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1. Introduccion.

Dentro de las células se encuentra un entorno dindmico donde
interaccionan gran cantidad de moléculas, niveles anormales de algunas
biomoléculas estdn asociados a diversas enfermedades; por lo que son
necesarias técnicas eficientes para su deteccion y monitoreo dentro del
citoplasma. Una alternativa es el uso de sondas fluorescentes donde los
derivados del 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (BODIPYs) han
recibido gran interés para su uso en bioimagen debido a su estabilidad en
pH fisiolégico, su alta absorcién y emision de fluorescencia, estabilidad

fotoquimica, solidez quimica y baja toxicidad.

Es de gran interés en nuestro grupo de trabajo desarrollar nuevas
moléculas que puedan ser utilizadas como sondas fluorescentes y ademas
sean selectivas y reconocibles por la célula. El desarrollo de sondas
fluorescentes selectivas hacia algun organelo es complicado lo cual se
refleja en el precio de éstas; un ejemplo de esto es la sonda BODIPY FL,
utilizada para marcar aminas en las proteinas, la que tiene un precio de
$240.00 USD por 5 mg de compuesto,[] mientras la sonda ER-Tracker™
Red, utilizada para marcar selectivamente el reticulo endoplasmico, tiene
un precio de $8,861.11 pesos por 100 pug.? La introduccién de un grupo
facilmente reconocible por la célula, como lo es el indol (residuo del
triptofano), debe proporcionar un facil acceso al interior de la célula y

posiblemente un ingreso selectivo a algin compartimiento intracelular.



2. Antecedentes.

2.1 Luminiscencia.

La luminiscencia es la emision de luz por cualquier sustancia y
ocurre a partir de estados electronicamente excitados. ElI término
proviene del latin lumen=luz y fue introducido por primera vez como
luminescenz por el fisico e historiador cientifico aleman Eilhard
Wiedemann en 1888, para describir “todos aquellos fenémenos de luz que
no estan unicamente condicionados por el aumento de la temperatura”, a
diferencia de la incandescencia.l®] Cabe recalcar que la definicion actual
de luminiscencia es “emisidn espontanea de radiacién de una especie
electronicamente excitada (o de una especie excitada por vibracién) que

no esta en equilibrio térmico con su entorno”.*l

Los diferentes tipos de luminiscencia son clasificados de acuerdo con el
modo de excitacion. La fluorescencia y la fosforescencia (Figura 1) son
casos particulares de luminiscencia, el modo de excitacion es la absorcion
de un fotén que lleva a la molécula a un estado de excitacion electronica.
La emision de fotones se conoce como fotoluminiscencia y es uno de los

efectos fisicos de la interaccion de la luz con la materia.

Fluorescencia

Interaccién
luz-materia

Absorcién Fotoluminiscencia

Fosforescencia

Figura 1. Algunos tipos de interacciones luz-materia.



2.1.1. Breve historia de la fluorescencia y fosforescencia.

En 1565 Nicolas Monardes, un médico y botanico espariol, informé
un peculiar color azul de una infusion de una madera de México usada
para tratar enfermedades renales y urinarias.l[®] Esta madera llamada
Lignum nephriticum, cuyo peculiar efecto de color y propiedades
diuréticas ya eran conocidas por los aztecas, era una medicina escasa y
costosa. Por lo tanto, era de interés detectar madera falsificada. Monardes
escribié al respecto “asegurese de que la madera hace que el agua se
vuelva azulada, de lo contrario, es una falsificacion.” Este método para la
deteccion de un objeto falsificado se puede considerar como la primera

aplicacion del fendmeno que luego se llamaria fluorescencia.

La especie quimica responsable de la intensa fluorescencia azul se llama
matlalina (Figura 2). Este compuesto no esta presente en la planta, pero

es el resultado de una oxidacion de los flavonoides del arbol.[6]

Figura 2. Estructura del tetrahidrometanobenzofuro[2,3-d]oxacino

(matlalina)

En 1819, Edward D. Clarke, profesor de mineralogia en la Universidad de
Cambridge informo sobre una propiedad peculiar de algunos cristales de
fluorita de Weardale, Durham, Inglaterra.l’l Los cristales mas finos,

perfectamente transparentes, tenian una naturaleza dicroica. En 1833,



Sir David Brewster, fisico escocés,[®] informa que cuando un haz de luz
solar pasa a través de un extracto alcohdlico verde de las hojas
(principalmente clorofila), éste parece de color rojo. En 1842 el fisico
francés Edmond Becquerel describi6 la emision de luz por sulfuro de calcio
cuando se expone a la radiacion ultravioleta y fue el primero en declarar

gue la luz emitida es de mayor longitud de onda que la luz incidente.[®]

Quiza el evento mas importante en la historia de la fotoluminiscencia fue
la publicacion en 1852 por el fisico y profesor de matematicas en
Cambridge Sir George Gabriel Stokes de su articulo titulado “On the
Refrangibility of Light”, en el cual Stokes identifico, en varias muestras
tanto orgéanicas (incluida la quinina) como inorgéanicas (incluido un cristal
de fluorita), claramente un fendmeno comun que denomindé como
reflexion dispersiva: las longitudes de onda de la luz dispersa siempre es
mas larga que la longitud de onda de la luz original, la misma conclusion
a la que llegé Edmond Becquerel. También noté que cuando se irradiaba
una solucién de quinina con la porcion ultravioleta del espectro la solucion
brillaba con una luz azul, mientras que cuando se irradiaba con la porcion
visible del espectro la solucién permanecia transparente. En 1853 utilizd
por primera vez la palabra fluorescencia para describir este fendmeno

reemplazando el término de reflexion dispersiva.

En 1871 fue sintetizada la fluoresceina (Esquema 1) por el quimico
aleman A. von Baeyer a partir de resorcinol y anhidrido ftalico por medio
de una reaccion de Friedel-Crafts usando cloruro de zinc como
catalizador.[1°] Finalmente en 1888 se utiliza el término luminiscencia por

el fisico aleman Eilhard Wiedemann.[3l



anhidrido ftalico resorcinol fluoresceina

Esquema 1. Ruta sintética utilizada por A. von Baeyer para obtener la

fluoresceina.

Desde mediados del siglo XX, muchos fabricantes de papel comenzaron a
incorporar en sus procesos de produccion ciertos aditivos 6pticos con la
finalidad de hacerlo fluorescente y asi dificultar su falsificacion y evitar

fraudes al sistema postal o monetariol*l (Figura 3).

Figura 3. Billetes que contienen aditivo fluorescente para evitar su

falsificacion.[12]



2.1.2. Transiciones electronicas.

Cuando una molécula absorbe un fotdén, ocurre una transicion
electronica desde su estado fundamental a uno excitado, resultando en
una nueva configuracion electronica. Los electrones pueden acceder a
orbitales moleculares desocupados de mas alta energia y, de acuerdo con
las diferentes configuraciones posibles, pueden formar diversos estados

excitados.[13]

Un orbital molecular o puede formarse a partir de dos orbitales s, de un
orbital p y uno s, o de dos orbitales p que tienen un eje de simetria
colineal. Mientras que un orbital molecular = se forma a partir de dos

orbitales atbmicos p que se traslapan lateralmente.

La absorcion de un fotén de energia adecuada puede promover uno de
los electrones 7 a un orbital de antienlace, 7~. Esta transicion electrénica
se llama 7 2 =”. La energia para la promocién de un electr6n o es mucho
mas alta, para que esto ocurra se necesita una absorcion en la region del

ultravioleta lejano.

Una molécula puede poseer electrones de no enlace situados en
heteroatomos como oxigeno o nitrégeno, los orbitales correspondientes
se denominan orbitales n. Es posible la promocion de un electrén n a un

orbital de antienlace y la transicién se denomina n=> =™~.

