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Resumen

La induccion de una respuesta molecular empleando luz es el concepto central en novedosos
sistemas de control de procesos a escala microscdpica. La mayoria de estos esquemas se basan en
la transformacion reversible de una sustancia al absorber fotones con la energia apropiada. La
iniciacion de estos cambios con irradiacion externa permite a las sustancias actuar como
interruptores moleculares con control espacial y temporal de la respuesta esperada. Sin embargo,
la mayoria de las sustancias sintetizadas con este fin operan con absorcién lineal de luz con lo que
existen eventos de excitacién a lo largo de todo el camino dptico de la luz, lo que limita la precision
tridimensional de la excitacién. El uso de procesos de dptica no lineal como la absorcién bifoténica
(TPA) puede proveer a los sistemas con una extraordinaria selectividad espacial la cual es necesaria
para aplicaciones como microfabricacién, el almacenamiento &ptico de informaciéon o la
fotoactivacion de compuestos con actividad bioldgica. Los fendmenos de dptica no lineal, como la
absorcién simultdnea de dos fotones, restringen los eventos de excitacion al volumen focal de la
fuente de irradiacion mediante el uso de lentes de enfoque apropiados. La combinacién de buenas
propiedades de absorcién de multiples fotones, y transformaciones quimicas utiles en una misma
molécula constituye un reto de disefio. La optimizacion de ambas propiedades en un solo cromdéforo

esta limitada, ya que los motivos estructurales necesarios interfieren entre si.
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Estructura quimica del compuesto bicromofdrico disefiado CySAP.

La presente tesis propone un disefio modular el cual localiza las propiedades de éptica no lineal en
un croméforo “antena” y la respuesta reactiva a la luz en un fragmento denominado en este

documento como efector. Este disefio permite la optimizacidn de las propiedades de interés de



forma independiente. Brevemente, el funcionamiento del sistema consiste en la TPA por la antena
con una subsecuente migracién de la energia de excitacion al efector para promover la reaccidn
fotoquimica de isomerizacidn. Como prueba de concepto, se disefid el compuesto bicromofdrico
CySAP, el cual busca la sensibilizacidon de la isomerizacion bifoténica de un efector azoico por
transferencia de energia desde los estados electrdnicos superiores de una antena polimetinica. La
antena se derivé de la cianina IR780, la cual tiene una simetria que convierte a la transicién S¢->S;
en permitida por TPA. El efector es un estilbenilazopirrol (SAP) con importante respuesta
fotocrémica. El compuesto SAP y el derivado bicromoférico CySAP fueron sintetizados vy

caracterizados en la presente tesis.
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Diagrama de Jablonski simplificado del disefio del sistema bicromofdrico CySAP

El funcionamiento de este disefio modular requiere que los cromdéforos mantengan su
independencia electrénica para las transiciones electrdnicas por lo que se realizé un cuidadoso
analisis del perfil electrénico de los cromdforos aislados, IR780 y SAP y del constructo bicromoférico
CySAP por espectroscopia 6ptica estdtica. Los resultados confirmaron que el acoplamiento de los
fragmentos por la ligadura éter no resulta en traslapes orbitales que modifiquen las propiedades
Opticas de los cromdforos. La respuesta reactiva a la luz se estudid en primera instancia por
excitacion directa (lineal) del grupo azoico del efector aislado SAP y del compuesto modular CySAP
con una fuente ldser de 430 nm. Estos experimentos confirmaron que el fotocromismo del efector
no se ve entorpecido por la conjugacion con la antena, por lo que se mantiene su actividad como
interruptor molecular. La identidad del fotoproducto y la resistencia a la fatiga del efector se
confirmé por resonancia magnética nuclear de muestras irradiadas hasta alcanzar un estado

fotoestacionario.



La prueba de concepto crucial en esta tesis fue laisomerizacion del efector tras excitacion bifotdnica
de la antena. Para ello, el compuesto CySAP se irradid con una fuente laser pulsada de
femtosegundos entonada a 860 nm. La observacién del fotocromismo caracteristico del grupo azo
confirmé la sensibilizaciéon bifoténica del proceso debido a transferencia de energia desde los

estados electrénicos superiores de la fraccion polimetinica formados por TPA.

Los cdlculos computacionales confirman que el éxito del sistema se debid a la cercania entre los
cromdforos, la orientacion favorable de los momentos dipolares de transicidn y el tiempo de vida
andémalamente largo del estado donador S, de la cianina (en la escala de picosegundos). Ademas, se
determind que la transferencia de energia entre la antena polimetinica y el efector SAP es un
proceso ultrarrapido capaz de competir con la relajacién no radiativa por conversion interna del
estado singulete excitado superior. La dinamica de estados excitados del sistema bicromoférico
CySAP se estudid por la técnica de suma de frecuencias de fluorescencia con resolucidon temporal
de subpicosegundos, y se compard con la dindmica observada para los cromdforos independientes.
La desaparicidon de la componente lenta del decaimiento de la sefial de la cianina y la evolucion
temporal del espectro de fluorescencia resuelto en tiempo confirmaron la aparicién de un
mecanismo de relajacion ultrarrapido. Este proceso se identificd como la transferencia de energia
antena->efector lo que confirmé el mecanismo fotofisico propuesto para el funcionamiento del

disefio modular en CySAP.

Hasta el momento no existen reportes del uso de sistemas polimetinicos para la sensibilizacién de
procesos bifotdnicos. El uso de estos croméforos como antena bifotdnica es especialmente atractivo
para futuras aplicaciones bioldgicas. Por otro lado, este disefio bicromoférico puede ser optimizado
para la incorporacion de antenas con aun mejores propiedades bifotdnicas o tiempos de vida
mayores del estado singulete excitado superior para maximizar el grado de transferencia energética.
El fragmento azoico también puede ser sustituido para incorporar diferentes efectores para fines
diversos lo que permitiria la implementacién del disefio bicromoférico presentado aqui en
aplicaciones que requieran de precision espaciotemporal. Las lecciones aprendidas en esta tesis

abren las puertas al disefio de diversos sistemas modulares para la sensibilizacion de efectores.
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1. Introduccién

La respuesta a la luz es la esencia del funcionamiento de sistemas que requieren el control de
procesos a nivel molecular con estimulos externos. La absorcidn de luz por una molécula provoca la
promocién del sistema a un estado electrénicamente excitado. La relajacidn electrénica del sistema
puede proceder a través de transformaciones quimicas desde la superficie de energia potencial del
estado excitado de tal manera que la irradiacidon puede provocar asi transformaciones quimicas
selectivamente. Esta modalidad de control ha sido explotada en diversas dreas como fotocatélisis,*

la microfabricacién,? el almacenamiento dptico de informacién,® y sistemas de liberacién de

farmacos,* entre otras.

Las transformaciones fotoquimicas pueden ser de caracter reversible, donde la irradiacidon de un
sustrato permite alternar entre dos formas isoméricas estables. Este fendmeno es conocido como
fotocromismo, y ha sido de gran interés reciente para el disefio de interruptores moleculares. La
transformacién fotoinducida puede promover cambios reversibles a nivel macroscépico de sistemas
complejos tales como peliculas poliméricas,® liposomas,® o proteinas. Algunos ejemplos de
fotocromismo son la fotoisomerizacién cis-trans de insaturaciones, y las reacciones electrociclicas

reversibles.

Figura 1.1. Comparacion de absorcion monofotdnica (izquierda) y bifotdnica (derecha). Se observa
que para TPA solo se excita a la region encontrada en el plano focal del objetivo. La fotografia es

propiedad de Steve Ruzin.’

La precisidn espacial de los eventos de isomerizacion puede llegar a un grado extraordinario siempre
y cuando la excitacion ocurra a través de un fendmeno 6ptico no lineal como la absorcion bifotdnica

(TPA por sus siglas en inglés) seglin se muestra en la Figura 1.1. La TPA involucra la interaccion



simultanea de dos fotones con una molécula para promover una transicidn electrdnica, por lo que
el fenémeno es altamente sensible al flujo de fotones, mostrando una dependencia cuadratica con

la irradiancia, I, como se muestra en la ecuacién 1.1: 8

[M*] « [M,] o, I? (1.1)

Donde [M*] representa la concentracion de moléculas excitadas por unidad de tiempo, [Mo] la
concentracidn inicial del croméforo en su estado basal y g, se conoce como el drea transversal de
absorcién bifotdnica. Este Ultimo pardmetro se utiliza para caracterizar la probabilidad promedio de
TPA por una molécula, y se reporta en unidades de GM en honor a Maria Goppert-Mayer quien

describié por primera vez el fendmeno en 1931 (1 GM = 10°%m?*s).

La observacion del fendmeno de TPA requiere el uso de fuentes de luz con gran irradiancia
instantanea como ldseres pulsados enfocados en la muestra. La dependencia cuadratica con la
irradiancia implica que la TPA solo sera significativa en el plano focal de la fuente de irradiacion, por
lo que se pueden localizar los eventos de excitacion en volimenes pequefios (de algunos
femtolitros). Con esto, la TPA provee al sistema de un importante grado de control espacial de los
fendmenos fotoactivables, sin inducir respuestas a lo largo del camino éptico, a diferencia de la

absorcion de un solo fotdn.

trans cis

0.9 nm N\\N 0.5 nm

kgT 6 hv (. ||
B (h2) N
21=360 nm
hp>470 nm S O

hv (1) @
N

u =0 Debye u =3 Debye

Figura 1.2. Fotocromismo caracteristico del azobenceno. Se sefialan las diferencias de geometria y

polaridad entre los isdmeros. Imagen adaptada de la literatura.’

El desarrollo de interruptores moleculares ha sido impulsado de forma importante por la
fotoquimica de azocompuestos. Los azocompuestos se caracterizan por la presencia de un grupo

croméforo azo, -N=N-, donde ambos nitrégenos estdn unidos a un carbono con hibridacién sp?



aromatico. Este grupo funcional presenta isomeria geométrica siendo el isémero E el térmicamente
estable por el menor impedimento estérico entre los sustituyentes. La absorcién de luz ultravioleta
por este compuesto induce la isomerizacion E->Z del grupo funcional a través de intersecciones
conicas en la superficie de energia potencial del estado excitado.’® El fotocromismo de los
azocompuestos trae consigo un gran cambio en el volumen y polaridad de la molécula que altera
subitamente la interaccidn con el medio circundante. La fotoquimica de los azocompuestos ha
permitido su uso como interruptor molecular en diversas aplicaciones como sistemas de liberacion

11-14

de farmacos, sistemas cataliticos,>'® dispositivos de almacenamiento de informacion y energia,

17,18 19-21

polimeros responsivos, maquinas moleculares,?** y para el control de sistemas de

bioldgicos.?*26

La implementacién de azocompuestos como interruptores en sistemas que requieren
confinamiento espacial de los eventos estd limitada por sus pobres propiedades de dptica no
lineal.?’~?° Aunque se ha trabajado arduamente en la mejora de las propiedades bifoténicas de estos
compuestos para resolver estas complicaciones, los alcances han sido més bien limitados.*° La
optimizacion de la TPA requiere arreglos estructurales especificos de los croméforos los cuales
pueden entorpecer su funcionamiento como interruptor molecular. El presente trabajo aporta un
disefio modular bicromoférico en el que la funcionalidad como interruptor molecular y la respuesta
Optica bifotdnica se encuentren localizadas en secciones independientes de la misma molécula. Este
disefo permitiria la optimizacién de la funcionalidad de sus componentes de forma independiente.
El funcionamiento de nuestro disefo bicromofdrico se basa también en la migracién de la energia
de excitacidn bifotdnica del fragmento antena al efector y la subsecuente respuesta fotocrémica de

éste.

En la literatura existen algunos ejemplos donde se usan compuestos para la sensibilizacion éptica
no lineal (por TPA) de procesos fotoquimicos como la generacién de especies reactivas de oxigeno,!
liberacidn de moléculas pequefias,®? y la emisidon de complejos lantanidos.3® Sin embargo, la mayoria
de los sensibilizadores alcanzan niveles por TPA los cuales rapidamente se relajan al estado de
menor energia por medio de relajacidon vibroelectrdnica con el medio. 3*3> Este comportamiento
limita la aplicacion del esquema de sensibilizacidn ya que la energia de uno de los fotones se pierde
en forma de calor hacia el medio, con lo que no es posible sensibilizar procesos fotoquimicos de
mayor energia como el fotocromismo de azocompuestos. La sensibilizacion por TPA de procesos

fotoquimicos requiere que la antena pueda acceder a estados altamente excitados los cuales



deberan tener un tiempo de vida suficientemente largo, que permita la migracién completa de la

excitacion bifotonica hacia el efector.

El grupo de investigacién donde se realizd esta tesis ha estudiado profundamente la posibilidad de
usar cianinas como sensibilizadores de TPA.3%%7 Las cianinas son colorantes orgénicos caracterizados
una cadena conjugada de unidades polimetinicas con grupos N-heterociclos a los extremos de la
cadena los cuales estabilizan la carga positiva del croméforo. La distribucién simétrica de carga de
la estructura y la transicion fuertemente permitida So->S:1 convierten a esta familia de compuestos
en excelentes cromdforos no lineales con coeficientes bifotdnicos en el orden de cientos de GM.238
El interés de utilizar las cianinas como antenas bifotdnicas surge de que los estados excitados
accedidos por TPA tienen tiempos de vida inusualmente largos en el orden de picosegundos.?® Esta
condicidn puede permitir la migracidn de la excitacidn desde dichos estados hacia otras regiones de

la molécula. ¥’

Antena bifoténica:
Cianina IR780
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Figura 1.3. Diseflo modular bicromoférico antena bifotdnica- efector. En la estructura del

compuesto modular se resaltan los croméforos individuales (Antena y Efector) que lo conforman.

Se anexa un esquema simplificado del funcionamiento fotoquimico del compuesto.

El presente trabajo expone una prueba de concepto para la isomerizaciéon de azocompuestos por
excitacion bifotdnica indirecta mediada por transferencia de energia desde estados electrénicos
superiores de compuestos polimetinicos. El disefio modular mostrado en la Figura 1.3 incorpora al
compuesto polimetinico IR780 como antena bifotdnica. La cianina se eligid por sus excelentes

propiedades fotoquimicas como una seccidn transversal bifoténica grande (o, = 460 GM) a 860



nm, y tiempo de vida largo para el estado S, alcanzado por TPA (1=1.4 ps),*® asi como por su facilidad
de modificacion al contar con grupo saliente apropiado en la posicion meso de la cadena (ver Figura
3.13).%° El efector del disefio modular corresponde a un fragmento estilbenilazopirrdlico, un
derivado pirrélico del azobencenos con conjugacién electrénica extendida. Se ha demostrado que
los azoheteroarenos son superiores como interruptores moleculares que los azobencenos
tradicionales ya que tienen mayor estabilidad térmica, mayor rendimiento cuantico de
isomerizacion, requieren fotones de menor energia y los isémeros Z formados tienen tiempos de

vida mas largos. 4+*2

Esta tesis presenta el desarrollo de la investigacion en seis secciones. La primera seccidon de
introduccion presenta una declaracion de la motivacidn tras el desarrollo de sistemas modulares
antena bifotdnica-efector azoico. La segunda seccidon presenta la hipdtesis y los objetivos generales
del proyecto de investigacién. La seccidn tres muestra el trasfondo tedrico y el estado del arte del
desarrollo de efectores moleculares y cromdforos polimetinicos. La seccién cuatro muestra la
metodologia sintética utilizada, la caracterizacion del funcionamiento fotoquimico del compuesto
bicromofdrico y la metodologia computacional para el modelado computacional de la fotoquimica
observada. La quinta seccidn presenta los resultados obtenidos. En esta seccidén se realiza la
interpretacion de los datos obtenidos para explicar la fotoquimica del sistema bicromofdrico y
evaluar su eficiencia como interruptor molecular. Por ultimo, la seccidn seis engloba las
conclusiones generales de la presente investigacidn y las perspectivas para el disefio de sistemas

modulares como el presentado en esta tesis.



2. Hipdtesis y Objetivos

2.1. Hipdtesis

El disefio del sistema bicromoférico CySAP podra mantener la independencia electrénica de los
fragmentos que lo conforma al unirse por una ligadura tipo éter que no permite la conjugacién de
los sistemas m conjugados individuales. Esta unidn no entorpecerd el comportamiento fotocrémico
del efector azoico al no afectarse directamente el enlace isomerizable ni afectara las propiedades

de 6ptica no lineal de la seccion antena.

