico se altera, es decir, se
acidifica la mitocondria y conduce a células anormales que generan enfermedades.
Actualmente se han empleado una variedad de procesos quimico para el estudio de la
mitocondria como iones metédlicos, ambiente redox, polaridad, viscosidad, pH y
temeperatura.®* Una de las formas de monitorear el pH de las mitocondrias, es a través
de la fluorescencia.®®> Dado que la fluorescencia del compuesto 7 es dependiente del
pH, una vez internado en la célula podria actuar como un sensor fluorescente y darnos

informacion del estatus de la mitocondria.
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VI. CONCLUSIONES

Se logro sintetizar la molécula objetivo 7 derivada de BODIPY-Cumarina, junto con sus

intermediarios 1-6, con rendimientos de regulares a buenos.

Se caracterizaron los compuestos 1-7 por medio de técnicas espectrométricas tales

como RMN de 'Hy *°C, IR, UV-Vis y espectrometria de masas.

El compuesto 7 presenta fluorescencia en diferentes disolventes y muestra una
sensibilidad a la polaridad del mismo, donde posee una mayor fluorescencia en
disolventes de mediana y baja polaridad. Es de igual manera sensible a la variacion del
pH (5.60-7.79), donde al incrementar el pH, la fluorescencia del compuesto 7 se ve
favorecida, esta propiedad se puede aprovechar para probar dicho compuesto como

sensor fluorescente dependiente del pH en células.
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VIl.  ANEXO

Espectros de IR para los compuestos 5-7
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Figura 42. Grafica de IR para el compuesto 5 en CHCl,.
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Figura 43. Gréfica de IR para el compuesto 6 en CHCl;.
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Figura 44. Grafica de IR para compuesto 7 en CHCls.

Espectros de masas para los compuestos 5-7

Figura 45. Espectro de Masas del compuesto 5.

%T



68
(
) Be
6e
» de
2 1€
2 et
1 Ses
1.8ex
1 7es
06
3 D¢
~
n
17¢
e
3 | 8 4
»

Figura 46. Espectro de Masas del compuesto 6.

Figura 47. Espectro de Masas del compuesto 7.
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