La energia de estas transiciones electrénicas generalmente sigue el

siguiente ordenl®l:
N2 <z22z2"<n=220<022zr"<020

Otra clasificacion de orbitales moleculares que se debe considerar son el
orbital molecular de mayor energia llamado HOMO (Highest Occupied

Molecular Orbital) y el orbital molecular desocupado de menor energia



denominad LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Ambos orbitales

se refieren al estado fundamental de la molécula.

Los procesos que ocurren entre la absorcion y emision de luz se ilustran
en el diagrama de Jablonski (Figura 4), estos diagramas llevan el nombre
del profesor Alexander Jablonski, considerado el padre de Ila
espectroscopia de fluorescencia. Las transiciones entre estados se
representan como lineas verticales. La emision de fotones acompafnados
de una relajacibn Si1>So (transicion singulete-singulete) se llama
fluorescencia. Las moléculas en el estado S: también pueden sufrir una
conversion de espin al primer estado triplete T1, cruce entre sistemas, la

emision de T1 se denomina fosforescencia.[l4]

Figura 4. Diagrama tipico de Jablonski.[3]

2.1.3. Fluorescencia.

La fluorescencia es la emision de un fotén desde un orbital singulete
excitado al estado basal (normalmente se denomina So al estado basal y
S1, S2, ....Si para los estados excitados), generalmente Si—>So, las
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velocidades de emision de fluorescencia son tipicamente 10% st y el
tiempo de vida es cercano a 10 ns, por lo que para un observador la
fluorescencia cesa tan pronto como la fuente de excitacion es eliminada.
El tiempo de vida (tr) de un fluoréforo es el tiempo medio entre su
excitacion y el retorno al estado basal. La fosforescencia es la emision de
luz desde un estado triplete excitado al estado basal, las velocidades de
emisién son lentas, de 10% a 10° s, y los tiempos de vida estan
tipicamente en el orden de los milisegundos a los segundos.l*4 La
eficiencia con que una molécula produce fluorescencia se Illama
rendimiento cuantico fluorescente y es la relacién que existe entre el

nimero de fotones emitidos y el nimero de fotones absorbidos.[%]

Actualmente ha habido un crecimiento notable en el uso de la
fluorescencia en las ciencias bioldgicas. La fluorescencia es ahora una
metodologia dominante utilizada ampliamente en biotecnologia,
citometria de flujo, diagnéstico médico, secuenciacion de ADN y analisis
forense y genético, por nombrar algunos. La deteccion de fluorescencia
es altamente sensible, y ya no es necesario el gasto y las dificultades de
manejar marcadores radioactivos para la mayoria de las mediciones
bioquimicas. Ha habido un crecimiento espectacular en el uso de
fluorescencia para imagenes celulares y moleculares. Las imagenes de
fluorescencia pueden revelar la localizacion y las mediciones de moléculas

intracelulares, incluso a veces alcanza a detectar una sola molécula.[*4]

2.2. Sondas Fluorescentes.

Dentro del citoplasma de las células se encuentran una gran
cantidad de iones, moléculas pequefas y biomoléculas que interactuan

continuamente entre si en un entorno dinamico. Estas interacciones son



vitales para los organismos vivos y son estrechamente reguladas por las
células. Sin embargo, cualquier mala regulacion puede desencadenar
varios estados de enfermedad. Por tal motivo es muy importante vigilar
los procesos celulares a nivel molecular en las células vivas con el fin de
comprender los roles biologicos. Con ese fin, las imagenes de
fluorescencia son un candidato prometedor para visualizar las células
vivas en su entorno, ya que ofrecen alta selectividad y sensibilidad, asi

como técnicas de imagen en tiempo real, rapidas, faciles y econémicas.[16]

El desarrollo de la sonda fluorescente molecular ha evolucionado hasta
convertirse en un atractivo campo de estudio, principalmente después del
estudio de Tsien sobre la deteccion fluorescente de Ca?* en 1980.[171 La
estrategia comun es utilizar interacciones supramoleculares reversibles y
no covalentes en el disefio de sondas fluorescentes. En consecuencia, la
mayoria de las sondas fluorescentes sintéticas contienen un sitio de union
y un nucleo de sefalizacién, que estan vinculados entre si. La interacciéon
selectiva de una sonda con un analito objetivo a través de un sitio de
unioén produce cambios 6pticos medibles en el nucleo de sefalizacion (en
forma de intensidad de emisién o longitud de onda de emisién), que

pueden detectarse con varias técnicas espectroscopicas.

Hay dos enfoques para modular Ila fluorescencia: respuesta
intensométrica, también conocida como ON-OFF, o ratiométrica. En
sistemas ON-OFF, el agente de fluorescencia no produce fluorescencia
hasta interactuar con el objetivo bioldgico. En sistemas ratiométricos, el
agente de fluorescencia es inicialmente fluorescente y la interaccion con
el objetivo biologico cambia su espectro de fluorescencia de modo que el
calculo de la relacion de intensidades de emision en dos longitudes de
onda distingue a los agentes inactivos y activados. Los sistemas de
fluorescencia ratiométrica son importantes en el campo del desarrollo de

sistemas de suministro de farmacos, ya que son capaces de distinguir la



activacion por fluorescencia en el objetivo, de la acumulacion de agentes

de fluorescencia inactivos fuera del objetivo.[*8]

Las sondas fluorescentes para aplicaciones de bioimagen deben cumplir
requisitos estrictos: una sonda util deberia responder selectivamente a su
objetivo previsto en un complejo sistema bioldégico que contiene una serie
de analitos en competencia. La biocompatibilidad es otra consideracion
critica, para que una reaccion sea un desencadenante adecuado para
aplicaciones de deteccion e imagenes, debe proceder bajo condiciones
biolégicas de pH, alto contenido de sal y un gran exceso de tioles
nucleofilicos reactivos. Finalmente, una sonda ideal debe ser totalmente
bioortogénica: no debe interferir con los procesos enddégenos celulares y
tisulares, y debe generar productos que sean inertes y no toxicos para los
sistemas vivos. El éxito en este enfoque requiere no solo de un
conocimiento practico de la reactividad organica, organometalica e
inorgéanica fundamental, sino también una comprension de la reactividad

intrinseca del analito objetivo en su entorno biolégico.[1°]

La mayoria de los fluoréforos de uso practico en el etiquetado de
biomoléculas contienen un sistema de anillo aromatico como generador
de fluorescencia. En general, a medida que el sistema de electrones
conjugados se hace mas grande, la longitud de onda de emisién se
desplaza a valores mas altos. Ademas, los rendimientos cuanticos de los
sistemas conjugados mas grandes tipicamente son mayores que los de
compuestos aromaticos pequefos. La mayoria de las sondas pueden
disefiarse para que contengan un grupo reactivo capaz de acoplarse a los

grupos funcionales de biomoléculas.[?0]

Algunas de las sondas fluorescentes mas populares son los mostrados en

el Esquema 2.[20]
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Esquema 2. Principales sondas fluorescentes utilizadas.

La estabilidad a pH fisiologico, su alta absorcibn y emision de
fluorescencia, estabilidad fotoquimica, solidez quimica y baja toxicidad
hacen de los BODIPYs una excelente opciéon en el disefio de sondas
fluorescentes para uso en sistemas biologicos. Por lo tanto, han recibido
un interés sustancial como fluoréforos en la bioimagen, el etiquetado

biolégico y los ensayos de fluorescencia.[?]