La transferencia de energia ultrarrdpida desde los estados superiores de la antena polimetinica,
debida a la geometria favorable del sistema bifotdnica y la coincidencia energética de los estados
electrénicos excitados involucrados, permitird la isomerizacion del azocompuesto por excitacién
bifoténica indirecta. Ademas, el fendmeno se beneficiara de la proximidad del par interactuante y
el tiempo de vida andmalamente largo del estado excitado donador. Esta modalidad de excitacion
permitira el promover eventos de isomerizacidén con luz en el infrarrojo cercano con extraordinaria

precision espacial.
2.2. Objetivo General

Disefiar y sintetizar un compuesto bicromofdrico capaz de localizar la funcionalidad 6ptica no lineal
y la respuesta reactiva a la luz en secciones electronicamente independientes de la molécula y
estudiar sus propiedades fotoquimicas como prueba de concepto para la isomerizacién bifotdnica
de azocompuestos por excitacion indirecta mediada por transferencia de energia ultrarrapida a

través del espacio desde los estados superiores de una antena polimetinica.
2.3. Objetivos Especificos

Sintetizar y caracterizar el compuesto bicromoférico CySAP presentado en la Figura 2.1.

Estudiar las transiciones electrénicas de CySAP por espectroscopia éptica estatica para confirmar
la independencia electrénica de los croméforos individuales que lo conforman.

Evaluar el grado de fotoisomerizacidn E->Z del efector SAP por excitacion directa monofotdnica a

430 nm en presencia y ausencia del fragmento antena.



Determinar la velocidad y rendimiento cuantico de fotoisomerizacién del efector en presencia y
ausencia del fragmento antena.

Estudiar la cinética del proceso térmico de isomerizacién Z->E hacia el estado inicial y determinar
el tiempo de vida del isémero Z.

Valorar la resistencia a la fatiga y fotodescomposicién del compuesto bicromoférico CySAP por
espectroscopia dptica y resonancia magnética nuclear de proton.

Caracterizar el proceso de isomerizacion e identificar el fotoproducto por espectroscopia épticay
resonancia magnética bidimensional del estado fotoestacionario.

Establecer intervalos de potencia de irradiacion en el infrarrojo cercano en los que se observen
fendmenos de dptica no lineal sin evidencia de degradacién del compuesto CySAP.

Estudiar la isomerizacién del efector por excitacidon no lineal indirecta en el infrarrojo cercano y
caracterizar el fendmeno de acuerdo con su proporcionalidad con la potencia de irradiacion.
Establecer un modelo tedrico de los procesos fotoquimicos que intervienen en la aproximacion
modular presentada e identificar dreas de oportunidad para la optimizacion del disefio de sistemas
bicromofdricos.

Caracterizar la dindmica de relajaciéon de los estados excitados para recabar evidencia
experimental del proceso de transferencia de energia desde los estados superiores polimetinicos

involucrado en el disefo bicromoférico presentado.

_N

N

7 N—

Figura 2.1. Estructura del compuesto bicromoférico CySAP.



3. Antecedentes

3.1 Absorcién de Luz y Teoria de Perturbaciones Dependiente del

Tiempo*°

El presente trabajo tiene como objetivo el disefio y estudio de sistemas moleculares antena-efector
con respuesta reactiva a la luz por lo que una introduccidn breve al estudio de la fotoquimica es
necesaria. La fotoquimica inicia en el estado basal electrénico de la materia. La interaccion de
radiacién electromagnética con la materia puede promover una transicion electrénica a un estado
excitado por absorcidn de fotones con la energia necesaria. De acuerdo con la ley de Stark-Einstein,
4 una molécula puede absorber un fotdn (Eny) si su energia coincide a la diferencia que existe entre

el estado inicial (Eo) y el estado final (Es):
AE = E-—Eo= hv (3.2)

El estudio cuidadoso del proceso de excitacidon electrénica por absorcidon de luz involucra un
tratamiento mecanico—cuantico del medio y de la radiacion de acuerdo con la teoria de
electrodindmica cuantica. Una aproximacién razonable para la descripcion del fenédmeno es
proponer un sistema semicldsico de la interaccion. Este modelo considera a la materia como un
sistema mecdanico—cuantico, y la luz de manera cladsica como una onda electromagnética oscilante.
La interaccién luz-materia es modelada bajo el formalismo de la teoria de perturbaciones

dependiente del tiempo con estas aproximaciones.
El sistema molecular tiene soluciones para la ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo en
ausencia de la radiacién u otras perturbaciones:

Aog = BQu o3

con energias E,? y funciones de onda 1/),2 para estados estacionarios los cuales dependen solamente
de la posicién de las particulas del sistema. La funcién de onda 1y puede estar construida como

uno o mas determinantes de Slater. Una molécula orgdnica en su estado basal tiene una



configuracién electrénica de capa cerrada con los orbitales de menor energia ocupados. Este estado

corresponde al singulete basal S.

La funcion de onda de la molécula, ¥(t), puede evolucionar si el sistema esta sujeto a una
perturbacién como la exposicion a un campo electromagnético. El nuevo estado molecular
corresponde a una solucion de la Schrédinger dependiente del tiempo que considera la

perturbacién como un hamiltoniano H'.

ROY (D)
i ot

=(H+H' ()Y (3.4)

La perturbacién H' (t) del sistema debido a la radiacion electromagnética consiste en la interaccién
dependiente del tiempo de un grupo {i} de particulas cargadas con el campo eléctrico de la luz.
Considerando una onda linealmente polarizada en el eje x con campo eléctrico oscilante £,(t), el

Hamiltoniano perturbador resulta ser:

(3.5)

H@® = - ZiQi x;Ex ()

En la ecuacidon 3.4 se puede desestimar la dependencia espacial de la perturbacién en la direccidon
de propagacidn. La aproximacion considera que el campo eléctrico £, (t) es practicamente igual
para todos los &tomos en una molécula ya que la longitud de onda de la luz es mucho mayor que las

dimensiones moleculares. De esta manera se tiene que:

(eiwt _ e—iwt)

57 Tw =21V (3.6)

E,(t) = Epsen(2mvt — 2mz) = Eysen(2mvt) = €,

Donde v representa la frecuencia de oscilacién del campo electromagnético y €, la amplitud

maxima del campo eléctrico.

La funciéon de onda dependiente del tiempo W (t) puede construirse con funciones de onda

—iEjt
calculadas para el sistema estacionario 1 introduciendo un factor de fase, tal que, ¥ = ge » .

Debido a que H® es un operador Hermitiano, las funciones ¢,2 forman un conjunto completo y



cualquier solucidn de la ecuacién de Schrédinger, ¥, puede ser expresada como una combinacién

linear de estas funciones:

—iEkt
w(t) = Z a () - Ple R (3.7)
k

Donde los coeficientes a; determinan la contribucién de cada funcién base 19 a la funcién de onda
Y. La probabilidad de encontrar al sistema en cualquier estado 1/;,2 es proporcional al valor de su
coeficiente elevado al cuadrado |a,(t)|%. El valor de estos coeficientes puede fluctuar como

respuesta a la perturbacién aplicada al sistema de acuerdo con la siguiente ecuacion diferencial:

das(©) i(2p-Eg)e

i iy’ e —
P _—Ezk:ak(t)(lp}?w lpR)e  ® (3.8)

Para el caso mas sencillo, la funcidn de onda antes de la perturbacién se considera dominada por
.. . s 0 , 0 . ..
un Unico estado estacionario inicial 1;' con energia E;’, y que el estado posterior a la perturbacion
estard dominado por un estado final 1/)]9. Esta aproximaciéon implica que ningun otro estado
contribuye a la funcidn de onda del sistema en todo momento. De esta manera, el coeficiente del
estado inicial tiene un valor a;(t = 0) = 1 y para cualquier otro estado ay.;(t = 0) = &;. En
condiciones normales de laboratorio la perturbacién del sistema es pequefia y actia en un periodo
corto de tiempo, por lo que el cambio de los coeficientes de expansién, a;, serd despreciable con lo

que la ecuacién que describe la evolucion del coeficiente del estado final as(t) es:

i(Ep-EQ)t

daf(t) i ~, f
WO e oo

dt

Sustituyendo la expresion 3.5 de la perturbaciéon debida a la interaccion de la radiacidon

electromagnética en la ecuacién 3.8 se tiene que:

10



daf(t) _e (eia)t _ e—iwt) i
B h

z Q | lp0> iwf{it (3.10)
. i Xi i€
dt 0 Zl ; L% l

(v?

Donde: E]9 — EL-O (3.11)
(l)fi = T

La resolucién de la ecuacion diferencial 3.9 al integrar desde el tiempo t=0 al tiempo t da lugar a la

} (3.12)

La probabilidad de la transicion inducida por la absorcidn de un fotén queda definida por |af(1:)|2

siguiente expresion para el coeficiente del estado final a cada tiempo:

o= s B[

la cual serd significativa si wr; = w donde el denominador del 2° término se hace cero. Esta
condicién de resonancia energética es la ley de Stark-Einstein (3.1) donde la energia del fotdn

absorbido debe ser igual a la diferencia energética entre los estados. Es decir:
Ef —E) = hw = hv (3.13)

Existe una pequefa probabilidad diferente de cero que la transicién ocurra cuando w no sea
precisamente igual wy; debido a la relacion de incertidumbre entre tiempo y energia. Estados con

un tiempo de vida finito tienen una incertidumbre en su energia.

La probabilidad de inducirse la transicion electronica es proporcional a (¢]9|ZiQi xill,b?) donde
Y.; Q; x; es el componente x del operador momento dipolar eléctrico fi. La expresion generalizada

para cualquier orientacién de la polarizacién del campo eléctrico es:

2
[ imrs)” = [wpiatwd)” + |(w2 || we)| + 1wl .14
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La integral |(1/J})|ﬁ|ll’?)|2 = Uy; se conoce como el momento dipolar de transicion entre los estados
Iy £ Esta cantidad es una propiedad vectorial de la molécula. Una transicion entre estados
electronicos sera permitida siempre que py; # 0. Un valor de momento dipolar de transicion de
cero lg; = Oindica que la transicion esta formalmente prohibida. En el tratamiento tedrico descrito
existen una serie de reglas de selecciéon que indican condiciones que deben tener las transiciones
electrénicas permitidas para una molécula. En orden de adherencia en sistemas reales se tienen las

siguientes reglas de seleccion:

e Regla de seleccién de espin electrdnico: La integral del momento dipolar de transicion tendra
un valor de cero si los estados electrdnicos tienen diferente multiplicidad de espin. El espectro
de absorcion de sustancias organicas, al tener un estado basal de capa cerrada, resulta
Unicamente de transiciones singulete basal - singulete excitado.

e Regla de seleccidn de simetria espacial: La transicion sera prohibida por simetria espacial si el
integrando en la ecuacioén 3.13 resulta antisimétrico a al menos una operacion de simetria del
grupo puntal de la molécula. Una transicion serd permitida solo si el producto de las
representaciones irreducibles del estado excitado y alguna de las coordenadas cartesianas
forma parte de las bases de la representacion irreducible del grupo puntual molecular.

e Regla de seleccidon de simetria local o de traslape: La transicidn electrénica sera prohibida si el
traslape espacial de las funciones de onda es insignificante. Esta regla no es tan estricta como

las anteriores, ya que el traslape orbital no puede ser cero en todo el espacio.

Este tratamiento aproximado para las transiciones electrdnicas usando la teoria de perturbaciones
dependiente del tiempo serd de gran utilidad para conceptualizar otros procesos fotofisicos
involucrados en el funcionamiento de sistemas moleculares como la conversién interna y la
transferencia de energia (ver abajo). Sin embargo, debido al nimero de aproximaciones utilizadas
en la formulacién, las transiciones consideradas formalmente prohibidas podrian tener una

pequefia probabilidad de ocurrir por otros fenémenos.

Experimentalmente, la probabilidad que una molécula absorba un fotén se refleja en su coeficiente

de absorcién molar [L mollcm™] en la ley de Lambert—Beer para una longitud de onda especifica:

12



Iy o
log 7= A=¢ebC (3.15)

Donde I, es la intensidad de irradiacion incidente en la muestra, I la intensidad transmitida al
atravesar la muestra, la cantidad adimensional A es conocida como absorbancia, b es la longitud del
camino dptico de la muestra [cm] y C es la concentracién [mol L] de la especie responsable de la
absorcién de luz. La ley de Lambert-Beer en general es obedecida por la gran mayoria de las
sustancias. Algunas excepciones a esta ley pueden ser debidas a interaccién entre moléculas de
soluto, perturbaciones al equilibrio térmico por radiacién intensa o por la poblacién de estados con

tiempo de vida extremadamente largos.**

La absorbancia de luz a diferentes longitudes de onda permite reconstruir un espectro de absorcion
completo que aporta informaciéon valiosa de las caracteristicas electrénicas de la molécula
estudiada. Esta informacién representa el primer escaldn para el disefio de sistemas moleculares

complejos con respuesta reactiva a la luz como el descrito en el presente trabajo.
3.2. Absorcién Bifotdnica 83846

El disefio molecular desarrollado en el presente trabajo esta enfocado en la sensibilizacion de
procesos fotoquimicos por fenédmenos de excitacién dptica no lineal como la absorcidén bifotdnica.
La absorcidn bifotdnica (TPA) consiste en la absorcion simultanea de dos fotones de un haz que
proveen de energia a una molécula para realizar una transicién electrénica entre dos estados. A
diferencia del proceso de absorcién de un fotdn descrito anteriormente, es posible promover
electrones a estados superiores con fotones de la mitad de la energia necesaria para la transicidn.
Los fotones absorbidos podrian ser de diferente longitud de onda o bien, provenir de haces
distintos. Sin embargo, lo mas comun es que ambos fotones provengan de una misma fuente y sean
de la misma degenerados. La condicidon de resonancia para absorcién de dos fotones degenerados

es:

Ef — E; = 2hv (3.16)
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Fenomenolégicamente, el proceso involucra la interaccion de los dos fotones individuales con el
material en cuestion. Podemos escribir una ecuacidn cinética para la poblacién de moléculas en el

estado excitado correspondiente a la colisién entre dos fotones y la molécula:*’

dM’] _ 1d[hv]

= — = 2 3.17
It > d k,[hv]“[M] ( )

Donde [M*] y [M] representa a la concentracion de moléculas en el estado excitado y basal
respectivamente, [hv] la densidad de fotones en el medio y k; la constante de proporcionalidad. De
acuerdo con la ecuacién 3.17, el fendmeno sigue una cinética de tercer orden, con segundo orden
en la densidad de fotones y primer orden en la concentracién de la molécula en estado basal.
Podemos convertir la densidad de fotones [fotones cm™] a flujo de fotones, ¢ [fotones cm3s?], y
escribir una expresidn para el nimero de fotones absorbidos por el medio por unidad de tiempo y

volumen n(z)'
’ "“hy *

d[hv] d¢ d1°
@ _ _ _
L e [ -

El término o, es conocido como la seccidon o area transversal bifotonica con unidades de

4

cm®*s ., .
[—, " ] Los valores de seccion transversal frecuentemente se reportan en unidades de
Fotén molécula

Goppert Mayer (1 GM=10°°cm?®s) en honor a Maria Gdppert Mayer quien describié originalmente
el fendmeno en 1931. La absorcién bifotdnica no puede ser observado con fuentes tradicionales de
iluminacidn ya que se requiere un flujo intenso de fotones para favorecer la interaccion simultanea
de dos fotones con el cromdéforo. El fendmeno de TPA fue observado hasta 1961 con el uso de

fuentes de irradiacién laser.