2.2.1. BODIPYs como sondas fluorescentes.

Los BODIPYs son moléculas formadas por tres ciclos en una
estructura analoga al s-indaceno,[??] debido a esta analogia el BODIPY

sigue una numeracion similar (Figura 5), con tres heteroatomos, debido

11



a sus excelente propiedades fisicas y quimicas han ganado
reconocimiento como compuestos muy versatiles.[?3]1 Se pueden
modificar, particularmente en sus posiciones 1, 3, 5, 7 y 8,[20. 241 para
producir nuevos fluoréforos con diferentes caracteristicas. Las
modificaciones causan cambios en las longitudes de onda de excitacion y
emision y pueden proporcionar sitios para el acoplamiento quimico para

etiquetar biomoléculas.

1
1 8a 7a_J ~Ja 2
2 N e
2 6 \ N\4 N=
3 3a " 4a 3 3aF, \F4a 5
a) b)

Figura 5. Estructura y numeracion del a) s-indaceno y b) BODIPY

2.2.1.1. BODIPYs reactivos con aminas.

Los colorantes BODIPY FL y BODIPY 530/550 C3-SE (Esquema 3)
son los principales colorantes utilizados para marcar aminas.[?l Contienen
un grupo éster NHS (succinimidil éster) que es utilizado para marcar
aminas primarias de proteinas, oligonucledtidos modificados con aminas
y otras biomoléculas que contienen aminas. Ademas, tienen propiedades
hidrofébicas ideales para tediir lipidos, membranas y otros compuestos
lipofilicos. El BODIPY FL emite fluorescencia de color verde, mientras que
el BODIPY 530/550 C3-SE emite luz de color naranja.[? 201

12



Esquema 3. a) Estructura del BODIPY FL y b) Estructura del BODIPY
530/550 Cs3-ES

2.2.1.2. BODIPYs reactivos con aldehido/cetona.

Las biomoléculas, como las proteinas, generalmente no poseen
residuos de aldehidos, sin embargo, la carbonilacién de las proteinas y
aminoacidos (principalmente Lys, Arg, Pro y Thr) es un indicador de estrés
oxidativo asociados a diversas enfermedades.[?] Los grupos hidrazida
reaccionan con los grupos aldehido y cetona para formar enlaces

hidrazona.[20. 26]

Las sondas fluorescentes BODIPY 530/550 Cz Hidrazida, BODIPY 493/503
Cs Hidrazida y BODIPY FL Cz Hidrazida (Esquema 4) contienen un grupo

hidrazida ideal para identificar proteinas oxidadas.[?]

13



BODIPY 530/550 C; Hydrazide BODIPY 493/503 C; Hydrazide = BODIPY FL C; Hydrazide

Esquema 4. Estructura de las sondas fluorescentes reactivas con

aldehidos y cetonas.

2.2.1.3. BODIPYs reactivos con biotioles.

Los tioles bioldgicos (cisteina, homocisteina y glutation) son
moléculas importantes en la homeostasis redox dentro de la célula.
Niveles inusuales de estos tioles estdn asociados a diversas
enfermedades. Por este motivo es necesario monitorear los niveles de

estos compuestos dentro de la célula.[€]

Los BODIPYs FL IA y 530/550 IA[Pl (Esquema 5) contienen un grupo
yodoacetamida que reacciona con los grupos sulfidrilo de las proteinas
para obtener un enlace tipo tioéster estable. EI Br-BODIPY 493/503!?]
(Esquema 5) contiene un grupo bromometilo, el cual reacciona con los

grupos -SH para forma un enlace tipo tioéter.[16. 20]

14



Esquema 5. Estructura del a) BODIPY FL IA b) BODIPY 530/550 IA y ¢)
Br-BODIPY 493/503.

2.2.1.4. BODIPY como sonda fluorescente selectiva al reticulo

endoplasmico.

El ER-Tracker™ Red (Figura 6) es altamente selectivo para el
reticulo endoplasmico. Este BODIPY contiene de glibenclamida que se une
a los receptores de sulfonilurea de canales K* sensibles al adenosin

trifosfato (ATP) que son prominentes en reticulo endoplasmico.[?

15



Figura 6. Estructura del ER-Tracker™ Red

2.2.1.5. BODIPY como sensor ratiométrico de viscosidad.

La viscosidad intracelular tiene una influencia importante en el
transporte y en la interaccion de biomoléculas. Se ha demostrado que los
cambios en la viscosidad intracelular estan relacionadas con una gran
variedad de enfermedades como el Alzheimer, arteriosclerosis y
diabetes.[?] Por este motivo es necesario monitorear la viscosidad dentro
de la célula, para ello nuestro grupo ha diseflado varias sondas
fluorescentes como las sondas derivadas de etinil-fluoreno (Esquema 6).
Ambos compuestos presentan una respuesta ratiométrica fluorescente

ante los cambios de viscosidad en el medio.[28]

16



Esquema 6. Estructura de algunos sensores de viscosidad desarrollados

por nuestro grupo.[28l

2.2.2. Sondas fluorescentes con grupos indol.

2.2.2.1. Analogos de triptofano.

El triptofano es la sonda fluorescente intrinseca mas comun pues la
emision de este aminoacido generalmente domina la fluorescencia de las
proteinas, por lo que ha sido utilizado en el uso de sondas fluorescentes
no disruptivas.[??] Estas sondas fluorescente son importantes cuando se
estudian los cambios conformacionales de alguna enzima, por lo que se
han empleado anélogos del triptofano con el fin de desarrollar fluoréforos
mas pequefios y sensibles que no perturben la conformaciéon de la
proteina. Entre los analogos mas ampliamente utilizados se encuentran
los azatriptofanos (Esquema 7) que han demostrado ser sustitutos casi

ideales para el triptofano en las proteinas celulares.[30]

17
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Esquema 7. Estructura del triptofano y de algunos de sus analogos.

2.2.2.2. Sensores de mercurio.

El mercurio es un contaminante altamente peligroso, las actividades
humanas son las principales causas de contaminacion de mercurio en el
ambiente; el mercurio atmosférico genera eventualmente metilmercurio
principalmente en sistemas acuaticos que posteriormente ingresa al
cuerpo humano por ingesta de alimentos. El Hg?* se considera como una
de las principales causas de enfermedades neuroldgicas y dafo en el ADN,
por lo que es necesario el desarrollo de herramientas efectivas para la
deteccion de este metal.[31] Algunas sondas de este tipo son la N-((7-
hidroxi-2-ox0-2H-cromen-4-il)metil)-2-(1H-indol-3-il)acetamida, 3]
derivados de indol-rodaminal®?l y derivados de indol-BODIPY[33]
(Esquema 8) han demostrado buenos resultados para detectar Hg?* a
través de la coordinacion de mualtiples atomos de nitrogeno con el

mercurio.[31-33]
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HJ\/EQ LN (o) rC

a) b)

c)

Esquema 8. Estructura de a) N-((7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-4-
iDmetil)-2-(1H-indol-3-il)acetamida,®1 b) Derivado de indol-
rodaminal®?l y c¢) Derivado de indol-BODIPY[33]

2.2.2.3. Sensores de tiofenoles.

Los tiofenoles, usualmente usados como pesticidas, son muy

nocivos para humanos y animales debido a que pueden entrar facilmente
al cuerpo humano por inhalacion o absorcion de la piel, pueden causar
tos, vomito, debilidad muscular, paralisis, coma e incluso la muerte.[34
Por lo que es necesario el desarrollo de sensores capaces de discriminar
entre tioles alifaticos (glutation y cisteina) y tiofenoles. El derivado

BODIPY-2 basado en indol como un fluoréforo y un grupo DNBS (2,4-
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dinitrobencenosulfonilo) como unidad de reconocimiento ha dado buenos

resultados en la deteccion de tiofenoles (Figura 7).[35]

Figura 7. Estructura del Bodipy-2.[3°]

2.3. Dipirrometano.

Los dipirrometanos constituyen importantes bloques de
construccion en la sintesis de porfirinas, corroles, clorinas,
porfidimetenos, colorantes BODIPY y complejos dipirrinato.[36]1 Se
caracterizan por contener dos unidades de pirrol unidas por un carbono
sp? (Figura 8), donde el carbono que une a los pirroles recibe el nombre

de posiciéon meso.[37]

meso

|

3 5 7
~ =
2 4 6 8
\_NH HN_7/
1 10 11 9

Figura 8. Estructura y numeracion del dipirrometano
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La sintesis de los dipirrometanos a partir de aldehidos y el pirrol es un
poco complicada debido a que resulta en una mezcla de subproductos: el
polimero correspondiente, un tripirrano y dipirrometanos sustituidos en

C-3 (Esquema 9).[38]

— R
®_
W FA R
N \ NH NH
n
Polimero Tripirrano Sustituido en C-3

Esquema 9. Subproductos comunes en la sintesis de dipirrometanos

La ruta sintética mas comun es la de Lindsey y colaboradores,[3°1 que
utiliza catalisis acida (comunmente acido trifluoroacético), un aldehido o

cetona y un exceso de pirrol (Esquema 10).