El nimero de moléculas excitadas por unidad de tiempo y volumen puede conocerse con la

siguiente expresion derivada de la ecuacion 3.17:

@__dM _1
M dt 2

@ _ 1 (3.19)

nhu =502 [M]¢2

n 2

Esta expresion asume que la concentracién de moléculas en el estado basal, [M], y el flujo de

fotones, [¢p] se mantienen constantes durante la duracién de la excitacién. Esta condicién se

14



satisface si el nimero de fotones absorbidos por pulso es pequefio. Las fuentes de irradiacion para
Optica no lineal usualmente son ldseres pulsados los cuales tienen perfiles gaussianos de intensidad
de irradiacidn tanto espacial como temporalmente, y una solucién completa de la ecuacién 3.18
debe incluir este comportamiento. Sin embargo, es posible simplificar el tratamiento matematico al
considerar que el haz de excitaciéon tenga una intensidad constante en el espacio y que sea
rectangular en tiempo. Estas aproximaciones no afectan en gran medida las estimaciones realizadas
y se llega a resultados muy similares al realizar las soluciones numéricas de las ecuaciones
diferenciales acopladas.®® Integrando la expresién 3.19 a lo largo de la duracién del pulso de

excitacion (1) se tiene que:
n@ (1) = [M](1 — e~ /20297 (5.20)

Esta expresion puede utilizarse para estimar el nimero de moléculas que alcanzan el estado

. . 2 . . .y . , .
excitado durante la duracién del pulso, ng,,,z, al conocer el coeficiente de absorcién bifotdnica y el

flujo de fotones en la muestra.

hv =2 hv
1P2§ 2pA2

Figura 3.1. Diagrama de Jablonski simplificado del fenémeno de absorcidn bifoténica

La absorcién simultanea de dos fotones puede ser visualizada como un proceso en dos pasos como
se muestra en la Figura 3.1. El primer fotdn absorbido induce la transicion del sistema desde el
estado basal ‘IJl-O a un estado intermedio virtual. El estado virtual creado por la polarizacién del
primer fotén es una superposicién de un estado electrénico intermediario W2, y del estado
electrénico basal ‘~Pi°. La presencia del estado W2, en la superposicién permite la absorcién del
segundo fotdn para el sistema transitar a un estado electrdnico real ‘P]?.38 En el formalismo de la

teoria de perturbaciones dependientes del tiempo descrita en la seccidén anterior en la ecuacién 3.8,
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esto equivale a eliminar la aproximacién en la cual asumimos que todos los coeficientes de estados
diferentes al inicial y el final son siempre igual a cero y se considera la variacion libre y poblacién
dindmica parcial de estos estados. La perturbaciéon puede llevar a la acumulacién de estados
intermediarios los cuales pueden permitir la transicion hacia el estado final. El estado intermedio
virtual tiene una incertidumbre energética inmensa por lo que, de acuerdo con la relacién de
incertidumbre entre tiempo y energia, este estado virtual tiene un tiempo de vida infimo. ** Por
este motivo, la TPA es un proceso elemental y no debe considerarse una cascada de dos pasos

monofotdnicos.?

La estimacidn tedrica del coeficiente de absorcidon bifotdnica es posible al realizar una expansién del
estado intermediario sobre todos los estados intermediarios posibles del sistema, similar a la

ecuacion 3.7, llegando a la siguiente expresion vélida para la absorcion de fotones degenerados: 838

2n>2 w? 1 [2 HigeHics

=) —— = (3.21)
72(w) ( 6€Zh? I Wi — W

c

Donde c es la velocidad de la luz, €, es la permitividad del vacio, h la constante de Planck, I la
anchura a media altura de la banda de TPA en unidades de energia, p;;, el momento dipolar de
transicion entre el estado inicial i y algun estado intermediario k, us el momento dipolar de
transicién entre algln estado intermediario k y el estado final f y w;; fue definido anteriormente
en la ecuaciéon 3.11. Esta expresion se simplifica si consideramos que la TPA estd dominado por la

interaccién con un Unico estado intermediario m, tal que: &3®

2

2m\? 4 pku’
o,(w) = (_n) ©__Z_Hmbmy (3.22)
c/ 6€5h? I' (W — w)?

De la ecuacién 3.21 se concluye que la probabilidad de la transicion dependera fuertemente del
momento dipolar de transicion para cada una de las transiciones. Es decir, el fenédmeno sera
favorable si las transiciones individuales monofoténicas i > m y m — f son fuertemente
permitidas y entre mds cerca se encuentre la luz a la condicidn de resonancia w,,; = w. Sin

embargo, la TPA no se observa si la luz utilizada entra en la condicidn de resonancia favoreciéndose
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la absorcién lineal de un solo fotdn sobre el proceso bifotdnico. Por ello, es deseable usar fuentes
pulsadas que se puedan ajustar con tal que la energia de excitacidn de los fotones sea ligeramente

menor a alguna transicidn intermedia del sistema.

Las reglas de seleccidn por simetria especial para la TPA son mutuamente excluyentes con las
encontradas para la absorcidon de un solo fotén descritas en la seccidon anterior. Como ejemplo
tomemos una molécula centrosimétrica con estados i,m y f de simetrias alternantes. En esta
molécula, el estado basal, i, y el estado final, f, tienen simetria gerade (par) y el estado intermedio
m presenta simetria ungerade (impar). Las transiciones i - mym — f entre estados con diferente
paridad estdn permitidas para un solo foton mientras que la transicidon i — f entre estados con la
misma simetria estaria prohibida. Sin embargo, esta transicién i = f seria permitida por TPAy su
intensidad dependera de qué tan favorables sean las transiciones electrénicas de un solo fotdn

involucradas en el mecanismo.

El coeficiente de absorcidn bifotdnica g, es una propiedad molecular por lo que su magnitud
depende de la estructura del cromdforo. El disefio de croméforos bifotdnicos eficientes estd basado
en utilizar motivos estructurales como grupos electrodonadores 1t (D), grupos electroaceptores ©
(A) y puentes w polarizables (®) en arreglos electrénicos que maximizan distribuciones de carga
centrosimétrica como DnD, AnA, DpApD, ApDpA, etc. En la literatura se observa que existe una
correlaciéon fuerte entre la TPA y el cambio en momento cuadrupolar eléctrico al realizarse la
transicidn electrénica. Por lo tanto, las propiedades de TPA pueden optimizarse al aumentar el grado
de desplazamiento de carga utilizando grupos electrodonadores y electroatractores fuertes y

aumentando la longitud de conjugacién r. 8384850

La TPA presenta un esquema novedoso para el disefio de sistemas responsivos que pueden
aprovechar al maximo las ventajas de este fendmeno sobre la absorcion monofotdnica. El proceso
de TPA solo sera significativo en el punto focal de la fuente de irradiacidon debido a la dependencia
cuadratica de este con la irradiancia. La TPA puede restringir los eventos de excitacién al volumen
focal (~1 um3) de un pulso laser incidente lo que concede gran control espacial al fenémeno sin
alteracion al medio circundante (Figura 3.2). Algunas situaciones en las que la localizacion de la
excitacion por TPA se ha explotado son: la microfabricacion de dispositivos electrénicos,!

fotolitografia para microelectrdnica,® almacenamiento dptico de informacién con ultra alta

densidad®® y microscopia de fluorescencia bifotdnica.>%>*->®
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Figura 3.2. Comparacidn absorcion monofotdnica (1PA) y absorcidn bifoténica (TPA). A) Diagrama
de Jablonski para ambos procesos donde hv,(1PA) = 2hv,(2PA). B) Localizacién espacial de los
eventos de excitacidn. C) Fluorescencia de una muestra excitada por ambos procesos épticos. 1zq.:

Excitacién a 480 nm (1PA). Der: Excitacién a 800 nm (TPA).”

La TPA es especialmente util en aplicaciones sensibles a fotones con longitud de onda corta al utilizar
fotones con la mitad de la energia los cuales pueden ser absorbidos exclusivamente por el
cromdforo de interés sin esparcimiento de la irradiacién por interaccidon con el medio circundante.
Esta propiedad de la excitacidon bifotdnica ha sido explotada en esquemas de catalisis fotoredox,>’
fotofarmacia, terapia fotodindmica,*®*° microscopia de fluorescencia TPA,*%**>6  sondas
moleculares bifoténicas,* microfabricacion de estructuras biocompatibles,>*%® fotoliberacién de
farmacos,®*®® entre otras. En particular, el disefio de croméforos bifoténicos ha captado bastante
interés para aplicaciones bioldgicas ya que permite la excitacion de cromdforos en el intervalo de
transparencia biolégica (650—900nm) con mayor penetraciéon en tejidos y menor fotodafio a las

estructuras celulares.®®

El disefio de cromdforos bifotdnicos eficientes requiere un cuidadoso control de la estructura
electrénica de la molécula ya que, si no se satisfacen las variables de disefio, se puede entorpecer
su funcionamiento en los esquemas mencionados. El presente trabajo busca ofrecer una alternativa
modular que desacople la optimizacion de las propiedades dpticas y las de respuesta del sistema
fotoquimico en cuestidn al estar estas propiedades localizadas en croméforos independientes que

solo interacttan por transferencia de energia después de la excitacién del cromdforo antena.
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3.3. Procesos Fotofisicos De Desactivacion De Estados Excitados044.67

El destino de la energia absorbida por un cromdéforo determinard la fotoquimica observada tras la
excitacion electrénica por uno o mas fotones. La energia en exceso del estado electrédnicamente
excitado puede ser disipada al medio por procesos unimoleculares radiativos o no radiativos,
transferida a otras moléculas por procesos bimoleculares o utilizada para promover reacciones
quimicas. La proporcién de eventos de excitacidon que se relajan por un mecanismo especifico se
define como el rendimiento cuantico del proceso, @. Por ejemplo, para el rendimiento cuantico de

fluorescencia:

_ NFo (3.23)

br =

Nexc

Donde ngyo representa al nimero de moléculas en el estado excitado que se relajan por emision de
un fotdén y nex representa al nimero total de eventos de excitacion. La relajacion del estado excitado
no ocurre por un Unico mecanismo si no que todos los procesos posibles se encontraran en
competencia cinética entre si por lo que el rendimiento de cada fendmeno dependera de su
velocidad relativa. Utilizando el mismo fendmeno de fluorescencia como ejemplo, se tiene la

siguiente expresion:

kriuo (3.24)

br

kFluo + kNo Radiativa

Donde kruo €5 la constante de velocidad del proceso de fluorescencia en unidades de tiempo™ y kno
rRadiativa €Ngloba a todos los otros procesos de desactivacion no radiativos diferentes a la fluorescencia
como conversién interna, cruce intersistema, transferencia de energia, reacciones quimicas, etc. La
dindmica de desactivacién de estados excitados se representa visualmente utilizando diagramas de
Jablonski como el mostrado en la Figura 3.3. A continuacion se dara una descripcidén conceptual de
algunos de los procesos de desactivacion unimolecular que seran de importancia para el presente

trabajo.
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A 4

Figura 3.3. Diagrama de Jablonski tipico de los procesos fotofisicos de desactivacién de estados

excitados.

1. Relajacién Vibracional (RV): La absorcion de un fotdon lleva a la molécula a un estado
electronicamente excitado en una configuracién de no equilibrio en la que sus atomos vy el
disolvente circundante no han reaccionado a la nueva distribucién electrénica de acuerdo con el
principio de Frank-Condon. La redistribucion de las moléculas del disolvente es un proceso
ultrarrapido que ocurre en tiempos de sub-ps y es funcion del disolvente. Ademas, como se muestra
la Figura 3.3, la absorcién puede colocar al sistema en un estado vibracionalmente excitado del
estado electréonico en cuestidn. La relajacidn al estado vibracional basal del estado electrénico
puede proceder rapidamente por medio de colisiones con el medio en disolucién. Este es un proceso
no radiativo que resulta en el calentamiento del medio y relajando la molécula al estado basal
vibracional del estado electrénico en el que se encuentra. Ademas, es posible la relajacion
vibracional del estado excitado al redistribuir la energia de exceso a otros modos vibracionales
excitados por un proceso conocido como redistribucidn vibracional intramolecular. Sin importar el
mecanismo exacto, la relajacidn vibracional es un proceso ultrarrapido que ocurre en una escala de

sub-ps con constantes cinéticas kgy = 10135144
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2. Conversion Interna (Cl): Es un proceso isoenergético no radiativo que ocurre por el acoplamiento
vibrénico entre dos niveles vibrénicos de igual energia de diferentes estados electrénicos de la
misma multiplicidad de espin. De acuerdo con la ley de la brecha de Englman y Jortner, la velocidad
del proceso depende de la diferencia energética entre los estados electrdnicos involucrados.®® La
velocidad de relajacion por Cl de estados excitados superiores hacia el primer estado excitado de
igual multiplicidad es un proceso ultrarrapido que ocurre en escalas de tiempo de sub-ps con
constantes cinéticas tipicamente de 10 s%. El proceso de Cl de estos estados es mucho mas rapido
qgue cualquier otro proceso fotoquimico debido a la congestion elevada de estados excitados
cercanos en energia por lo que usualmente este es el mecanismo hegemodnico de relajacién. Esta
caracteristica da origen a la regla de Kasha o Kasha-Vavilov que dicta que cualquier proceso
fotofisico ocurre apreciablemente solo desde el estado excitado de menor energia de una
multiplicidad dada, sin importar cual es el estado excitado inicial.3> Ademas, esta regla también
indica que el rendimiento cudntico de cualquier proceso tenderd a ser independiente de la longitud

de onda de excitacion.®*

La conversion interna hacia el estado electrénico basal desde el estado excitado de menor energia
(S1) es un proceso relativamente mas lento debido a la brecha energética entre los estados.
Tipicamente, la Cl entre los estados S; y So ocurre en una escala de tiempo de ns con constantes
cinéticas usuales, kq<108 s, Existen excepciones a este comportamiento general en el que la CI
hacia el estado basal es un proceso ultrarrapido en escalas de tiempo del orden de femtosegundos.
Este comportamiento anémalo se debe a la presencia de regiones de gran cercania entre las
superficies de energia potencial del estado basal y del estado excitado conocidas como
intersecciones cdnicas. Un famoso ejemplo ocurre en las bases nitrogenadas del ADN donde la Cl
ocurre en tiempos menores a un picosegundo.® Esta caracteristica probablemente protege la

informacidn almacenada del posible fotodafio en el estado excitado.

3. Cruce intersistema (CIS): Transicion no radiativa entre estados excitados de diferente espin
electronico. Estas transiciones estan formalmente prohibidas por espin electrénico. En general, esta
transicion electrénica sera considerablemente mas lenta que otras no prohibidas por spin,
ocurriendo en una escala de tiempo muy variable con constantes cinéticas en el intervalo de 10°-
10%s%, Sin embargo, de acuerdo con las reglas de El-Sayed, el proceso podria tener una probabilidad

apreciable si la transicién involucra estados con diferente simetria orbital, por ejemplo
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Ym,m*)w3(n,m*) como las encontradas en grupos carbonilos y nitroaromaticos los cuales pueden

relajarse rapidamente por Cl con constantes cinéticas de hasta 104 52,7071

4. Fluorescencia: Es un proceso radiativo en el que una molécula se relaja al estado electrdnico basal
con emisién de un fotén cuya energia corresponde a la diferencia energética entre los estados. De
acuerdo con la expresion de Einstein para la probabilidad de emisidn espontdnea, se tiene que la
constante de velocidad caracteristica para el proceso es k=10° s1.* La velocidad del proceso es
independiente de la temperatura y se ve solo ligeramente afectada por la polaridad del medio. El
proceso de fluorescencia de estados superiores (Sn, n>1) suele obedecer la regla de Kasha debido a
su menor velocidad comparada a los procesos no radiativos mencionados con anterioridad. El
reacomodo de la esfera de solvatacidon de la molécula estabiliza al estado excitado inicialmente
formado por lo que la energia del fotén emitido es menor que la energia del fotdn inicialmente
absorbido por la molécula. La diferencia energética se puede estimar como la diferencia entre los
maximos de los espectros de absorcion y emisién conocida como desplazamiento de Stokes. La
separacion entre las bandas de absorcidon y emisidn es un parametro de desempefio importante
para las técnicas de microscopia de fluorescencia ya que permiten mayor sensibilidad de la técnica
al reducir la proporcion de sefial y ruido detectada. La magnitud del desplazamiento serd funcion
del grado de reacomodo de la esfera de solvatacidn por lo que transiciones que involucren un gran

movimiento de la densidad electrénica presentaran desplazamientos de Stokes significativos.

5. Fosforescencia: Es un proceso de desactivacion radiativo que involucra el decaimiento desde un
estado excitado con diferente multiplicidad al estado receptor, por ejemplo, T:2>So. Es una
transiciéon prohibida por spin por lo que sera considerablemente lenta al igual que el CIS y sigue las

mismas reglas de El-Sayed.

La relajacién de los estados excitados superiores por RV y Cl suelen ser los fenémenos de
desactivacién mas rapidos, lo que da lugar a la regla de Kasha-Vavilov anteriormente descrita. Sin
embargo, algunos procesos ultrarrapidos pueden llegar a tener velocidades similares o mayores por
lo que pueden ocurrir antes de la relajacién de estos estados excitados al contrario de lo esperado
por esta regla. Ejemplos de estos procesos ultrarrapidos son algunas reacciones de transferencia
electrdnica, reacciones de transferencia de protdn y reacciones fotocromicas como isomerizaciones
a través de intersecciones cénicas, rupturas de enlaces y cruce intersistema, entre otros.'® Algunos

de estos fendmenos han sido estudiados por nuestro grupo de investigacion con técnicas
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espectroscopicas con alta resolucidn temporal como absorbancia transitoria y suma de frecuencias
de fluorescencia (up-conversion). También es posible observar comportamiento “antikasha” si la
desactivacién de estados excitados por RV y Cl ocurre de manera inusualmente lenta. El ejemplo
clasico es el azuleno donde la fluorescencia detectada proviene principalmente desde el estado S;
ya que la Cl es un proceso lento debido a la gran brecha energética entre los estados S,->S; de 1.9

ev.