JOL H TFA R
+ —_— = =

Esquema 10. Sintesis de dipirrometano

2.4. BODIPYs.

Los 4-A4-diflouro-4-borata-3a-azonia-4a-aza-s-indacenos,

comunmente abreviados BODIPYs, han ganado reconocimiento como una
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familia de compuestos muy versatil que ha encontrado gran numero de
aplicaciones entre los quimicos, bioquimicos y fisicos. Aplicaciones tan
diversas como etiquetas de biomoléculas, sondas cromdgenas, agentes
de administracion de farmacos, interruptores fluorescentes, peliculas
electroluminiscentes, tintes laser, recolectores de luz y sensibilizadores

para celdas solares.[?3]

Los BODIPYs han sido reconocidos por sus excelentes propiedades Opticas
tales como altos coeficientes de absorcién, rendimientos cuanticos de

fluorescencia elevados y notable fotoestabilidad.[?4]

El primer BODIPY conocido fue aislado por Tiebs y Kreuzer en 1968,
cuando llevaban a cabo la acetilaciéon del 2,4-dimetilpirrol con anhidrido
acético utilizando el eterato del trifluoruro de boro (BFz-OEt2) como
catalizador acido. Una vez formado el producto deseado, éste se condenso
con otra molécula de 2,4-dimetilpirrol para formar un dipirrometeno, y
posteriormente este analogo del dipirrometano reacciono con el BF3OEt>

para dar lugar al BODIPY (Esquema 11).[40]

Esquema 11. Ruta sintética del primer BODIPY reportado.[4°]

La numeracion del nucleo BODIPY (Esquema 12) es distinta a la del
dipirrometano y del dipirrometeno por lo que generalmente para nombrar

los sustituyentes se denominan «, #y meso en los tres compuestos.[37]
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v
1 8 7 5

3 5 7 <N\ 3 4 ~6_

\4 \6 A 2 \ N 4 N 6=- P st
2NUNH NP B g \_NH HN._/
1 10 11 9 F F . 1 9

o
Dipirrometeno BODIPY Dipirrometano

Esquema 12. Estructura y numeracion de los nucleos de dipirrometeno,

dipirrometano y BODIPY.

2.4.1. Sintesis de BODIPYs.

Los BODIPYs meso sustituidos se pueden preparar a partir de la
condensacion de cloruros de acilo con pirrol, generando un intermediario

inestable (clorhidrato de dipirrometeno) que generalmente no se aisla

(Esquema 13).[37]

1) R,COCI,
R3 CH2C|2, 40 °C, R3 R4 R3 1)Et3N, 25 oC’
R, 1h 15 min
R o “NR
| \ 2 \ / 2
RN 2) Et,0, 25 °C, NH HN 2) BF,0Et,,
1 H 12 h Ri Hcl Ry 80°C, 15 min

Esquema 13. Sintesis de BODIPYs a partir de la reaccion de haluros de

acilo con pirrol.

Otra metodologia mas comun es prepararlos a partir de la condensacion
de pirrol con aldehidos aromaticos en medio &acido, para formar un
dipirrometano que es oxidado posteriormente con DDQ (2,3-dicloro-5,6-

diciano-p-benzoquinona) o p-cloranil para obtener el dipirrometeno que

23



finalmente se coordina con BF3-OEt2 en presencia de trietilamina para
introducir la unidad de difluoruro de boro formando el BODIPY (Esquema

14) 1411

Y

Exceso de pirrol 2) Et;N, BF;0Et,

Esquema 14. Sintesis de BODIPYs a partir de aldehidos aromaéaticos.

La sintesis de BODIPYs no simétricos se lleva a cabo a partir de pirroles
sustituidos con grupos carbonilo los cuales a través de una condensacion
mediada por acidos de Lewis, con otro fragmento de pirrol permiten

obtener estos compuestos (Esquema 15).[37]

mo . — 1) POCI;, CH,Cl,/pentano, 0°C
” H HN/ 2) BF;0Et,, Et;N, tolueno

Esquema 15. Sintesis de BODIPYs no simétricos.
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3. Objetivos

e Sintesis y caracterizacion de BODIPYs derivados de indol con

posible aplicacion como sondas fluorescentes.

Objetivos particulares

e Exploracion de la viabilidad sintética de nuevos pigmentos tipo

BODIPY con grupos indol en la posicion meso.

e Caracterizacion estructural de los compuestos obtenidos mediante
técnicas espectroscopicas y de espectrometria de masas.
e Determinacion de los perfiles de absorciéon de los compuestos

obtenidos mediante espectroscopia UV-Vis.

25



4. Resultados y Discusion

Se probaron diversas metodologias para la sintesis de los BODIPYs
objetivo, se encontré6 que en las condiciones clasicas de reaccion se
formaban compuestos no esperados que fueron identificados mediante
técnicas de RMN, como el producto descarboxilado (1H-indol) y el tris-
1H-pirrol-2-il-metano (Esquema 16). Ademas, se intent6 la sintesis one
pot del BODIPY objetivo, sin embargo, tampoco se obtuvo el producto

deseado.

H
2 + 1a
CF3;COOH
H (Metodologia A) (13 %)
1a
(3 %) (15 %) (No observado)
{7\
N
=0 H \
N\ 2 Nt + 1a
—
N HCI/H,0 H (74 %)
H  (Metodologia B)
1a

(1%)

=0 1) CF;COOH, THF
©j\§ @ 2) DDQ, CH,Cl,
+ N —
H H 3) BF;0Et,, Et;N, 0°C
1a 2

Esquema 16. Diferentes rutas de sintesis empleadas para el compuesto

5a.
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Dado los resultados obtenidos con las condiciones clasicas de reaccion se
optdé por primero realizar la reaccidon de proteccion de los diferentes
indolcarboxaldehidos (1a-c), el primer intento fue la alquilaciébn con n-
hexilo, sin embargo, los resultados tampoco fueron los deseados,
observandose una vez mas el producto de descarboxilacion y el tris-1H-

pirrol-2-il-metano (Esquema 17).

(o]
N\
o
NN
N Br _ N
N
H Ki \\\\\\

1a 67%

(o)

\
!\

A\ N
N

B —
\\\\\\ CF;COOH

Esquema 17. Ruta sintética utilizando el grupo n-hexilo como

3% 7% No observado

protector.

Finalmente se probd la reaccibn de proteccion de los diferentes
indolcarboxaldehidos (1a-c) utilizando el grupo protector Boc2O y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) con lo que se logr6 obtener Ilos
correspondientes aldehidos protegidos en rendimientos moderados (2a-

c) (Esquema 18).
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R4 R4

MR, Boc,0O DR,
H
N N
R3 DMAP R3 Boc
1a-c 2a-c

a.R;=COH,R,=H,R;=H
b.R,;=H,R,=COH,R; =H
c.R;=H,R,=H, R; = COH

Esquema 18. Sintesis y numeracion de los aldehidos protegidos 2a-2c.