El diseio de sistemas con fotofisica antikasha permitiria reducir perdidas energéticas hacia el medio
y explotar la energia de excitacidon completa en esquemas fotoquimicos.®” De particular interés para
el presente trabajo de disefios modulares antena bifotdnica-efector requiere que el cromdforo
antena presente un comportamiento antikasha para poder explotar la energia completa del evento

de excitacion bifotdnica sin Cl hacia el estado S; de la antena.

3.4. Fotocromismo e Interruptores Moleculares Fotoactivables

La seccidn anterior describié una serie de mecanismos de relajacién de estados excitados que
liberan la energia de exceso hacia el medio sin modificar la estructura del cromdéforo. Sin embargo,
algunas sustancias pueden sufrir transformaciones quimicas que proceden desde la superficie de
energia potencial del estado excitado con subsecuente liberacidén de la energia de exceso. Las

reacciones fotoinducidas pueden ser reversibles o irreversibles.

Las reacciones fotoinducidas irreversibles usualmente involucran la fragmentacion de la molécula
en varios componentes. Algunos ejemplos de estas reacciones son la fotoreduccién de grupos
carbonilos y la fotoliberacién de N, proveniente de azoalcanos y azidas.*® Estas reacciones han sido
utilizadas para desarrollar técnicas como el marcaje de fotoafinidad en biologia que aprovechan los
intermediarios altamente reactivos para unir marcadores y asi poder identificar sitios de unidn
desconocidos en proteinas, dindmicas de plegamiento y auxiliar en la elucidacién de estructuras en
disolucién.”? Existe otro grupo de croméforos que se han investigado por sus reacciones
fotoquimicas para poder disefiar grupos protectores fotoldbiles en las que, por un mecanismo
concertado, se fragmenta una molécula sin generar especies altamente reactivas. Por ejemplo, las
cumarinas, derivados del pireno y nitroarilos son capaces de liberar cargas moleculares con gran
precision y han sido investigados como acarreadores moleculares con gran precisién espacial de la

actividad, especialmente en biologia para liberacién de farmacos.>*6%7374
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Producto Producto

Reactivo Reactivo

Figura 3.4. Esquema simplificado de las superficies de energia potencial involucradas en especies
fotocrémicas. lzquierda: Mecanismo de isomerizacion reactivo->producto. Derecha: Isomerizaciéon

reversa producto->reactivo.

Las reacciones fotoquimicas reversibles usualmente son reacciones de isomerizacidn. Los ismeros
existen en la misma superficie de energia potencial y se puede transitar de una forma a otra a través
de un estado electrdnico excitado como se muestra en la Figura 3.4. Esta posibilidad puede ser
considerada como una variacién de la Cl donde, dependiendo de la geometria del estado excitado
en la que se realice el cruce hacia la superficie basal, el proceso puede ser no reactivo y llegar al
estado basal del reactivo original o puede ser reactivo y generar una nueva sustancia en su estado
basal. Este fenédmeno de isomerizacion fotoinducida se conoce también como fotocromismo ya que

usualmente viene acompafiado de cambios significativos del espectro de absorcién del sistema.

En términos generales, los compuestos fotocrémicos se clasifican en dos grupos dependiendo del
método de reconversion a la especie termodindmicamente estable: En el fotocromismo tipo P la
reaccion reversa ocurre solo preferentemente debido a la absorcidn de luz por lo que el sistema es
biestable y la especie generada tiene un tiempo de vida extremadamente largo mientras que en el
fotocromismo tipo T la reaccidn reversa puede ocurrir térmicamente y el tiempo de vida de la

especie generada dependerd del tamafio de la barrera de activacién. ®

Las reacciones fotocromicas usualmente involucran la isomerizacidon de enlaces y reacciones de
cicloadicion como se muestra en la Figura 3.5. La fotoisomerizaciéon por absorcion de luz induce
cambios importantes en la geometria, polaridad de la estructura y espectro de absorcién debido a
cambios en el sistema conjugado del cromdforo. La transformacion localizada de estos sistemas se

ha utilizado para el control de nanosistemas al modificarse la forma en que estos cromdforos
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interactuan con el medio circundante. Estos compuestos con respuesta reactiva a la luz reversible
se les conoce como interruptores moleculares por su capacidad de transitar de un estado a otro tras
absorcién de luz. El desarrollo de interruptores moleculares es un area activa de investigacion y de
gran interés general, siendo el premio nobel de quimica de 2016 otorgado a J. Sauvage, F. Stoddart
y B. Feringa por impulsar el desarrollo de maquinas moleculares. Los interruptores moleculares se
han utilizado para el control de nanoreactores, la activacidn de fluorescencia para microscopia de
localizacién fotoactivada, la propulsion de motores moleculares y el control de canales proteicos
entre otras multiples aplicaciones.”® El desempefio de interruptores moleculares se caracteriza con

los siguientes parametros: #

1) Rendimiento cudntico de fotoisomerizacion (@isom)-

N

Estabilidad térmica relativa de los isémeros.

W

)
)
) Abundancia relativa de los isémeros en el estado fotoestacionario.
) Reproducibilidad y resistencia a fatiga.

)

5) Longitud de onda de excitacion (Agx.)-

El primer caso de fotocromismo a abordar es el ocasionado por la isomerizacién de un doble enlace
C=C o N=N de olefinas y azocompuestos respectivamente. La fotoisomerizacion de estos cromdforos
ocurre a través de una interseccidn cdnica entre las superficies de energia potencial por lo que este
es un fendmeno ultrarrépido el cual puede ocurrir en decenas de femtosegundos.”” Las olefinas son
cromdforos ubicuos en la naturaleza y se incorporan en los centros de respuesta a la luz al detectar
la isomerizacién al absorber un fotdn. Por ejemplo, el 11-cis-retinal se incorpora a las rodopsinas,
las proteinas responsables de la visidn en organismos multicelulares, y es un ejemplo perfecto para
ilustrar el impacto del fotocromismo a nivel microscépico. Al absorber un fotén, el retinal
fotoisomeriza hacia su forma “todo-trans” lo cual introduce un cambio conformacional de la
proteina y ocasiona una cascada de sefializacidn que es interpretado por el sistema nervioso.”
Olefinas isomerizables derivadas del estilbeno han sido introducidas como interruptor molecular
para el control de sistemas cataliticos, ensamblaje supramolecular y en sistemas fotoactivables
huésped-anfitriéon.” Los anillos arométicos en los extremos de la insaturacién convierten al
estibeno en sustancias quimicamente estables, de sintesis sencilla y facil funcionalizaciéon. El
estilbeno es un ejemplo de sistema biestable con fotocromismo tipo P ya que la cinética del proceso
inverso es extremadamente lenta por un mecanismo térmico el cual involucra la ruptura del enlace

doble C=C en el estado de transicion y es susceptible al impedimento estérico de los sustituyentes.
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Por otro lado, los azocompuestos han sido ampliamente utilizados como colorantes por sus
excelentes propiedades épticas y su fotocromismo serd descrito con mayor profundidad en una

seccion posterior de la presente tesis.

A) Olefina B) Azobenceno

hv,(UV) — Q hv (UV-Vis)

—

h R R \0

v, (UV) hvz(UV -Vis),
C) Espiropiranos D) Diarileteno
FaC CE%FZ F2¢” \%Fz

. * . UV)

hv1(UV

.é /[ﬁh hVZ(VIS /5}1\
VIS

E) Aducto Donador-Aceptor F) Dihidropireno

de Stennhouse
(o]
Ay hv, (Vis-NIR)
—
6 " X/Y A

Figura 3.5. Especies fotocrémicas representativas.

8

A diferencia de los interruptores con enlaces isomerizables, el fotocromismo de espiropiranos y
diariletenos involucra la ruptura reversible de enlaces en el croméforo. En ambos casos, la
transformacion quimica consiste en transitar de una estructura con sistemas m aromaticos aislados
a una estructura con un sistema 7 altamente conjugado lo que conlleva a un fuerte desplazamiento
batocrémico de la absorcién del ultravioleta al visible. El mecanismo de fotoisomerizacion del
espiropirano consiste en la ruptura rapida (decenas de ps)* heterolitica del enlace C-O en el estado
excitado y un posterior reacomodo estructural dando como resultado una merocianina. Ademas del
cambio en sus propiedades dpticas, el proceso de fotoisomerizacidon espiropirano-merocianina
ocasiona variaciones drasticas en el pKa del compuesto por lo que este interruptor molecular ha
tenido considerable éxito como fotodcido para el control de nanosistemas sensibles a estimulos
4cido-base.®® Estos compuestos presentan una barrera de activacién pequefia para la reaccién
reversa lo cual limita la aplicacién generalizada de este fotointerruptor por los tiempos de vida
cortos de la especie generada.”® El fotocromismo del diarileteno consiste en una reaccién
electrociclica del motivo estructural hexatrieno en el centro del cromdforo. Este interruptor se

comporta como un sistema biestable con tiempos de vida largos de hasta varios afios debido a Ia
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estructura altamente energética del estado de transicién. Por esta razén el diarileteno se ha

propuesto para sistemas de almacenamiento de informacién molecular. 7

La implementacidn de los fotointerruptores anteriormente mencionados esta limitada por el uso de
luz con longitud de onda en el ultravioleta para iniciar el proceso de interconversién la cual es
facilmente dispersada o absorbida por el medio comparada con luz de longitud de onda mayor. Una
alternativa es el desarrollo de nuevos croméforos fotocrémicos con luz en el visible-infrarrojo
cercano como los aductos de Stenhouse y los dihidropirenos. Los aductos donador-aceptor de
Stenhouse presentan fotocromismo negativo (colorido->incoloro) con importantes cambios en la
estructura y polaridad de la molécula (extendido/hidrofébico -> compacto/hidrofilico) los cuales
pueden iniciar procesos de agregacion de nanoparticulas.®! Modificaciones al grupo electroatractor
(X=Ny Y=C::0) recorren la absorcion del croméforo al infrarrojo cercano sin alterar sus propiedades
como interruptor.?? El mecanismo de transformacion involucra una isomeria E->Z de la olefina
central lo que permite una reaccién electrociclica conrotatoria de 4 electrones 7.28* De manera
similar, el derivado de hidropireno mostrado en la Figura 3.5 presenta fotocromismo negativo con
importante absorcion en el infrarrojo y se ha demostrado la conversién eficiente del sistema al
irradiar con A>800 nm.8 Ambos cromdforos representan alternativas interesantes para el desarrollo
de nuevos sistemas fotoactivables, sin embargo, aun es necesaria mucha exploracidon para

determinar la capacidad de estos disefios.
3.5. Azocompuestos

Los azobencenos y sus derivados han sido histéricamente utilizados como colorantes industriales
debido a la gran diversidad de tonalidades facilmente accesibles y su facil sintesis en medios
acuosos. ¥ El espectro de absorcion de los azocompuestos presenta dos transiciones importantes
como se muestra en la Figura 3.6: La transicién de menor energia So—S:1 corresponde a una
transicion n—mn* poco permitida en el visible mientras que la segunda transicién So—S; es

fuertemente permitida en el UV al tratarse de una transiciéon T—m*.

Ademas de su uso como colorante, los azobencenos han sido de gran interés reciente como especies
fotocromicas debido a su doble enlace azoico, N=N, fotoisomerizable. El isdmero térmicamente
estable es el isémero E el cual puede isomerizarse al isémero Z tras la absorcién de un fotén. El

importante cambio de geometria entre los isémeros los hace candidatos excelentes para
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interruptores moleculares. La fotoisomerizacién de azocompuestos se ha utilizado para el control

externo sobre procesos como en sistemas de liberacion de farmacos,*™** catalisis modulable,*>

19-21

almacenamiento de datos,'” almacenamiento de energia,® polimeros responsivos, y maquinas

22,23
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Figura 3.6. Fotoquimica caracteristica de los azobencenos. Izquierda: Espectro de absorcién del
azobenceno. Derecha: Mecanismo de fotoisomerizacidon del azobenceno. Imagen adaptada de la

literatura.*

La fotoisomerizacién E->Z de la insaturacidn procede por un mecanismo complejo esquematizado
en la Figura 3.6 que involucra la torsién de uno de los anillos aromaticos o la rotacion del enlace N-
N tras la ruptura formal de la insaturacién en el estado excitado.® La sustitucién de alguno de los
grupos arilo por un fragmento heteroaromdtico de menor tamafio podria permitir diferentes
geometrias en el mecanismo de fotoisomerizacion y dar lugar a comportamientos diferentes a los
esperados para el azobenceno.”* El mecanismo de fotoisomerizacién en concreto depende del
estado excitado alcanzado por lo que que los azobencenos no siguen la regla de Kasha-Vavilov y el
rendimiento cuantico de isomerizacion depende de la longitud de onda de excitacion. La
fotoisomerizacidn desde cualquiera de los estados excitados es un proceso ultrarrapido que ocurre
en escalas de tiempo sub-ps via intersecciones cénicas con el estado basal por lo que es un

mecanismo principal de desactivacién del estado excitado con minima fluorescencia.

Los azocompuestos presentan fotocromismo tipo T al ser posible el regreso al isémero E por un
proceso térmico o por un proceso fotoinducido al ser irradiada la especie Z generada. El tiempo de
vida del isomero Z dependera de la magnitud de la barrera térmica de inversién Z->E y del
mecanismo de la reacciéon. El mecanismo de la isomerizacidon espontdnea depende de la polaridad

y viscosidad del medio, asi como de las caracteristicas estructurales del azocompuesto en cuestion.
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Algunas posibilidades se presentan en la Figura 3.7. No existe un tiempo de vida universalmente
ideal y se ha trabajado constantemente en buscar efectores que operen en un amplio intervalo de
tiempos de isomerizacién Z->E (térmica): desde picosegundos,?® nanosegundos,® #segundos,
minutos, % horas, dias,® e incluso afios.’? Esta versatilidad ha permitido implementar efectores
basados en azobencenos para el control de procesos bioldgicos, los cuales ocurren en escalas
variables de tiempo.?® Los espectros de absorcién de los isdmeros E y Z tienen cierto grado de
traslape por lo que la iluminacién de la muestra puede inducir ambos procesos de fotoisomerizacién
hasta alcanzarse una condicién de equilibrio dindmico conocido como estado fotoestacionario (EFE).
El grado de traslape y el tiempo de vida del isémero Z determina el grado de conversidn posible en
el EFE. Laisomerizacién en ambas direcciones no introduce fotodaino y el croméforo puede ser capaz

de realizar incluso miles de ciclos de isomerizacidn sin mostrar signos evidentes de fatiga. %

: —lt
N=N_© Q Q TautnmensmoQ ﬁ
N=N HN—N
m Isémero Z S-cis-hidrazona
N=N

Rot Q Tautomerismo Q
otacion . My
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_____ Nﬂé; ‘ OH . o)

Isomero E S-trans-hidrazona

Figura 3.7. Posibles mecanismos para la isomerizacién espontanea E->Z de azocompuestos. Imagen

adaptada de la literatura.**

Las caracteristicas fotoquimicas del azobenceno como interruptor molecular lo convierten en el
fragmento responsivo mas comunmente utilizado en fotofarmacologia. La fotofarmacologia
consiste en la introduccidn de una unidad fotocrédmica en la estructura de un compuesto bioactivo
para poder modular su actividad bioldgica con estimulos externos precisos.®® El interruptor

molecular puede ser introducido en la periferia de la estructura o sustituir secciones del
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farmacéforo como un bioiséstero® fotoactivable como se muestra en la Figura 3.8 para la
fotoestatina. ** De acuerdo con un articulo de revisién publicado por Trauner,?* el azobenceno es la
unidad responsiva a la luz en mas del 90% de todos los fotofarmacos desarrollados con interesantes
casos de éxito como el fototrexato (derivado del metotrexato)®, las fotoestatinas (derivados de la
combrestatina)® y el azofloxacino (derivado del ciprofloxacino)®* entre otros. El azobenceno
funciona como bioisostero de motivos estructurales frecuentes en farmacoforos como olefinas,
amidas, bencil éteres y bencilaminas por lo que su inclusidon no afecta gravemente la actividad
bioldgica de estos compuestos. % Sin embargo, el uso de azocompuestos en aplicaciones bioldgicas
se encuentra limitado al requerir irradiacion en la regién ultravioleta del espectro, la cual puede
conducir a fototoxicidad generalizada. Tan solo 4 de los 123 fotofdrmacos mencionados en el
articulo de revisién de Trauner demuestran isomerizacién en el intervalo de transparencia biolégica
del infrarrojo cercano, lo cual indica una evidente necesidad de desarrollar derivados del

azobenceno con absorcidn en esta regidn espectral. 2

Farmaco Original Analogo Azoico

OH - - o on B

< O™ O

| OMe H }. = 390-430 nm N
O MeO N — OMe
I :] ). = 500-530
OM OMS MeO ! 0 relajaciénm @OMG
= OMe espontanea, =6 OMe
min
Combrestatina A-4 E-Fotostatina Z-Fotostatina
Inactivo Activo

Figura 3.8. Modificacidn bioisostérica de la combrestatina A-4.92 La sustitucidn de la olefina por el
fragmento azoico permite la reconstruccion del farmacéforo (marcado en azul para los compuestos)
solo en el isdmero Z permitiendo asi la activacién de la respuesta bioldgica tras la isomerizacién

fotoinducida.

La primera aproximacion es la introduccion de patrones de sustitucién Donador—Aceptor en los

extremos del azobenceno (Sistemas push-pull o pseudoestilbeno). Estos auxocromos desplazan el

! Bioisdstero: Grupos funcionales que no alteran la actividad bioldgica de una estructura al ser
intercambiados entre si. 18
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espectro de absorcidn hacia el rojo al disminuir la energia de la transicién 7—n* e incluso llegar a
traslapar esta banda con la banda n-n* de menor energia.®® La principal desventaja de este disefio
es que se favorecen formas tautoméricas tipo hidrazona, lo cual limita la eficiencia de
fototransformacién. El ismero Z de estos compuestos push-pull usualmente tiene un tiempo de
vida extremadamente breve al haber giro libre del enlace N-N en el tautémero hidrazona que lo
revierte rdpidamente a la forma térmicamente mas estable.”8%% Estos azocompuestos pueden ser
utilizados en sistemas que requieren respuestas rapidas y reversibles como para la transmision de
informacidn, control de proteinas de membrana y posibles tratamientos contra la ceguera pero no
en disefios que requieran tiempos largos de permanencia del isémero Z.248°7 Otra alternativa
investigada es la incorporacién de sustituyentes en posicidén orto al grupo azoico como metoxi, fluor
y cloro. Esta aproximacién busca alterar directamente la densidad electrénica del grupo azoico e
inducir un fuerte desplazamiento batocrémico hacia el visible.”®**° A diferencia de azobencenos
push-pull, esta aproximacién conduce a un aumento a la barrera de inversion por impedimento

estérico por lo que no se afecta negativamente el tiempo de vida del isémero generado.

A pesar del amplio abanico de variaciones de azobencenos, estos disefios moleculares se
encuentran limitados al nucleo aromatico de benceno. La inclusién de anillos aromaticos
heterociclicos expande la diversidad estructural e introduce una gran variedad de perfiles estéricos
y electrénicos.** La inclusién de anillos de 5 miembros como pirrol, tiofeno e imidazol ha sido de
gran interés por el caracter electrodonador del anillo w-excesivo y su menor tamafo respecto al
benceno. Estos derivados heteroaromaticos presentan caracteristicas electrénicas similares a los
pseudoestilbenos en los que la banda de la transicién n—n* se encuentra desplazada hacia el rojoy
qgueda sobrepuesta a la banda correspondiente a la transicion n—* formalmente prohibida. Otra
caracteristica interesante de estos azocompuestos es que el menor tamafno del anillo permite
alcanzar geometrias que estabilizan al isémero Z por interacciones no covalentes. **°! De esta
manera, se han desarrollado interruptores con fotocromismo en el visible que permanecen en la
forma Z por periodos prolongados de incluso hasta varios afios.'® La inclusién de unidades vinilicas
o bifenilo en configuraciones push-pull se ha utilizado para extender la conjugacién del sistema e
intensificar el desplazamiento batocrémico de estos disefios. 21! Los esquemas de disefio
anteriormente mencionados han logrado tener variaciones de azocompuestos con fotocromismo

en el visible, sin embargo, ninguno de estos disefios alcanza la meta de fotocromismo en el infrarrojo
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cercano. Existen otras alternativas como la protonacién y la coordinacién de boro sobre el grupo

azoico, pero la fotoisomerizacién de estos compuestos no se ha estudiado a detalle. 2027104

El problema de la longitud de onda de excitacidn podria eludirse si se disefiaran sistemas con
fotocromismo iniciado por eventos de excitacién bifdtonica con luz en el infrarrojo cercano.
Lamentablemente, los azocompuestos no son los mejores compuestos en términos de sus
propiedades dpticas no lineales al tener valores de seccidn transversal de absorcion bifotdnica de
hasta 10 GM.? Aunque existen algunos ejemplos en la literatura de azocompuestos disefiados para
este fin con 6,=10%-10° GM, estos disefios estan restringidos a arquitecturas con motivos dipolares
o centrosimétricos cuadrupolares optimizados. Esta condicién limita su uso generalizado en

aplicaciones bioldgicas al no ser modificaciones menores de sustancias activas. 3

La propuesta presentada en el presente trabajo consiste en un disefio que incorpore la excitacién
bifotdnica indirecta de azocompuestos. Esta aproximacién involucra un disefio modular en el que
las propiedades de absorcion bifotdnica se localizan en una seccién y transfiere la energia de
excitacion a otro cromdforo responsable de la respuesta dentro de la misma molécula. En la
literatura existen solo algunos ejemplos que se asemejan a nuestro disefio modular, lo cual sefiala
laimportancia de trabajar en esta alternativa. Como ejemplos de disefios previos, Kovalenko y Hecht
utilizaron un fragmento triarilamina para sensibilizar la isomerizacidn bifotdnica Z->E de un
azobenceno sin embargo los bajos valores de o, de la antena fue una limitante importante del
sistema.1%1% por otro lado, Croissant introdujo fluoréforos bifoténicos derivados del paraciclofano
en nanoparticulas de silica mesoporosa cubiertas de valvulas modificadas con azocompuestos para
la liberacién bifoténica en el infrarrojo de la carga farmacéutica.’”” En el campo de la
fotofarmacologia se destaca el trabajo de Gorostiza para la isomerizacién de ligantes proteicos
azoicos por excitacion bifotdénica indirecta con una antena basada en naftaleno.'® Sin embargo, la
inclusidn del fragmento de naftaleno interfiere con la interaccion del ligante con la proteina por lo
que desarrollos posteriores desecharon su utilizacidn y se centran en sintetizar azocompuestos con
isomerizacion bifotdnica directa.’® Estos ejemplos indican una serie de condiciones minimas para

el funcionamiento de estos disefios modulares:

e Laantena debe tener excelentes propiedades de dptica no lineal.
e Latransferencia de energia antena->efector debe ser eficiente.

e La presencia de la antena no debe impedir el funcionamiento del efector.
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Estas consideraciones fueron incorporadas en el disefio del sistema bicromofdrico antena

bifétonica—efector CySAP de la presente tesis.
3.6. Transferencia de energia electrdnica

El presente trabajo propone un disefio modular capaz de localizar las propiedades de TPA y el
funcionamiento como interruptor molecular en cromdforos independientes de la molécula. El
correcto funcionamiento de este disefio requiere que la energia de excitacién bifoténica inicial sea
transferida del cromdéforo antena al cromdforo efector. Este proceso se conoce como transferencia
de energia electrénica (TE). La migracion de la energia consiste en la relajacién de un estado
singulete excitado al promover la excitacién electrdnica de otro croméforo como se muestra en el

panel A de la Figura 3.9.

A) B)
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Figura 3.9. Transferencia de energia de resonancia por el mecanismo de Forster. A) Diagrama de
Jablonski del proceso. B) Traslape espectral del par donador-aceptor. C) Esquema del factor
orientacional. Los momentos dipolares de transicion se representa como L y Lo para el aceptory

el donador respectivamente.

El fendmeno de transferencia de energia se conoce desde hace casi cien afios al ser observado por
primeravez en 1922 por Cario y Frank en vapores atdmicos de talio y mercurio al detectar la emisidn

de Tl excita en una longitud de onda Unicamente absorbida por Hg.¥° La primera descripcidn tedrica
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fue hecha por Forster en 1948 donde formuld la siguiente ecuacién para la constante de velocidad

para el proceso de transferencia de energia electrdnica:

K2¢;(D) [

— 23
krg = 8.8 x 105 —70ng
0

Fp(Deg()A* dA

Donde ¢ (D) es el rendimiento cuantico de fluorescencia del donador, n el indice de refraccion del
medio, T el tiempo de vida del estado excitado donador en ausencia del aceptor, R la distancia
entre los croméforos, k2 el factor de orientacién entre los momentos dipolares de transicién, Fp (1)
corresponde al espectro de fluorescencia normalizado, £,(1) corresponde a la absorbancia del
aceptor a la longitud de onda A. La integral en la expresion se le conoce como integral de traslape y

puede ser encontrada en la literatura como J(4).
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Figura 3.10. Dependencia de la eficiencia de RET con respecto a la distancia. Ro representa la

distancia de Forster. Imagen reproducida de la literatura. 1

El proceso de TE es extremadamente sensible a la separacion entre los croméforos de acuerdo con
la ecuacidn 3.25 donde se observa una fuerte dependencia inversamente proporcional con la sexta
potencia de la distancia como se muestra también en la Figura 3.10. El pardmetro R, en esta Figura
se conoce como la distancia de Forster y representa la distancia en la que eficiencia del proceso para
dos cromoéforos especificos ha caido al 50%. En 1967 Stryer y Haughland acufian el uso del fenémeno

de TE como una regla espectroscépica al desarrollar técnicas que aprovechan esta sensibilidad

(3.25)
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espacial para medir espectroscépicamente distancias intermoleculares con precisiéon.!*! Por
ejemplo, es posible utilizar la técnica para observar el cambio estructural de macromoléculas en
disolucién al incorporar un par donador-aceptor en diferentes regiones de la estructura y analizar
el grado de transferencia de energia entre los cromdforos. Incluso, con esta técnica es posible
estudiar el plegamiento en tiempo real de una proteina individual al utilizar microscopia de
fluorescencia resuelta en tiempo, lo cual proporciona informacién extraordinaria para el desarrollo
de nuevos modelos bioldgicos. 2 En el contexto del disefio de sistemas antena-efector
interactuantes por TE, es evidente la necesidad de disefiar sistemas que sitlen a los croméforos a

distancias menores que Ropara maximizar la eficiencia del proceso.

Ademas de la cercania entre los croméforos, la eficiencia de la TE depende del grado de coincidencia
energética entre los estados donador y receptor evaluado como la integral de traslape entre el
espectro de fluorescencia del donador y el espectro de absorcion del aceptor como se muestra en
la Figura 3.9. Este comportamiento es similar a lo esperado por la regla de oro de Fermi que dicta
que la velocidad de estos procesos dependerd de la densidad de transiciones de la misma energia.**
La TE por el mecanismo tipo Forster resulta de la interaccién couldmbica entre los fragmentos
donador y aceptor por lo que requiere una orientacion favorable entre los momentos dipolares de

2 mostrado en la Figura 3.9. Un

transicion respectivos, lo cual se evalta con factor de orientacion k
arreglo colineal de los momentos de transicién tendra la maxima eficiencia de TE con un valor de
k% = 4, mientras que un arreglo perpendicular apaga la transferencia con k? = 0. En el caso de
moléculas individuales con plena libertad conformacional y rotacional, se considera un valor de
k2 = 2/3 el cual surge de analizar la orientacién promedio al explorar los dipolos diferentes

orientaciones aleatorias en el tiempo de vida del estado excitado.!3

El modelo desarrollado por Forster considera que la transferencia de energia se da por interacciones
couldémbicas a través del espacio entre los cromdforos. Este mecanismo sera valido si la interaccién
se trata de un acoplamiento débil y la fotofisica de los croméforos individuales no se ve afectada
por la presencia del otro y no existe interaccidn entre los orbitales involucrados. Estas condiciones
se evallan como la ausencia de bandas adicionales en el espectro de absorcidon de los componentes
individuales. Es importante mencionar que la TE no estad mediada por la emisidén y reabsorcién de
fotones entre los croméforos. Un tratamiento mas formal via la teoria de electrodindmica cuantica

indica que la TE ocurre al intercambiar fotones “virtuales” entre el par implicado, pero dado que la
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distancia entre los cromdforos es menor que la longitud de onda reducida del foton (R < A/2mw) , este

es reabsorbido por el aceptor antes de que sus propiedades tengan algun significado fisico.'*

I

I~
—>» ’
I~

Figura 3.11. Mecanismos fotofisicos de transferencia de energia. El mecanismo de Forster consiste
en la relajacion del estado excitado del croméforo donador con la consecuente excitacidn
electrdnica del croméforo aceptor mediada exclusivamente por interacciones couldmbicas entre los
cromoéforos. EI mecanismo de Dexter involucra el intercambio electrénico entre las especies

involucradas.

Otro mecanismo posible para la transferencia de energia es el descrito por Dexter, el cual consiste
en un intercambio electrénico entre las especies como se muestra en la Figura 3.11. En este
mecanismo el cromdéforo donador transfiere un electrén en su estado excitado al aceptor en un
orbital excitado y, de manera simultanea, el aceptor transfiere un electrén desde su estado HOMO
hacia el estado HOMO mono-ocupado del donador. El intercambio electrdnico requiere del traslape

entre los orbitales moleculares involucrados, por ejemplo, via colisiones.*

En sistemas quimicos que incorporan a ambos croméforos (donador y aceptor) muy préximos entre
si, es posible que la transferencia de energia ocurra por los mecanismos tanto de Forster como de
Dexter simultdneamente con lo que ninguno de los modelos aislado sea completamente adecuado
para describir el fendmeno.?*> En particular, la eficiencia del proceso via mecanismo tipo Dexter
dependerd de las caracteristicas electrdnicas y geométricas del segmento enlazante o “puente”.11®
Para efectos del presente trabajo, se utilizard el tratamiento desarrollado por Forster como una
aproximacion del fendmeno. En ambos casos existen factores en comuin entre los mecanismos como

la coincidencia en los niveles energéticos implicados (lo cual se evalda con el grado de traslape

espectral) y la distancia entre los cromadforos.
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El fendmeno de transferencia de energia permite el disefio de sistemas antena-efector en el que un
cromdforo antena complemente las propiedades dpticas de un efector en la molécula. Por ejemplo,
la terapia fotodindmica se fundamenta en el uso de colorantes (antena) que promueven la
generacidon de especies reactivas de oxigeno (efector) que ocasionan respuestas terapéuticas
altamente selectivas y minimamente invasivas. *”1'8 Por otro lado, las técnicas diagndsticas por
fluorescencia utilizan pares donador-aceptor para aumentar la sensibilidad de los métodos ya que
la TE induce una gran separacién entre las longitudes de onda de excitacidon y deteccidn, o al
funcionar como sensores del ambiente intracelular de los tejidos estudiados. 1*%1%° La sensibilizacién
a través de TE permite complementar otros efectores moleculares como catalizadores, emisores
lantanidos y motores moleculares donde la especie en cuestidn sea poco eficiente para la absorcion
de fotones o, como en el caso del presente trabajo, para otorgar propiedades de dptica no lineal

que mejoran su funcionamiento al otorgar extraordinaria precisidon espacial.>:32°7.64.121,122
3.7. Compuestos polimetinicos

Las cianinas son compuestos polimetinicos que han sido utilizados ampliamente como colorantes
orgdnicos y como sensibilizadores en fotografia.'?® La estructura se conforma de unidades metinicas
conjugadas con anillos N-heterociclicos a los extremos de la cadena como se muestra en la Figura
3.12. Los grupos terminales pueden ser iguales y dar lugar a compuestos simétricos con grupo

puntual C,, o diferentes y generar cianinas que pueden ser funcionalizadas selectivamente.*?*

y A,
I\'T\/ Z N
|® n |
R R'

Figura 3.12. Formas candnicas caracteristicas de la estructura resonante de las cianinas.