En los espectros de RMN de H de los aldehidos 2a-2c se observan seriales
muy parecidas, por lo que se presenta la RMN-'H (Figura 9) para 2a para
ejemplificar los tres casos. Se observa una sefial en 6= 10.1 ppm
correspondientes al hidroégeno del aldehido; asi como las sefales de los
cinco hidrogenos aromaticos que aparecen entre 6 = 6.5 ppmy 6 = 8.0
ppm; finalmente se observa una sefial simple en 6 = 1.71 ppm que integra

para nueve hidrégenos correspondiente a los hidrégenos alifaticos.

Figura 9. Espectro de RMN-1H para 2a (400 MHz, CDCls3)
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La sintesis de los dipirrometanos 4a-c (Esquema 17) se logré mediante
la condensacion en medio acido entre un aldehido protegido (2a-c) y dos
equivalentes de pirrol (3) a temperatura ambiente. En este caso,
afortunadamente, no se observaron los productos de descarboxilacion y

el tris-1H-pirrol-2-il-metano.

CF,COOH

Y

Boc

2a

_Z

—~T
w IZ

—

0
W CF,COOH
' -

Boc @
N
3

2b 4b

P4

CF,COOH

. Z
\J

2c 4c
13%

Esquema 17. Sintesis y numeracion de los dipirrometanos 4a-c.
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Los rendimientos de los productos 3a-c fueron moderados (Tabla 1)
debido a la formacidén de productos secundarios comunes en la sintesis de
dipirrometanos.[®8] En todos los casos se observé mediante cromatografia

en capa fina que la materia se consumio por completo.

Apariencia Punto de Rendimiento

fusion (°C) (%0)
Solido 134-136 43
verde
Aceite @ -—-- 25
negro
Soélido 125-127 13
negro

Tabla 1. Rendimientos de los compuestos 4a-c.

Los espectros de RMN-'H de los dipirrometanos, se ejemplifica con el
espectro del compuesto 4a (Figura 10), se caracterizan por la sefal de
los hidrégenos de los pirroles, una sefial simple que integra para dos
hidrégenos, a campo bajo en 8 = 7.99 ppm; ademas de una sefial en 6 =
5.68 ppm correspondiente al hidrogeno H-5 del ndcleo del dipirrometano.

Ademas, se observan las sefiales de los hidrégenos del indol entre & =
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7.17 ppm y & = 8.16 ppm; también se pueden observar los hidrogenos
del ndcleo del dipirrometano entre 6 = 6.07 ppm y 6 = 6.67 ppm.
Finalmente se observa la sefial de los hidréogenos alifaticos del grupo

protector (H-16) en & = 1.69 ppm.

Figura 10. Espectro de RMN-'H para 4a (400 MHz, CDCls)

La multiplicidad de las sefales correspondientes a los hidrégenos del anillo
de indol se deben a la presencia de acoplamientos homonucleares a largo
alcance, que se pueden observar en los espectros de correlacion COSY

(*H-1H) y se ejemplifica con el espectro obtenido para 4a (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de correlacion homonuclear COSY (*H-'H) para 4a

(400 MHz, CDCl3)

Los espectros de RMN-13C de los compuestos 4a-c, ejemplificados con el
espectro de 4a (Figura 12), se caracterizan por la sefal en 6 = 149.71
ppm correspondiente a los carbonos C-14 del grupo protector ademas de
una sefial en & = 28.13 ppm del carbono C-16, igualmente,
correspondiente al grupo protector; también se observa una sefial en 6 =

83.79 ppm del carbono en posicién meso (C-5) del dipirrometano.
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Figura 12. Espectro de RMN-13C del compuesto 4a (100 MHz, CDCIls)

Para realizar una asignaciéon completa de las sefiales de *H y 13C de los
dipirrometanos 4a-c se emplearon, ademas del experimento COSY, otros
experimentos de RMN bidimensionales, particularmente HSQC (*H-13C) y
HMBC (*H-13C). Como ejemplo, se muestran el espectro de correlaciéon

heteronuclear HSQC obtenido para el compuesto 3a (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de correlaciéon heteronuclear HSQC (*H-13C) de 4a

(400 MHz, CDCl3)

Posteriormente, los dipirrometanos 4a-c se oxidaron con DDQ para
formar el dipirrometeno correspondiente, el cual no fue aislado y se hizo
reaccionar con BF3-OEt> en presencia de trietilamina para formar los
BODIPYs 5a-d (Esquema 18).
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1)DDQ, CH,Cl,

2) Et;N, BF,0Et,

1)DDQ, CH,Cl,

2) Et;N, BF,0Et,

14% 24%

1)DDQ, CH,Cl,

2) Et;N, BF,0Et,

4c

Esquema 18. Sintesis y numeracion de los BODIPYs 5a-d.

Es interesante mencionar que el caso del dipirrometano 4b se obtuvieron
dos BODIPYs distintos (5b y 5d). Estos dos productos se deben a que en

uno de ellos el anillo de indol se coordiné en lugar de uno de los pirroles.

35



Como ejemplo de la RMN-'H de los compuestos 5a-c, se presenta el
obtenido para 5b (Figura 14), que se caracterizan por la ausencia de las
sefales caracteristicas del grupo protector, asi como por la presencia de
la sefal caracteristica del NH del grupo indol en 6 = 8.87 ppm por lo en el
mismo paso de reaccion se obtuvo el BODIPY y se desprotegid el grupo
NH. También se observan las sefales caracteristicas de los hidrégenos del
nucleo BODIPY; una sefial en 6 = 7.90 ppm correspondiente los
hidrégenos H-1, una sefial en 6 = 7.29 ppm correspondiente a los
hidrégenos H-3 y finalmente una sefial a campo alto correspondiente a H-
2 que igualmente por simetria integra para dos. Ademas, se observan las
sefales de los hidrégenos aromaticos del grupo indol entre 6 = 7.15 ppm
y 0 = 7.79 ppm. También es indicativo la ausencia de los NH del
dipirrometano, que se presentaban en 6 = 7.99 ppm en el dipirrometano

4a.

Figura 14. Espectro de RMN-1H para 5b (400 MHz, CDCls)
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Mediante experimentos de RMN bidimensional COSY (*H-1H) fue posible
diferenciar inequivocamente los diferentes hidrogenos del grupo indol.
Ademaés, la multiplicidad de las sefiales de los hidrogenos del anillo de
indol se deben a la presencia de acoplamientos homonucleares a largo

alcance y se ejemplifica con el espectro obtenido para 5b (Figura 15).

Figura 15. Espectro de correlacion homonuclear COSY (*H-'H) de 5b
(400 MHz, CDCls)

De manera similar, los espectros de RMN-13C de los compuestos 5a-c se
caracterizaron por la presencia de las sefales correspondientes a los
BODIPYs (Figura 16). Una diferencia sustancial entre el dipirrometano y

el BODIPY es el desplazamiento quimico del carbono C-5, mientas en el

37



dipirrometano 4b se presenta en 6 = 84.03 ppm en el BODIPY 5b se
observa en 6 = 138.58 ppm.

Figura 16. Espectro de RMN-13C del compuesto 5b (100 MHz, CDCls)

Para realizar una asignaciéon completa de las sefiales de *H y 13C de los
BODIPYs 5a-c se emplearon otros experimentos de RMN bidimensionales,
particularmente HSQC (*H-3C) y HMBC (*H-'3C). Como ejemplo, se
muestran el espectro de correlacion heteronuclear HSQC obtenido para el

compuesto 5b (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de correlacion heteronuclear HSQC (*H-'3C) de 5b
(400 MHz, CDCIl3)

Para los compuestos 5a-d se obtuvieron también los espectros de RMN
de 1B y 19F, ejemplificados con los espectros obtenidos para 5b (Figura
18), en estos espectros se observa una sefial triple y una cuadruple
respectivamente, dichas sefales se deben al acoplamiento B-F. La forma
y multiplicidad de las sefales es la misma en todos los BODIPYs
sintetizados, excepto en el caso del BODIPY 5c que se observa una
multiplicidad diferente en la RMN-'°F debido a que los Fldor no son

magnéticamente equivalentes (Figura 19).
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Figura 18. Espectros de RMN de 1°F (376 MHz, CDCIs) (arriba) y de 'B
(128 MHz, CDCls) (abajo) del BODIPY 5b.
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Figura 19. Espectros de RMN-'°F (376 MHz, CDCIls) para 5c.

En el caso del BODIPY 5d el espectro de RMN de *H cambia con respecto
a los otros compuestos debido a que el indol se coordina en lugar de un
pirrol el ndcleo del BODIPY pierde simetria y no se observa ninguna sefal
que integre para dos hidrégenos (Figura 20). Pero aun siguen presentes
las sefales caracteristicas del nicleo BODIPY una sefial en 6 = 7.35 ppm
correspondiente al hidrégeno H-1, una sefial en 6 = 6.95 ppm del
hidrégeno H-3 y una sefial en 6 = 6.53 ppm correspondiente al hidrégeno
H-2 del ndcleo del BODIPY; ademas se observa una sefial en 6 = 9.39
ppm correspondiente al NH del pirrol; y finalmente se observan las

sefales aromaticas del grupo indol.
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Figura 20. Espectro de RMN-1H para 5d (400 MHz, CDCls)

De igual forma el espectro de RMN-13C del producto 5d (Figura 21) cambié
haciendo que las sefales aromaticas del grupo indol se fueran hacia
campos mas bajos. Al perder la simetria se observa una mayor cantidad
de sefiales comparado con los espectros de RMN de 13C de los productos

5a-c.
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Figura 21. Espectro de RMN-13C para 5d (100 MHz, CDCIs)

Se obtuvo el espectro de absorcion UV-Vis (Figura 22) para los
compuestos 5a (Amax = 498.55 nm), 5b (Amax = 512.69 nm), 5¢ (Amax =
507.08 nm) y 5d (Amax = 524.00 nm) empleando CHCI3z como disolvente.
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Figura 22. Espectros de UV-Visible de los compuestos 5a-d en CHCls.

Se lograron obtener cristales adecuados de los BODIPYs 5a, 5b y 5d para
su difraccion de rayos X de monocristal (Figura 23), y asi se logré
confirmar las estructuras moleculares planteadas con los experimentos de
RMN. Ademas, se observaron distintos angulos entre el plano formado por
el nuacleo del BODIPY y el formado por el indol. También en la tabla 2 se

muestran las distancias de enlace de importancia.

BODIPY Longitud de Longitud de Angulo N-B-F
enlace N-B enlace B-F
5a 1.53 A 1.39 A 109.8 °
5b 1.52 A 1.38 A 110.9 °
5d 1.52 A 1.39 A 110.8 |

Tabla 2. Longitudes de enlace y angulos seleccionados.
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Figura 23. Difraccidon de rayos X de monocristal de los compuestos 5a,

5b y 5d.

5. Conclusiones.

Se exploro la viabilidad sintética de los compuestos 5a-5¢c mediante
diversas metodologias, dando como resultado que en las
condiciones clasicas de reaccion se obtienen otros productos.

Se sintetizaron los compuestos 2a-2c y se identificaron mediante
RMN 1H.
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Se logro la sintesis de los compuestos 4a-c y fueron caracterizados
mediante técnicas de RMN en disolucién monodimensionales (*H,
13C, 11B, 1°F) y bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY, NOESY), asi
como por espectroscopia IR, UV-Vis y espectrometria de masas de

alta resolucion.

Se sintetizaron los compuestos 5a-d y fueron caracterizados
mediante técnicas de RMN, asi como por espectroscopia IR, UV-Vis
y espectrometria de masas de alta resolucion. Estos compuestos al
poseer un residuo de triptofano se espera que la entrada a la célula
se vea favorecida y que muestren ingreso selectivo a algun

organelo.
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5a 5b 5c 5d

e Se obtuvieron cristales adecuados de los BODIPYs 5a, 5b y 5d para

su difraccion de rayos X de monocristal.

6. Desarrollo experimental.
6.1 Consideraciones generales.

Todos los reactivos fueron comprados de proveedores comerciales
y usados como fueron recibidos. Por otro lado, los disolventes que se
emplearon durante la parte experimental fueron grado quimicamente

puros, y se destilaron antes de su uso.

Las reacciones se siguieron mediante cromatografia en capa fina (CCF)
en placas ALUGRAM SIL G/UV254 de MACHEREY-NAGEL; una vez eluidas,
las placas fueron reveladas por exposicion a una lampara UV. Los puntos
de fusion fueron medidos en un equipo Barnstead Electrothermal 9300 y

no estan corregidos.

Los experimentos de RMN fueron realizados en espectrometros Bruker
ARX 300, Bruker BioSpin GmbH 400, Varian MR-400 y ECZ500R; los
experimentos fueron realizados en cloroformo deuterado (CDCI3) y
acetona deuterada (Acetona-ds). Los desplazamientos quimicos son
relativos a las sefiales del disolvente, fijadasen 6 = 7.26 ppmy 6 = 2.84
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ppm para RMN-H, y §= 77.00 ppm y 29.84 ppm para RMN-13C

respectivamente.

Los experimentos de EMAR se determinaron usando un espectrometro
Agilent Technologies MS-TOF*. Los espectros de IR y UV-Vis fueron
obtenidos utilizando espectrofotometros FTIR/FIR Spectrum 400 de

Perkin-Elmer y Thermo Scientific Evolution Array respectivamente a 25°C.

6.2. Sintesis de formil-indoles N-Boc protegidos.
Metodologia general.

A una disolucion en bafio de hielo de un aldehido aroméatico (1a-c)
(1 mmol) en acetonitrilo (3 mL) se le agreg6 ditert-butil dicarbonato (1
mmol) y 4-dimetilaminopiridina (0.06 mmol). La solucién se agité a
temperatura ambiente. Después el acetonitrilo fue evaporado a presion
reducida, el crudo de reaccion fue disuelto en diclorometano y el residuo
organico se extrajo con agua y salmuera. La fase organica se sec6 con
Na2SO0acanhy Y €l disolvente residual se evaporoé a presion reducida. El crudo

se purific6 mediante recristalizacion de un disolvente apropiado.

N-Boc-indol-3-carboxaldehido (2a)

0\ ; Se siguidé la metodologia general, empleando indol-3-
5 A \, carboxaldehido (1 g, 6.9 mmol) (1a). La reaccion se
4 N agitd a temperatura ambiente durante 2 horas y el
’ 0)'\0 . crudo se recristalizé de hexano, para obtener 1.3341 g

H;

HC cH, © (5.44 mmol, 79%) de un sélido color blanco. Punto de

fusion: 132 - 135 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls) &
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10.10 (s, 1H, H-1), 8.31 - 8.27 (m, 1H, H-6), 8.24 (s, 1H, H-2), 8.15 (d,
J = 7.8 Hz, 1H, H-3), 7.46 - 7.34 (m, 2H, H-4, H-5), 1.71 (s, 9H, H-7).

N-Boc-indol-2-carboxaldehido (2b).