Las propiedades dpticas de esta familia de pigmentos han sido estudiadas a profundidad.1?3125-127 |

cromdforo caracteristico de este grupo de colorantes es el sistema 7 conjugado mostrado en la
Figura 3.12 que cuenta con un numero impar de atomos en el que la carga positiva esta
deslocalizada a lo largo de la cadena y entre los grupos terminales de nitrégeno. El nimero de
unidades vinilicas y la naturaleza de los grupos heterociclicos permiten ajustar sus propiedades

Opticas, siendo posible encontrar cianinas con maximos de absorcién entre 500-1000 nm.
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El espectro de absorcidon caracteristico de las cianinas esta dominado por la transicidn Se-S; (HOMO-
LUMO) altamente permitida como se muestra en la Figura 3.13. La energia de la transicion HOMO-
LUMO puede disminuir considerablemente al aumentar el tamafio de la caja de potencial
electrénico introduciendo unidades vinilicas. Las cianinas son especialmente sensibles a este efecto
vinilico siendo el desplazamiento batocromico inducido de cerca de 100 nm por cada unidad vinilica,
por lo que, con tan solo con 3 unidades es posible generar croméforos con absorcidn en el infrarrojo
cercano.’ Ademas, la introduccién de unidades vinilicas aumenta el coeficiente de absorcion del

pigmento, conduciendo a valores de coeficiente de absorcién molar mayores a 250000 M*cm™.
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Figura 3.13. Espectro de absorcion de una cianina caracteristica. El espectro y la estructura

corresponden al verde indocianina.

El primer estado excitado es considerablemente emisivo por lo que es posible disefiar pigmentos
polimetinicos capaces de operar en el intervalo de transparencia biolédgica en el infrarrojo cercano
(650—900 nm), lo cual es crucial para aplicaciones bioldgicas no invasivas.®® Por ejemplo, el
pigmento “indocianina verde” es un fluoréforo no toxico aprobado por la FDA como agente de
contraste en angiografia, neurocirugia y cirugia cardiovascular, con absorciéon y emisién en esta
ventana de accién bioldgica (A>800nm).}?° Las cianinas han sido también investigadas como agentes

sensibilizadores de terapia fotodinamica, terapia fototermal y sistemas de liberacién de farmacos

38



por su capacidad de operar en el infrarrojo cercano.'”:13%131 Ademds, se han utilizado cianinas que
incluyen dtomos pesados en su estructura para promover el cruce intersistema y sensibilizar por
transferencia de energia la transiciéon 30,->'0, para su uso en terapia fotodindmica.!*”'*2 Qtras
cianinas han sido utilizadas por su capacidad de transformar la energia absorbida en calor, ya sea
en terapia fototermal promoviendo la muerte celular por el aumento local de temperatura o para
desestabilizar arreglos supramoleculares y activar sistemas de liberacion de farmacos como
liposomas y nanoparticulas.’3!%3136 |3 combinacidon de actividad diagndstica y terapéutica
convierte a las cianinas en poderosos agentes altamente selectivos que combinan propiedades

terapéuticas y diagnosticas (agente terandstico) minimamente invasivas.'®’

Debido a la simetria del croméforo, en las cianinas, los estados excitados tienen simetria alternante
par-impar siendo asi que la primera transicidn So(par)->Si(impar) es sumamente permitida y domina
gran parte del espectro. Sin embargo, es posible observar bandas de absorcidon de mayor energia
correspondientes a transiciones a singuletes excitados superiores, So->S, en la region del
ultravioleta. Algunas de estas son formalmente prohibidas por simetria para un fotéon como la
So(par)->S,(par). Sin embargo, estas transiciones prohibidas para un fotén son permitidas para la
absorcién bifotdnica (TPA) al tener reglas de seleccion mutuamente excluyentes. De acuerdo con la
teoria de TPA descrita en la seccidn anterior, el proceso se ve favorecido al tener estados excitados
con simetrias alternantes y con arreglos electréonicos cuadrupolares. Los grupos N-heterociclicos
actuan también como grupos electrodonadores por lo que las cianinas tienen un arreglo electrénico
simétrico DnD favorable para la optimizacidn de las propiedades de éptica no lineal. Ademads, en
esta familia de compuestos la transicion fuertemente permitida So->S; puede promover la TPA al
aportar favorablemente al estado intermedio para la transicion Se->S,. Estas caracteristicas resultan
en condiciones ideales para la optimizacién de la TPA con valores de seccién transversal bifoténica
entre 50—10000 GM en el infrarrojo cercano.’®® Estos valores son varios 6rdenes de magnitud
mayor que los encontrados para otros colorantes organicos, los cuales tienen valores tipicos entre

0.5-10 GM.*#

A diferencia de las multiples aplicaciones de cianinas con absorcién lineal de luz, sus propiedades
de dptica no lineal han sido menos explotadas en la literatura. La mayoria de las publicaciones que
integran TPA de cianinas utilizan Unicamente el estado excitado S; en sus disefios fotofisicos y se
desestima el incorporar directamente en sus esquemas el estado excitado S; al que se llega por el

proceso no lineal.!31% En otras palabras, la rapida conversién interna S,->S; ocasiona que el
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excitado estado operacional tras la TPA suele considerarse como el estado S; el cual también puede
ser alcanzado por dptica lineal sin requerir fuentes de irradiacidn de alta intensidad y sin perder
resolucidn espacial al utilizar técnicas confocales. Ademas, la baja energia del estado excitado S;
limita el tipo de procesos fotoquimicos que se pueden sensibilizar por TPA. Por ello, el disefio de
sistemas que incorporen de manera efectiva estas propiedades dpticas no lineales requiere
encontrar cianinas que tengan estados excitados superiores con tiempos de vida largos, capaces de
romper la regla de Kasha-Vavilor y asi poder aprovechar la energia completa de la excitacidon

bifotdnica en el esquema fotoquimico.

En un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion se encontré que existen cianinas que
tienen estados excitados S; alcanzados por TPA con tiempos de vida anédmalamente largos de entre
0.5—17 ps.3® Algunas cianinas representativas de este trabajo se muestran en la Figura 3.14. Los
tiempos de vida de los estados excitados cianinicos de este trabajo se ajustaron a lo esperado por
la “ley de la brecha energética” de Englman y Jortner donde la variable crucial para este
comportamiento inusual es la separacidon energética entre los estados S1-S,.3° Este descubrimiento
cred oportunidades para el disefio de nuevas cianinas con estados excitados superiores (S;) de vida
larga. El tiempo de vida del estado S; anédmalamente largo podria permitir la incorporacion de
cianinas como croméforos bifotdnicos para promover otros procesos fotofisicos ultrarrdpidos como
transferencia de energia, transferencia de carga, reacciones fotoquimicas via intersecciones cénicas
y transferencia de protdn intramolecular. En particular, la transferencia de energia ultrarrapida
permitiria utilizar a las cianinas como sensibilizador bifotdnico de otros croméforos efectores. De
esta idea surge el disefio modular que se describe en el presente trabajo donde las propiedades de
Optica no lineal estan localizadas en una seccidn polimetinica y la respuesta fotoquimica en otra

seccion de la molécula.
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4QC3 TC5 IR780

c%=187 GM 6%=320 GM 0%=460 GM

1(S,)=5.4 ps t(S,)=17.5 ps 1(S,)=1.4 ps

A5 = 460 nm A5, =430 nm A5 = 485 nm
22 =1.4x10 52 =1.6x10" 22 =8.1x10°

Figura 3.14. Pigmentos polimetinicos con tiempo de vida largo para el estado singulete excitado

superior S; alcanzado por absorcién bifotdnica.3®

A pesar de tener un menor tiempo de vida relativamente bajo entre las cianinas presentadas, la
cianina heptametinica IR780 se escogié como la posible antena bifoténica del sistema modular
presentado. La IR780 ha sido ampliamente estudiada como colorante fluorescente en el infrarrojo
cercano con mucho éxito y con baja toxicidad celular. La cianina IR780 presenta una acumulacion
preferencial en tejidos tumorales debido a que células cancerosas sobreexpresan proteinas
transportadoras de cationes lipofilicos por lo que esta cianina tiene un gran potencial como agente
diagndstico en medicina.}* 1% Ademds, este compuesto polimetinico presenta una gran afinidad
mediada por glicdlisis por las membranas mitocondriales,’*” y se ha observado que es capaz de
inducir la apoptosis en células de cancer de pulmdn resistentes a farmacos al despolarizar la
membrana y aumentar la generacidn de especies reactivas de oxigeno.'** Adicionalmente, la IR780
puede asimilarse en diferentes tipos de nanoparticulas debido a su caracter de catién lipofilico y se
ha demostrado su posible inclusién en sistemas como liposomas y micelas, asi como en
nanoparticulas biocompatibles con el fin de funcionar como agente fotodinamico/fototermal o para
inducir la liberacién de farmacos con estimulos externos. #8715 De manera un tanto sorprendente,
en la literatura se encuentran pocas aplicaciones de la IR780 que hagan uso de sus propiedades de

Optica no lineal.

Dejando de lado las caracteristicas fotoquimicas y su potencial como agente terandstico es
necesario tener consideraciones practicas respecto a la modificacion estructural de la cianinas. El
atomo de cloro en la posicidon meso de esta molécula puede actuar como grupo saliente por lo que
la IR780 es facilmente funcionalizada por sustitucion nucleofilica con una gran variedad de

151-153

cromadforos como fenoles, alcoholes, aminas, azidas y tioles, sin afectar significativamente sus
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propiedades de dptica no-lineal.3” Al considerar los argumentos sintéticos, terandsticos y fotofisicos
es claro que la cianina IR780 es ideal para esta prueba de concepto para la sensibilizacion bifoténica

de efectores moleculares.
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4. Metodologia

4.1. Sintesis y caracterizacién del compuesto actuador

estilbenilazopirrol y del sistema bicromoférico CySAP

Los reactivos 4-yodoanilina, N-metil-1H-pirrol, 4-hidroxibenzaldehido, trietilamina, terbutéxido de
potasio 1M en THF, bromuro de metil-trifenilfosfonio y yoduro de IR780 fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich y utilizados sin mayor purificacidn. La caracterizacién de los compuestos se realizd

con las siguientes técnicas analiticas:

e La caracterizacion por espectroscopia infrarroja (IR) se adquirid en un espectrometro FT-IR
Perkin-Elmer Spectrum 100.

e La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizd en un espectrometro
Bruker Avance 300 y en un espectrémetro Bruker Avance Ill HD 700. Como disolventes se
utilizaron CDCls, CD,Cl, y DMSO-d6 de acuerdo con la solubilidad de la muestra.

e La espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR) se realizd en un espectrometro JEOL
JMSAX505. Los valores de las sefiales se expresan en unidades de masa/carga.

e El analisis elemental (AE) por combustion en un equipo Thermo Scientific Flash 2000 a 950 °C.

Se usd metionina como estandar de verificacion.

La sintesis se realizé siguiendo una ruta de 4 pasos individuales de sintesis que se describen

brevemente a continuacién y se presentan en la Figura 4.1.

(a) Reaccion de Wittig—Sintesis del Estireno S: Se colocé 15 mmol de PhsPCH3Br en un matraz bola
bajo atmdsfera de nitrégeno. Posteriormente se adiciond 25 ml de una disolucién de terbutdxido
de potasio 1 M en THF y se dejé en agitacién por 10 minutos. Seguido a ello, se agregé 10.6 mmol
de 4-hidroxibenzaldehido y se dejé por 24 h a temperatura ambiente. La reaccidén se terminé al
agregar 100 ml de una solucién acuosa saturada de NH4Cl. El producto fue aislado al realizar
extracciones diclorometano/agua, y lavado con salmuera. La fase organica se secé sobre Na,SO,
anhidro. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna con silica gel, eluyendo un
10% de acetato de etilo (AcOEt) en hexano. El producto se obtuvo como un sélido blanco con un

86% de rendimiento.
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'H RMN (700 MHz, DMSO-d6): 9.51 (s, 1H), 7.49 — 7.14 (m, 2H), 6.74 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 2H), 6.61
(dd, ) =17.6,10.9 Hz, 1H), 5.58 (dd, J = 17.6, 1.1 Hz, 1H), 5.04 (dd, J = 10.9, 1.1 Hz, 1H).

EMAR [ESI+]: tedrico para CsHsO1 [M+H]*: 121.06534, encontrado: 121.06527. Diferencia (ppm)= -
0.60

O (F ——
H,N

OH =

7%

Nx
C( N Cy-SAP
N\

Figura 4.1. Ruta de Sintesis para los compuestos SAP y CySAP. Condiciones experimentales: (a) 1.0
eq. N-metilpirrol, 1.2 eq. 4-yodoanilina, 1.4 eq. NaNO,, HCl, agua/acetona, 0°C, 2h; (b) 1.5 eq.
PhsPCH3Br, 2.5 eq. t-BuOK, THF, t.a., 24h; (c) 1.0 eq. AP, 1.2 eq. S, 2.4 eq. Et3N, 0.1% [ligante pirrdlico
Pd/(N,N)] (Cat), DMF, 160°C, 4h; (d) 2.5 eq. SAP, 55 eq. EtsN, atmodsfera de N», acetonitrilo, t.a.,
24h.

(b) Acoplamiento Diazoico—Sintesis del Azopirrol AP: Se colocé 9.6 mmol de 4-yodoanilina en un
matraz bola con 30 ml de una mezcla de agua/acetona 1:1. La mezcla se enfrié a 0°C y se adiciond
lentamente 13 ml de HCI 12 M. Después, una solucién con 10.6 mmol de NaNO; en 5 ml de agua se
agrego gota a gota y la mezcla de reaccidn se dejé en agitacidon a 0°C por una hora. Posteriormente,
se agrego una disolucion de N-metil-1H-pirrol (8 mmol) y Na,CO; (16 mmol) en 30 ml agua/acetona

1:1. La mezcla se torné rapidamente de color rojo intenso. La reaccién dejo una hora en agitacion a
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temperatura ambiente. La acetona en el medio se removié al vacio y se realizaron extracciones
diclorometano—agua. La fase organica se secd sobre Na,SO,4 anhidro. El producto crudo se purificé
por cromatografia en columna usando silica gel como fase estacionaria y eluyendo con 5-30% AcOEt

en hexano. El compuesto se obtuvo como un sdélido naranja con un 99% de rendimiento.

'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 6 7.99 — 7.77 (m, 2H), 7.63 — 7.48 (m, 2H), 7.33 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 6.65
(dd, ) =4.2,1.7 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 4.2, 2.6 Hz, 1H), 3.92 (s, 3H).

EMAR [ESI+]: tedrico para Ci1H11INs [M+H]*: 311.99976, encontrado: 311.99977. Diferencia (ppm)=
0.01

(c) Acoplamiento Mirozoki-Heck—Sintesis de Estilbenil Azopirrol (SAP): Se utiliz un catalizador de
[Pd/ (N, N) ligante pirrdlico] cuyo uso y sintesis se encuentra descrito en la literatura. 2*>* En un
matraz bola se colocé 7 mmol de AP, 5.4 mmol de S, 0.1% mol del catalizador de Pd y 60 ml de DMF
como disolvente. La mezcla se llevd a reflujo por tres horas. Después de enfriar la mezcla se
adicionaron 40 ml de NH4Cl saturado, y la mezcla se extrajo con diclorometano. La fase organica se
lavd rigurosamente con salmuera para remover el exceso de DMF y fue secada sobre Na,SO,4
anhidro. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna sobre silica gel eluyendo con
50-50% de mezcla AcOEt en hexano. Se obtuvo SAP como un sélido naranja oscuro con un 77% de

rendimiento.
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'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): 9.64 (s, 1H, Hig), 7.75 (d, J = 8.6 Hz,
2H, Hs), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hy), 7.50 — 7.41 (m, 2H, H13), 7.30 = 7.17 (m,
2H, Hz, H11), 7.08 (d, J = 16.4 Hz, 1H, H10), 6.85 - 6.74 (m, 2H, H14), 6.59 (dd,
J=4.1,1.6 Hz, 1H, H4), 6.29 (dd, J = 4.2, 2.6 Hz, 1H, H3), 3.93 (s, 3H, Ha).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg) 6 157.60 (C1s), 151.84 (Cs), 146.06 (Cs),
138.89 (Cy), 129.62 (C11), 128.21 (Cy1,), 128.13 (C13), 128.01 (C2), 126.82 (C5),
124.43 (Cy), 122.13 (Cs), 115.62 (C14), 110.17 (C3), 99.61 (C4), 33.06 (C1).