- 2 o Se sigui6 la metodologia general, empleando indol-2-
N_7 :

4 N carboxaldehido (400 mg, 2.76 mmol) (1b). La reacciéon

? )/'\o se agité a temperatura ambiente durante 3 horas y el

OH3C)V(;H3 crudo se tratd con carbén activado y después se

7 recristaliz6 de hexano, para obtener 489.6 mg (1.99

mmol, 72%) de un sélido color amarillo. Punto de fusion: 74 - 76 °C.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) & 10.26 (s, 1H, H-1), 8.01 - 7.98 (m, 1H, H-

3), 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-6), 7.31 (ddd, J = 8.9, 7.4, 1.4 Hz, 1H, H-
2), 7.15 - 7.08 (m, 2H, H-4, H-5), 1.54 (s, 9H, H-7).

N-Boc-indol-7-carboxaldehido (2c).

Se siguidé la metodologia general, empleando indol-7-
carboxaldehido (400 mg, 2.76 mmol) (1c). La reacciéon

se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas y el

CH,

HsC  CH crudo se recristaliz6 de pentano, para obtener 234.8
3
7

mg (1.52 mmol, 55%) de un soélido color café. Punto de
fusién: 87 - 90 °C. RMN-1H (400 MHz, CDCIz) & 10.58 (s, 1H, H-1), 7.76
(s, 1H, H-6), 7.74 - 7.73 (m, 1H, H-5), 7.62 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-3),
7.35 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-4), 6.66 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-2), 1.63 (s, 9H,
H-7).
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6.3. Sintesis de meso-indolil dipirrometanos N-Boc protegidos.
Metodologia general.

A una solucion en agitacion de un aldehido N-Boc protegido (2a-c)
(1 mmol) en pirrol (8 mmol), previamente burbujeada con nitrégeno por
10 minutos, se le agregdé CF3COOH (0.15 mmol) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente, posteriormente el crudo se vertié sobre agua con
hielo y bajo agitacion vigorosa. Se extrajo la fase organica y se lavo con

agua. El crudo se purific6 mediante cromatografia en columna.

meso-(N-Boc-indol-3-il)-dipirrometano (4a).

Se siguid la metodologia general, empleando 2a (1.26
g, 5.14 mmol). La reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante una hora, se utiliz0 una mezcla
hexano/acetato de etilo 8/2 como eluyente, para
obtener 799.9 mg (2.21 mmol, 43%) de un sélido color
verde. Punto de fusion: 134 - 136 °C. FTIR-ATR (v,
cm™1): 3351, 2982, 1709, 1608, 1561, 1273, 1262, 713. UV-Vis (CHCI3)
Amax (NM) 241. RMN-1H (400 MHz, CDCls) & 8.16 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-
12), 7.99 (s, 2H, NH), 7.41 (s, 1H, H-7), 7.36 — 7.30 (m, 2H, H-10, H-
11), 7.18 (td, J = 7.6, 3.5 Hz, 1H, H-9), 6.67 (s, 2H, H-1), 6.19 (q, J =
2.7 Hz, 2H, H-2), 6.07 (s, 2H, H-3), 5.68 (s, 1H, H-5), 1.69 (d, J = 4.1
Hz, 9H, H-16). RMN-13C (100 MHz, CDCl3) & 149.71 (C-14), 135.70 (C-
8), 131.14 (C-4), 129.53 (C-13), 124.52 (C-11), 124.10 (C-7), 122.65
(C-9), 121.71 (C-6), 119.73 (C-10), 117.11 (C-1), 115.24 (C-12), 108.40
(C-2), 106.82 (C-3), 83.79 (C-5), 35.16 (C-15), 28.13 (C-16). EMAR
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(ESI-TOF*) m/z: [M*+H]* observado 362.1863, requerido para
C22H24N302: 362.1866 error: 0.24 ppm.

meso-(N-Boc-indol-2-il)-dipirrometano (4b).

Se siguié la metodologia general, empleando 2b
(400 mg, 1.63 mmol). La reacciobn se agitdé a
temperatura ambiente durante 45 minutos, se utilizé
una mezcla hexano/acetato de etilo 8/2 como

eluyente, para obtener 144.3 mg (0.4 mmol, 25%)

de un aceite color negro. FTIR- FTIR-ATR (v, cm™):
3379, 2978, 1726, 1590, 1561, 1253, 1155, 712. UV-Vis (CHCI3) Amax
(nm) 242. RMN-1H (400 MHz, CDCl3) & 8.13 - 8.10 (m, 1H, H-9), 7.95
(s, 2H, NH), 7.45 - 7.42 (m, 1H, H-10), 7.30 (ddd, J = 8.5, 7.5, 1.4 Hz,
1H, H-11), 7.22 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, H-12), 6.66 (td, J = 2.7, 1.6 Hz,
2H, H-1), 6.30 (s, 1H, H-5), 6.19 (q, J = 2.7 Hz, 2H, H-2), 6.12 (s, 1H,
H-7), 5.97 (ddt, J = 3.4, 1.8, 0.9 Hz, 2H, H-3), 1.54 (s, 9H, H-16). RMN-
13C (100 MHz, CDCl3) & 150.18 (C-14), 141.73 (C-13), 136.90 (C-8),
131.24 (C-4), 128.44 (C-6), 123.83 (C-11), 122.60 (C-12), 120.24 (C-
10), 117.09 (C-1), 115.34 (C-9), 109.40 (C-7), 108.26 (C-2), 106.87 (C-
3), 84.03 (C-5), 38.09 (C-15), 27.82 (C-16). EMAR (ESI-TOF*) m/z:
[M*+H]* observado 362.1863, requerido para Cz2H24N302: 362.1866
error: 0.82 ppm.

meso-(N-Boc-indol-7-il)-dipirrometano (4c).
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Se siguio la metodologia general, empleando 2c (370
* mg, 1.5 mmol). La reaccidén se agitd a temperatura
ambiente durante 60 minutos, se utiliz6 una mezcla

hexano/acetato de etilo 8/2 como eluyente, para

obtener 68.6 mg (0.19 mmol, 13%) de un sdlido color
negro. Punto de fusiéon: 125 - 127 °C. FTIR- FTIR-ATR (v, cm™): 3407,
2956, 1731, 1579, 1561, 1258, 1147, 710. UV-Vis (CHCI3) Amax (nmM) 242.
RMN-1H (400 MHz, CDCIz) & 8.26 (s, 2H, NH), 7.49 (d, J = 3.8 Hz, 1H,
H-12), 7.47 (dd, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H, H-9), 7.21 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-8),
7.09 (dd, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H, H-7), 6.72 (s, 1H, H-5), 6.68 (q, J = 2.7
Hz, 2H, H-1), 6.57 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-11), 6.13 (q, J = 2.7 Hz, 2H, H-
2), 5.84 - 5.81 (m, 2H, H-3), 1.60 (s, 9H, H-16). RMN-13C (100 MHz,
CDCl3) & 150.22 (C-14), 133.38 (C-13), 133.14 (C-4), 132.50 (C-8),
129.99 (C-6), 128.53 (C-12), 126.24 (C-7), 123.49 (C-8), 119.80 (C-9),
116.82 (C-1), 107.87 (C-2), 107.57 (C-11), 106.81 (C-3), 83.69 (C-5),
39.89 (C-15), 27.99 (C-16). EMAR (ESI-TOF*) m/z: [M*+H]* observado
362.1863, requerido para Cz2H24N302: 362.1864 error: 0.20 ppm.

6.4 Sintesis de BODIPYs objetivo (5a-d).
Metodologia general.

A una disolucion de un dipirrometano (4a-c) (1 mmol) en
diclorometano seco (10 mL) se le agregdé DDQ (2,3-dicloro-5,6-diciano-
1,4-benzoquinona) (1.2 mmol) y la mezcla se llevé a temperatura de
reflujo durante 30 minutos bajo una atmodsfera de nitrégeno.
Posteriormente se adicion0 BFz-OEt> (16 mmol) y trietilamina (4 mmol) a
0 °C, seguido por calentamiento a reflujo. El crudo se vertido en agua con

hielo, se filtro y se extrajo con diclorometano. El disolvente residual se
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evaporo a presion reducida y el crudo se purificdé por cromatografia en

columna.

meso-(1H-indol-3-il)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (5a).