'H, ¥C-HSQC (300 MHz / 75 MHz, DMSO-dg): 8(*H) / 8(**C) =

3.93/32.66 (H1/ C1), 6.29/109.85 (Hs/ C3), 6.60/99.10 (Ha/ C4), 6.79/115.14 N"N
(H1a/ Cia), 7.12/124.02, 7.05/123.96 (H1o/ Ci0), 7.22/129.05, 7.28/128.98 5 CH
(Hut/ C1), 7.27/127.90 (Hy/ Co), 7.46/127.76 (H1s/ Cus), 7.67/126.60 (H,/ C)), 4 N~ 1 3

7.74/121.61 (Hs/ Cs). H, °C-HMBC (300 MHz / 75 MHz, DMSO-de): 6(H)/ 3 2
6(13C) = 3.94/ 128.69, 146.55 (H1/ Cz,S), 6.30/100.06 (H3/ C4), 6.60/110.64 Figura 1.2. Indices
(Ha/ C), 6.80/116.09, 128.47, 158.02 (H1a/ Ciazz1s ), 7.10,7.04/ 138.93, 2tomicos utilizados

para la asignacion

129.67, 127.11 (Hio/ Copriz), 7.22,7.27/ 124.43, 128.21, 138.93 (Hu/ de sefales en RMN
Cio,120), 7.27/ 99.61, 110.17,146.06 (Ha/ Cass), 7.45/ 156.97, 128.11 (Hus/ para SAP.

Cis13), 7.66/ 124.29, 126.77,151.77 (H7/ C107), 7.76/ 122.03, 138.80 (Hs/ Cs.o).

IR (KBr) vmax 3223.73, 3017.84, 2921.32, 1585.35, 1507.37, 1470.79, 1392.32, 1350.68,
1324.78, 1241.87, 1166.83, 1042.97, 959.76, 834.20, 719.73, 539.73.

EMAR [ESI+]: tedrico para Ci9H1sN3O [M+H]*: 304.14499, encontrado: 304.14357. Diferencia
(ppm)=-4.65.

AE: Calculado: 13.85% N, 75.23% C, 5.65%, encontrado 13.04% N, 73.53 % C, 5.45 % H.

(d) Sustitucion Nucleofilica—Sintesis de sistema bicromoférico Cianina—SAP (CySAP): Se colocd
en un matraz bola 1.1 mmol de IR780-1, 2.7 mmol de SAP, 8 ml de trietilamina (58 mmol) con 80 ml
de acetonitrilo anhidro en atmdsfera inerte. La reaccidn se realiza con un exceso de trietilamina,
para favorecer la desprotonacién del fenol en SAP y promover su capacidad como nucledfilo. La
mezcla se dejo en agitacidn por 24 h a temperatura ambiente y posteriormente a 40°C por 2h. El

disolvente y la base fueron removidos por evaporacién al vacio. El exceso de SAP en la mezcla de
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reaccién se elimind por dos cromatografias en columna consecutivas utilizando diclorometano-
etanol como eluyente vy silica gel como fase estacionaria. El producto crudo se purificé por
recristalizacién via difusién lenta de eter dietilico a una disolucién saturada del producto en DCM.

El compuesto CySAP se obtuvo como un sdélido verde oscuro cristalino con un 74% de rendimiento.

H RMN (700 MHz, CD,Cl,): 7.96 (d, J = 14.1 Hz, 2H, Hao), 7.85 — 7.74 (m, 2H, Hs), 7.65 — 7.55
(M, 4H, Hia, Hy), 7.36 (td, J = 7.7, 1.2 Hz, 2H, Hsa), 7.30 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz, 2H, Hao), 7.20 (td, J = 7.5,
0.9 Hz, 2H, Ha1), 7.16 (d, J = 16.3 Hz, 1H, H), 7.14 — 7.10 (m, 4H, His, Hss), 7.09 (d, J = 16.4 Hz, 1H,
Hio), 6.98 (dd, J = 2.6, 1.7 Hz, 1H, H2), 6.65 (dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 1H, Ha), 6.28 (dd, J = 4.2, 2.6 Hz, 1H,
Hs), 6.04 (d, J = 14.2 Hz, 2H, Ha1), 3.99 (t, J = 7.9, 7.3 Hz, 4H, Hae), 3.95 (s, 3H, H1), 2.73 (t, J = 6.3 Hz,
4H, His), 2.06 (g, J = 6.3 Hz, 2H, Hys), 1.86 (h, J = 7.4 Hz, 4H, Ha7), 1.37 (s, 12H, Has), 1.04 (t, ) = 7.4 Hz,
6H, Has).

13C RMN (176 MHz, CDCl,): 172.86 (C2), 164.72 (Cig), 160.19 (Cis), 153.47 (C), 147.26 (Cs),
142.82 (Ca0), 142.70 (Cas), 141.61 (Cza), 138.84 (Cs), 132.43 (C12), 129.10 (C7), 129.06 (Csz), 128.76
(Ca1), 127.79 (Co), 127.51 (Ca), 127.44 (Cia), 125.57 (Ca1), 122.96 (Cs), 122.72 (Cso), 122.54 (C1),
115.64 (C3), 111.19 (Cs3), 110.74 (Cs), 100.38 (Ca1), 100.30 (Ca), 49.62 (Cz3), 46.50 (Cas), 33.81 (Ca),
28.24 (Czo), 24.94 (Cis), 21.70 (Css), 21.26 (C27), 11.88 (Cas).

Figura 4.3. indices
utilizados para la
asignaciéon de RMN
para Cy-SAP

1H, H-COSY (700 MHz / 700 MHz, CD,Cl,): 8(*H) / 86(*H) = 1.08/1.88 (Hzs/ Ha7), 1.88/4.02
(H27/ Has), 2.10/2.76 (His/ His), 6.07/8.00 (Has/ Hao), 6.32/6.68, 7.02 (Hs/ Ha, Ha), 7.62/7.16 (Haa/
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Has), 7.62/7.82 (Hs/ Hs), 7.16/7.40 (Hss/ Hs2).™H, *C-HSQC (700 MHz / 176 MHz, CD,Cl,): &(*H) /
8(3C) = 1.04/11.29 (Has/ Cas),1.37/27.67 (Has/ Cae), 1.86/20.66 (Hazz/ Caz), 2.07/21.13 (Has/ Cio),
2.73/24.40 (H1s/ Cis), 3.96/33.05 (H1/ C1), 3.99/45.90 (Has/ Cz6), 6.05/99.80 (Hz1/ Ca1), 6.28/110.01
(Hs/ Cs), 6.65/99.50 (Ha/ Ca), 6.98/127.02 (H2/ C3), 7.07/127.15 (H1o/ Cio), 7.11/110.62 (Has/ Cs3),
7.13/115.05 (His/ Cis), 7.15/128.08 (Hi1/ Ci1), 7.20/124.98 (Hss/ Ca1), 7.29/122.17 (Hso/ Cao),
7.36/128.53 (Hsz/ Cs2), 7.59/127.88 (H1a/ C1a, Ha/ C), 7.80/122.36 (Hs/ Cs), 7.97/142.22 (Hao/ Ca0).'H,
13C-HMBC (700 MHz / 176 MHz, CD,Cl): 8(*H) / 8(*3C) = 1.04/20.68, 45.93 (Has/ Ca7,26), 1.37/27.65,
49.04,141.03, 172.27 (Hasf Cas,23,24,22), 1.86/11.29, 45.93 (Ha7/ Cas,26), 2.06/24.36, 121.98 (H1s/ Cis,17),
2.73/24.26, 121.98, 142.13, 164.15 (His/ Cis172016), 3.95/127.21, 146.68 (Hi/ Cas), 3.99/11.29,
20.67,142.25,172.28 (Ha6/ Ca8,27,25,22), 6.04/49.04, 121.96, 142.01 (H21/ C23.17,20), 6.29/127.19, 146.70
(Hs/ Cas), 6.66/127.25, 146.70 (Ha/ Cas), 6.98/99.72,110.15, 127.28, 146.66 (H2/ Caza2s),
7.08/127.21, 131.91 (H1of Ciz12), 7.11/124.92, 141.11 (Hss/ Csn,25),7.12/115.07, 131.87, 159.61 (Hs/
Ciz12,15), 7.15/128.12, 138.15 (H11/ Cize), 7.20/110.62, 122.21, 141.11 (Hss/ Cs33024), 7.30/49.05,
128.53, 142.24 (Hsof Ca3.32,25), 7.36/110.64, 122.20, 142.18 (Hsz/ Cs3:30,25), 7.59/127.43, 159.62 (H1a/
Ciaas), 7.60/122.14,152.90 (H/ Cs;), 7.96/24.35, 121.98, 164.15, 172.27 (Hao/ Cig17,16.22)-

IR (KBr) vmax 2958.91, 2923.43, 2868.63, 1556.07, 1505.46, 1397.06, 1353.05, 1228.10,
1149.55, 1083.01, 1034.67, 993.80, 912.94, 788.72, 707.09.

EMAR [FAB+]: tedrico para CssHgoNsO [M]*: 806.4798, encontrado: 806.4794. diferencia

(ppm)=-0.5

AE: calculado, 7.50% H, 70.73% C, 6.48% H; encontrado, 7.14% N, 68.70% C, 6.40

4.2. Espectroscopia Optica estatica

Los espectros de absorcidn y de fluorescencia fueron obtenidos con los espectrofotémetros Cary-
50 y Cary-eclipse (Varian) respectivamente. Se utilizaron disolventes grado HPLC (Sigma-Aldrich) y
celdas de cuarzo con un paso Optico de 1 cm. Los compuestos fueron repurificados por
recristalizacién (CySAP e IR780) o cromatografia en columna (SAP) antes de ser estudiados. Los
coeficientes de absorcién para SAP y CySAP se determinaron en intervalos de absorbancia menor a
0.8 con el objetivo de evitar efectos de reabsorcion, lo que corresponde a concentraciones en el

intervalo 10°-10"° mol/L.
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La fluorescencia de los compuestos involucrados en el estudio (SAP, IR780 y CySAP) fue estudiada
ya que son parametros para el funcionamiento del esquema antena—efector. El rendimiento
cuantico de fluorescencia de algunos estados excitados de los fluoréforos fue estimado utilizando

diferentes estdndares de fluorescencia con la siguiente ecuacién:

I Absgn® (4.1)
¢Fluo - ¢R IR Abs n122

Donde ¢g es el rendimiento cuantico de fluorescencia del estandar, I e I, son la fluorescencia
integrada de la muestra y el estandar respectivamente, Abs y Absp son la absorbancia de la
muestra y el estdndar en la longitud de onda de excitacién y n y i son los indices de refraccidn del
medio. Como estandar para la fluorescencia del estado S, de la IR780 y del efector SAP se utilizé la
Cumarina 153 (¢ = 0.38)™° mientras que para la fluorescencia del estado S; de CySAP se utiliz6

la misma cianina IR780 como estandar (¢z = 0.076). 1°°

La fluorescencia de los estados excitados superiores del croméforo polimetinico ha sido reportada
previamente.*® La emision de los estados excitados se analizé promoviendo las transiciones So—Sn
excitando con A=385 nm y registrando las sefales correspondientes a los estados cianinicos
superiores. Debido a que se trata de la emisidon proveniente de estados superiores, la forma
completa de la banda de emisidn S,->So es dificil de observar por lo que fue necesario estimar el
pico completo con el uso de un par de curvas log-normal. Un tratamiento similar fue requerido para
visualizar la emision del efector SAP ya que el rendimiento de fluorescencia es minusculo lo cual es
de esperarse ya que los azocompuestos desactivan sus estados excitados principalmente por

conversién interna hacia la forma E o Z (ver seccidn de resultados). 4%°
4.3. Fotoisomerizacion del efector por excitacion directa

Para estos estudios se utilizaron disoluciones 10 uM de CySAP o SAP en acetonitrilo. La
isomerizacion se monitored observando los cambios en el espectro de absorcién con el
espectrofotometro Cary50. Los experimentos de los compuestos SAP y CySAP se realizaron de

forma paralela para poder comparar directamente los resultados obtenidos.
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El primer estudio consistid6 en evaluar la cinética de la fototransformacién hacia el estado
fotoestacionario (EFE) tras excitacion monofotdnica directa en el croméforo azoico de ambas
moléculas. La fuente de irradiacion fue el segundo arménico de un laser pulsado de femtosegundos
con longitud de onda centrada en 432 nm y una potencia ajustable con un filtro de densidad neutral.
El Idser pulsado utilizado es un laser de Titanio: Zafiro (Ti:Za) amplificado con una longitud de onda
original centrada en 865 nm con una frecuencia de repeticién de 1 kHz y pulsos con duracién de 150
fs. Esta fuente de irradiacion también se utilizé para inducir la isomerizacién por excitacidon
bifotonica indirecta (ver abajo). El segundo armdnico fue generado al hacer atravesar el haz por un

cristal de dptica no lineal de B-borato de bario (f-BBO 0.5 mm, 29.2°).

Asi mismo, el tiempo necesario para alcanzar el EFE se estudié evaluando el cambio en el espectro
de absorcién de las muestras como resultado de diferentes tiempos de irradiacion hasta no observar
cambios en el espectro. Para el experimento, la potencia del haz incidente se ajusté en 2 mW. Las
disoluciones se mantuvieron en agitacion durante el experimento para asegurar homogeneidad en
la muestra y reabastecer de moléculas en el estado basal al sitio donde el Idser entra en contacto

con la muestra.

La proporcién entre los isémeros Ey Z en el EFE y la forma del espectro de absorcién del isémero Z
se determinaron a partir del método reportado por Calbo.*? La absorbancia en el EFE se determiné

de acuerdo con la ley de Lambert-Beer de acuerdo a la siguiente ecuacion:
APSS(}') = SE()L)CE(PSS) + SZ()\-)CZ(PSS) (4.2)

Donde Apgs(A) es el valor de absorbancia a una longitud de onda del EFE, €g(X) y €2(A) son los
coeficientes de extincion molar para los ismeros E y Z respectivamente, y Cg y Cz son las
concentraciones de los isdmeros en el EFE. En la expresién no aparece el valor del paso dptico por
simplicidad de la expresidn ya que se utilizan celdas de 1 cm. La expresidn anterior se rearregla para

determinar €7(A):

Apss(A) — €g(A)Cg(PSS) (43)

ez(M) = C,(PSS)

La concentracion inicial de SAP permanece constante durante el experimento, tal que:

Co = C5(PSS) + C,(PSS). Ademas, definiendo la variable f como la fraccién del isémero E en el EFE, f =

c.(Pss . . . ., . L
( )/Co , € introduciendo ambas expresiones en la ecuacién 4.3 se obtiene una ecuacién que se
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puede utilizar para determinar tanto la proporcion de los isémeros en el EFE y el espectro de

absorcién del isémero Z generado:

Apgss(A (4.4)
Aess) g, )+

1-f

gz(A) =

El valor de f se determind con esta aproximaciéon como el promedio de dos valores limites: El valor
limite superior de f es aquel en el que la absorbancia del espectro se mantiene positiva en el
respectivo intervalo de longitudes de onda. El valor limite inferior es el valor de f en el que no se

discierne absorcion obvia del isdmero E en el espectro resultante.

Con respecto al tiempo de vida del isdmero Z, la cinética de isomerizacién térmica de regreso al
isdmero E fue determinada. Se irradid una muestra hasta alcanzar el EFE y posteriormente se
registrd la evolucion del espectro de absorcidn al detener la irradiacién. El proceso se realizé en la
oscuridad para evitar inducir este proceso por via fotoquimica. La reaccién sigue una cinética de

primer orden y con la siguiente ecuacion general se calcula su constante de velocidad:
ln(Aoo - A) = _kZ—>Et + ln(Aoo - Ao) (4.5)

Donde A.. representa la absorbancia de la disolucion a un tiempo infinito donde la reaccién Z->E se
ha completado, A es la absorbancia para cada tiempo t, Ag la absorbancia inicial a t=0y k la constante

de velocidad para la reaccién en unidades de Ms™.

El rendimiento cudntico de fotoisomerizacidn se determind utilizando el programa desarrollado por
Bérjesson. 7 El programa resuelve de manera numeérica la ecuacion cinética para la concentracion

del isdmero E en la disolucién:

d[E] Cp*l*fg Dyxlx*py (4.6)
- _ Z
dt Ny *V Ny *V + kzplZ]

Donde @ es el rendimiento cuantico de fotoisomerizacién, I el flujo de fotones a través de la
muestra, N, el nimero de Avogadro, V el volumen de la disolucién, k,_, ¢ la constante de velocidad
para isomerizacion espontanea del isémero Zy 3 representa la fraccion de fotones absorbidos por
las especies involucradas. La expresién anterior considera tres fendmenos: La fotoisomerizacion

E->Z, el regreso Z> E fotoinducido y la reaccidn térmica espontanea Z>E.