Se siguio la metodologia general, empleando 4a (550 mg,
1.53 mmol). La reaccién se agit6é a temperatura de reflujo
durante 2 horas, se utilizé6 una mezcla hexano/acetato de

etilo 8/2 como eluyente, para obtener 231 mg (0.75

mmol, 43 %) de un sdlido naranja. Punto de fusion: 158 -
160 °C. FTIR- FTIR-ATR (v, cm™): 3377, 3121, 3060, 2944, 1536,
1386, 1222, 1123, 1071, 1024, 953, 892, 744, 632, 566, 417. UV-Vis
(CHCI3) hmax (NM) 499. RMN-1H (400 MHz, Acetona-de) & 11.40 - 11.31
(m, 1H, NH), 7.98 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-12), 7.88 - 7.83 (m, 3H, H-1, H-
6), 7.64 - 7.52 (m, 1H, H-9), 7.30 - 7.24 (m, 3H, H-3, H-11), 7.16 (ddd,
J=28.1,7.1, 1.1 Hz, 1H, H-10), 6.59 - 6.52 (m, 2H, H-2). RMN-13C (100
MHz, Acetona-ds) & 142.41 (C-1), 138.40 (C-5), 134.99 (C-13), 132.90
(C-8), 132.72 (C-12), 131.21 (C-11), 127.88 (C-7), 124.38 (C-6), 122.29
(C-3), 120.76 (C-10), 118.16 (C-2), 113.40 (C-9), 112.15 (C-4). RMN-
19F (376 MHz, Acetona-des) & - 144.70 (g, J = 28.4 Hz). RMN-11B (128
MHz, Acetona-ds) & 0.34 (t, J = 28.4 Hz). EMAR (ESI-TOF*) m/z: [M*-
F]* observado 288.1103, requerido para Ci7H12N3BF: 288.1104 error:
0.49 ppm.

meso-(indol-2-il)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (5b)
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Se siguio la metodologia general, empleando 4b (175 mg,
0.48 mmol). La reaccién se agité a temperatura de reflujo
durante 2 horas, se utiliz6 una mezcla hexano/acetato de
etilo 85/15 como eluyente, para obtener 21 mg (0.07
mmol, 14%) de un sélido naranja con brillo metalico. Punto
de fusién: 207 - 209 °C. FTIR- FTIR-ATR (v, cm™): 3406,
3133, 3099, 2954, 1533, 1786, 1224, 1127, 1084, 1017, 952, 894, 734,
667, 576, 465. UV-Vis (CHCI3) Amax (nmM) 513. RMN-1H (400 MHz, CDCls3)
& 8.87 (s, 1H, NH), 7.90 (s, 2H, H-1), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-12),
7.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-9), 7.42 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.32 - 7.26
(m, 3H, H-3, H-10), 7.18 - 7.14 (m, 1H, H-7), 6.61 - 6.53 (M, 2H, H-2).
RMN-13C (100 MHz, CDCI3) 6 142.96 (C-1), 138.58 (C-5), 136.69 (C-13),
133.36 (C-8), 130.93 (C-3), 130.78 (C-4), 128.17 (C-6), 125.72 (C-11),
122.04 (C-12), 121.54 (C-10), 118.55 (C-2), 112.62 (C-7), 111.85 (C-
9). RMN-19F (376 MHz, CDCl3) & -144.31 (q, J =, 28.7 Hz). RMN-11B

(128 MHz, CDCI3) ¢ 0.29 (t, J = 28.7 Hz). EMAR (ESI-TOF*) m/z: [M™*-
F]* observado 288.1102, requerido para Ci7Hi12N3BF: 288.1104 error:
0.27 ppm.

Y 35 mg (0.11 mmol, 24%) de 5d como un soélido
color rojo con brillo metélico. Punto de fusion: 225 -
229 °C. FTIR- FTIR-ATR (v, cm): 3364, 3135,
3057, 2922, 1610, 1536, 1376, 1350, 1033, 979,
944, 877, 738, 641, 578, 503, 429. UV-Vis (CHCls)
Amax (NM) 524. RMN-1H (400 MHz, CDCl3) & 9.40 - 9.34 (m, 1H, NH),
7.95 (s, 1H, H-7), 7.75 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-12), 7.46 (d, J = 8.4 Hz,
1H, H-11), 7.36 - 7.29 (m, 2H, H-1, H-16), 7.26 - 7.21 (m, 2H, H-10, H-
17), 7.01 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-15), 6.94 - 6.90 (m, 1H, H-3), 6.58 (dd,
J=4.3, 1.7 Hz, 1H, H-9), 6.48 (dt, J = 3.6, 2.4 Hz, 1H, H-2). RMN-13C
(100 MHz, CDCl3) & 146.52 (C-13), 144.82 (C-5), 137.78 (C-8), 135.15
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(C-6), 134.87 (C-4), 131.79 (C-10), 130.58 (C-14), 129.40 (C-1), 127.62
(C-17), 126.94 (C-7), 123.34 (C-11), 122.44 (C-16), 121.89 (C-15),
121.20 (C-3), 120.33 (C-9), 115.38 (C-12), 113.05 (C-2). RMN-1°F (376
MHz, CDCl3) § -145.24 (g, J = 29.3 Hz). RMN-11B (128 MHz, CDClz) &
0.85 (t, J = 29.3 Hz). EMAR (ESI-TOF*) m/z: [M*-F]* observado
288.1103, requerido para Ci7H12N3BF: 288.1102 error: 0.13 ppm.

meso-(indol-7-il)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (4c).

Se siguid la metodologia general, empleando 3c (60 mg,
0.19 mmol). La reaccion se agité a temperatura de reflujo
durante 1.5 horas, se utiliz6 una mezcla CH2Cl>/MeOH

95/5 como eluyente para la cromatografia en columna,

para obtener 30.3 mg (0.1 mmol, 53%) de un sdlido rojo.
Punto de fusién: 183-185 °C. FTIR- FTIR-ATR (v, cm™1): 3407, 3139,
3110, 2920, 1535, 1384, 1111, 1068, 1028, 958, 864, 738, 617, 503,
413. UV-Vis (CHCI3) kmax (nm) 507. RMN-1H (400 MHz, CDCl3) & 8.45 (s,
1H, NH), 7.95 (s, 2H, H-1), 7.86 - 7.78 (m, 1H, H-10), 7.34 - 7.26 (m,
1H, H-8), 7.26 - 7.22 (m, 1H, H-12), 7.19 (t, J = 2.8 Hz, 1H, H-9), 6.94
(d, J = 3.9 Hz, 2H, H-3), 6.63 (dd, J = 3.2, 2.1 Hz, 1H, H-13), 6.50 (d, J
= 3.9 Hz, 2H, H-2). RMN-13C (100 MHz, CDCls) & 144.49 (C-7), 144.32
(C-1), 134.70 (C-5), 134.25 (C-6), 131.34 (C-3), 128.90 (C-11), 124.85
(C-9, C-8), 123.53 (C-10), 119.63 (C-12), 118.58 (C-2), 117.26 (C-4),
102.77 (C-13). RMN-1°F (376 MHz, CDCls) & -144.93 (dq, J = 847.1, 28.6
Hz). RMN-11B (128 MHz, CDCl3) & 0.33 (t, J = 28.6 Hz). EMAR (ESI-
TOF*) m/z: [M*-F]* observado 288.1102, requerido para Ci7H12N3BF:
288.1106 error: 0.97 ppm.
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6.5. Espectros de RMN.
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