La determinacion de este parametro se realizd utilizando como fuente de irradiacidn un laser
contintdo entonado a 405 nm con una potencia de 2 mW (PicoQuant). Debido a que el proceso de
isomerizacion es sumamente rapido, fue necesario irradiar la muestra dentro de la cdmara del
espectrofotdmetro llevando el haz del Idser desde la mesa dptica hacia el equipo en cuestion. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

La resistencia a la fatiga del efector se estudid sometiendo una muestra a varios ciclos de
fotoisomerizacion y relajacién térmica. Las muestras fueron irradiadas con el segundo armédnico del
l[dser pulsado anteriormente mencionado por un intervalo de 5 minutos y posteriormente
permitiéndoles regresar a su estado original en la oscuridad. El proceso se repitié un total de 5 veces

registrando continuamente el espectro de absorcion de la muestra.
4.4. Resonancia magnética nuclear del estado fotoestacionario

La evolucién temporal de la composicién quimica de disoluciones de SAP y CySAP se estudid por
RMN-H utilizando el espectrometro Bruker Avance Il HD 700. Se utilizd acetonitrilo deuterado
como disolvente. Debido a la baja sensibilidad de la RMN, fue necesario tener concentracion elevada
del analito para tener senales apreciables. Sin embargo, a la vez, se necesitan concentraciones lo
suficientemente bajas para poder inducir fotorreacciones a lo largo de la muestra y no solo en el
frente de la muestra. Balanceando estos efectos, la concentracidn utilizada fue de 0.1 mg/mly 0.01

mg/ml para SAP y CySAP respectivamente.

La relajacidn térmica del ismero Z generado hacia el isémero termodinamicamente estable ocurre
en la escala de tiempo de los experimentos (ver arriba) por lo que fue necesario controlar el tiempo
transcurrido entre la irradiacion hacia el EFE y los experimentos por RMN. Por este fin, la irradiacion
se debid realizar directamente en el tubo de RMN en la proximidad del espectrémetro. Ademas, fue
necesario reducir la duracién de los experimentos para tener resoluciéon temporal del proceso de
isomerizacion por lo que se realizaron 8 barridos con un tiempo de adquisicion de 2.8 s. Los
pardmetros se escogieron para reducir el tiempo requerido para cada experimento a

aproximadamente 30 segundos

Las muestras se irradiaron por 10 minutos utilizando una lampara de halégeno-tungsteno que opera
entre 300-2600 nm (Thorlabs SLS201). Inmediatamente después, las disoluciones se introdujeron

en el espectrémetro y se registraron los espectros de RMN-'H cada minuto a lo largo de dos horas.
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La proporcién de los isomeros presentes se determiné tomando como referencia los valores de las
integrales correspondientes a los picos localizados en 3.95 (E-SAP) y 4.01 (Z-SAP). Ademas, se
analizd un estudié cinético de la evolucién temporal de primer orden utilizando un analogo de la

ecuacion 4.5.

Para confirmar la identidad de las especies involucradas en el EFE se realizaron experimentos
bidimensionales para realizar la asignaciéon de las sefiales observadas. Fue necesario irradiar la
disolucién antes de cada experimento para reestablecer el EFE en las mismas condiciones descritas
anteriormente. A continuacidn, se describen brevemente los parametros de los experimentos

realizados:

1H: 16 barridos, 2.3243 s tiempo de adquisicidn, 2.000 s tiempo de relajacién

HSQC: 8 barridos, 0.1843 s tiempo de adquisicion, 0.9386 s tiempo de relajacion

HMBC: 8 barridos, 0.1841 s tiempo de adquisicién, 0.9386 s tiempo de relajacién

COSY: 8 barridos, 0.3246 s tiempo de adquisicién, 1.000 s tiempo de relajacion

Debido a las bajas concentraciones utilizadas (0.1 mg/ml) y los cortos tiempos de analisis no fue
posible realizar experimentos de RMN de 3C. Toda la informacién de este nucleo es obtenida a
partir de los experimentos heteronucleares bidimensionales HSQC y HMBC. Las sefiales
correspondientes al isémero Z se obtienen al realizar la resta aritmética de los espectros iniciales
del isdmero E y del EFE. Para obtener datos significativos es necesario normalizar las sefales de

ambos espectros y referenciar las sefiales con respecto a las caracteristicas del disolvente.

4.5. Isomerizacién bifotdnica por excitaciéon indirecta mediada por

estados superiores de la antena

El fotocontrol por éptica no lineal del sistema bicromofdrico CySAP es el objetivo principal de esta
tesis y se estudid con el experimento mostrado en la Figura 4.4. El efector aislado SAP se estudio de
forma paralela para confirmar el rol de la antena en la respuesta no-lineal observada. Ambos
compuestos fueron purificados cuidadosamente antes de los experimentos: CySAP por
recristalizacion de CH,Cl,/Et,0 y SAP por cromatografia. Acetonitrilo grado HPLC fue utilizado para

las mediciones correspondientes.

53



Los experimentos utilizaron como fuente de irradiacién un laser pulsado amplificado
regenerativamente ajustado a 860 nm. Los pulsos ultracortos se originan en un oscilador de
titanio:zafiro (Ti:Za) (Clark Marx Corporation) el cual produce un tren de pulsos con frecuencia de
repeticion de 100 MHz, duracién temporal de 150 fs y 2 nJ de energia por pulso. El oscilador es
bombeado con un laser de NdVO, de 532 nm y 4W (Coherent Inc.). Los pulsos se alargan
temporalmente antes de ser amplificados por un amplificador regenerativo bombeado con un laser
de Nd:YLF (527 nm, 12 W, 1 kHz). Los pulsos se recomprimen temporalmente una vez terminada la
fase de amplificacién a la duracién original. Del tren de pulsos original, un pulso cada milisegundo
es amplificado de tal manera que se tiene un haz laser con frecuencia de repeticién de 1 kHz y 580
mW de potencia promedio. Los pulsos individuales tienen una duracién de 150 fs y 0.5 mJ de
energia. La intensidad de irradiacién en la muestra se modulé utilizando un filtro de densidad dptica

neutral.

La muestra se irradié enfocando el haz de luz con un lente (Thorlabs, f=1000 mm) en una celda de
cuarzo de 0.5 cm de paso optico. Se utilizé un volumen de 400 pL de disoluciones con una
concentracion aproximada de 10 M. Las celdas fueron selladas cuidadosamente para no observar
cambios de absorbancia resultantes de la evaporacién del disolvente. Las muestras se mantuvieron
bajo agitacion constante. La respuesta del efector se monitored siguiendo la evolucién del espectro

de absorcion antes y después de la irradiacion.
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Laser Evolution (Nd:YLF)

527 nm, 12 W Laser Verdi (NdVO4)
532 nm, 4 W
Amplificador Oscilador de Titanio:Zafiro
865 nm, 150 fs, 865 nm, 150 fs
°80 m\W, 1KHz 200 mW, 100 MHz

Telescopio
de Galileo

Filtro de
densidad

al f=100 cm

abatible

Medidor
de Potencia

Figura 4.4. Montaje experimental para excitacién no-lineal.

La primera aproximacidn fue determinar niveles de intensidad de irradiacion sin fotodegradacion
aparente de los compuestos. Las muestras fueron irradiadas con potencias variables a 860 nm y se
monitored la transformacidn siguiendo el cambio del espectro de absorbancia. Las disoluciones se
irradiaron por 5 minutos con diferentes potencian en el intervalo de 3-20 mW, lo que corresponde
a picos de irradiancia entre 2x10°—2x10' W cm™. Una vez determinado el intervalo de potencias
confiable, se examind el estado fotoestacionario alcanzado por absorcién bifotdnica irradiando la
muestra por intervalos de un minuto con una potencia de 5 mW hasta no observar cambios en el
espectro de absorcion. La dependencia bifotdnica de la respuesta como funcion de la intensidad de
la irradiacidn se evalud en el intervalo donde no se observa fotodegradacién (2—7 mW o 2—5x10%°

W cm?3).

4.6. Métodos computacionales y modelado de la transferencia de

energia

Durante el disefio del sistema CySAP se considerd la importancia de la velocidad de transferencia de

energia desde el segundo singulete excitado localizado en el fragmento antena hacia los estados
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excitados del efector. Este parametro es crucial para el funcionamiento adecuado del sistema

bicromofadrico.

Los pardmetros geométricos considerados en el mecanismo de transferencia de energia de Forster
(k2 y r) fueron determinados por calculos computacionales con el software Gaussian09-E0.1.%% Las
geometrias de los cromdforos IR780, SAP y CySAP en su estado basal, asi como la geometria del
isdmero Z de SAP se optimizaron a nivel de la teoria de funcionales de la densidad (DFT) con el
funcional hibrido PBEO y un conjunto de funciones base 6-31+G(d). Los célculos se realizaron
considerando solvatacién de acetonitrilo por el modelo del continuo polarizable (PCM). La ausencia
de frecuencias vibracionales imaginarias en el proceso de optimizacion de frecuencias vibracionales

confirmd que las estructuras calculadas representan minimos energéticos.

Las energias y momentos de transicién electrdnica para IR780 y SAP se calcularon bajo el formalismo
de la teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT). Los célculos utilizaron el
funcional PBEO y un conjunto de funciones base 6-31+G(d). Las energias de excitacién de las
transiciones verticales se corrigieron considerando la aproximacién del estado especifico. El calculo
correspondiente para CySAP no esta incluido, ya que éste no logré converger presumiblemente por

su gran tamafo.

La eficiencia del proceso de transferencia de energia fue estimada de acuerdo con la teoria de
Forster y la constante de velocidad del proceso se calculé utilizando la ecuacién 4.7 desarrollada en
los antecedentes:

2¢f( ) (4.7)

kFRET_88X1023 — =/

Donde k2 es el factor de orientacién entre los momentos dipolares de transicién, ¢s(D) el
rendimiento cudntico de fluorescencia del donador en ausencia del aceptor, n* el indice de
refraccidn del disolvente (1.346 para acetonitrilo), T, el tiempo de vida de fluorescencia del donador
en ausencia del aceptor y r la distancia entre los cromdforos. Los calculos se realizaron utilizando el

software PhotoChemCAD™.>°

El factor de orientacién k? se estimé partiendo de los datos computacionales. Debido a que no se

realizo el calculo TD-DFT de la molécula completa fue necesario aproximar este valor procediendo
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de las transiciones de los croméforos individuales utilizando la estructura optimizada de CySAP
como marco de referencia. Para ello, los centros de masa de SAP y la cianina IR780 se trasladan a
sus respectivos centros de masa en CySAP y las estructuras se alinean por rotacién. Los momentos
dipolares de transicién involucrados fueron modificados a este nuevo marco de referencia. El factor

de orientacidn se calculd de acuerdo con la siguiente expresion:!
k% = (cosOr> — 3cosOpcos0,)? (4.8)

Donde 67 es el angulo entre el momento dipolar de transicion del donador y el aceptor, y 8p, 6,
representan al angulo entre el vector que une a los cromdforos y el momento dipolar de transicidon
del donadory el aceptor respectivamente. El cddigo que se generd para la manipulacion de los datos

y el calculo del factor de orientacidn se incluye en los anexos.

4.7. Espectroscopia Resuelta en Tiempo

La dinamica de los estados excitados de SAP, IR780 y CySAP se estudio por suma de frecuencias de
fluorescencia con resolucion temporal de femtosegundos bajo condiciones de excitacién bifotdnica.
Este estudio se usé para evidenciar y estudiar el proceso de transferencia de energia ultrarrapida
desde los estados excitados superiores del fragmento polimetinico en CySAP que permite la

isomerizacion bifotdnica del efector.

Un esquema simplificado del montaje experimental se presenta en la Figura 4.5 y es descrito
brevemente a continuacidn. El disolvente utilizado en los experimentos fue acetonitrilo. El
experimento utilizé el haz laser descrito en la seccidn 4.5 como fuente de irradiacidn, el cual consiste
en un tren de pulsos ultracortos (150 fs) con frecuencia de repeticion de 1 kHz y 0.5 mJ de energia
por pulso. El haz |aser es separado para dar origen a los pulsos de excitacion bifotdnica y compuerta
en el experimento. El haz de excitacidn es enfocado en la muestra con un lente con distancia focal
de 100 cm en el seno de la muestra. La muestra circula constantemente utilizando una bomba de
flujo de tal manera que la excitacidn ocurre en una porcién no irradiada de la disolucién. La emisidn
de fluorescencia fue recogida con un par de espejos parabdlicos y se enfocé en un cristal de 3-BBO
(0.5 mm, 44.3°). La sefial de fluorescencia se sumo en el cristal con el pulso de compuerta y el haz
resultante se enfocd hacia un monocromador doble. Esta sefial fue amplificada por un tubo
fotomultiplicador y un amplificador lock-in, el cual se encuentra referenciado a un obturador éptico

con frecuencia de 330 Hz.*° El haz de compuerta atraviesa una etapa de retraso ajustable, lo cual
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nos permite identificar la naturaleza de los estados excitados a diferentes tiempos y reconstruir la

cinética de decaimiento de los estados excitados.

Etapa de
Retraso

Amplificador
Lock-in
i
Pulsos Laser
230 fs, 0.5mJ, Monocromador
1kHz, 860 nm Monecromador

Plato de
Ondas

Plato de

Ondas
Muestra

Obturador
Optico

3BBO

Figura 4.5. Esquema del montaje experimental para la técnica de suma de frecuencias bifotdnica.
Las lineas rojas representan haces de 800 nm, la linea azul a la emisién de la muestra y las verdes

corresponden a longitudes de onda resultantes de la suma de frecuencias.

Al utilizar pulsos ultracortos para la excitacion y deteccidén de la fluorescencia, la sefial detectada
esta convulocionada con el perfil temporal de intensidad de ambos pulsos. Para poder obtener
informacidn significativa acerca de la dindmica de estados excitados es necesario deconvolucionar
la funcién de respuesta y posteriormente ajustar una funcién a los datos de decaimiento de la sefial

de fluorescencia.

Los experimentos con IR780 y CySAP se realizaron de manera paralela con excitacién bifotdnica a
860 nm y detectando la fluorescencia resuelta en tiempo a 475, 500, 525,575 y 600 nm lo cual
corresponde a la regidén espectral de emisiones del estado S, cianinico y de estados receptores
superiores del efector. Para la deteccidn de sefial con SAP se requirié incrementar la concentracion
del soluto y aumentar la energia del pulso debido a su menor seccién transversal bifoténica.”® Los
experimentos mencionados en esta seccion fueron realizados con apoyo de Leonardo Mufioz, Jesus

Duran y Bernardo Salcido, todos colaboradores del proyecto de investigacion.
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5. Resultados y Discusién

5.1. Sintesis Y Caracterizacion Del Compuesto Actuador

Estilbenilazopirrol (SAP) Y Del Sistema Bicromoférico CySAP

Figura 5.1. Desconexiones retrosintéticas para la obtencion del compuesto bicromoférico CySAP.

La construccién de la molécula se llevd a cabo por el esquema convergente de la Figura 5.1, donde
los fragmentos de la molécula final se unen de manera eficiente. Un paso preliminar corresponde a
la sintesis del 4-hidroxiestireno via una reaccion de Wittig. Es necesario el uso de atmdsfera inerte
para evitar la destruccién del iluro de fosforo por la presencia de agua en el medio. Aunque se trata
de una reaccion sencilla, varios problemas surgen debido a la tendencia del producto a polimerizar.
El hidroxiestireno polimeriza con extremadamente facilidad por via catidnica y radicalaria, incluso
en fase sélida a bajas temperaturas debido a la gran capacidad del grupo hidroxilo de estabilizar a
los intermediarios correspondientes.'® Por este motivo, fue necesario evitar en todo momento el

uso de dacidos fuertes para la neutralizacion del medio, evitar exponer el producto aislado a
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temperaturas altas (>40°C), e incluso evitar el uso de disolventes clorados como DCM. En cualquiera
de estas condiciones el sélido rapidamente se torna en una resina insoluble en la mayoria de los
disolventes. A pesar de ello, en las condiciones mencionadas, se logré un rendimiento alto con los

cuidados adecuados.

De manera paralela se realizé el acoplamiento azoico entre el N-metilpirrol y la 4-yodoanilina. La sal
de diazonio derivada de la anilina debe ser generada en un medio acuoso 4cido, sin embargo, fue
necesaria la presencia de un cosolvente como la acetona o el metanol para asegurar la solubilidad
en todo momento de los reactivos. El medio dcido se debid neutralizar al adicionar el pirrol para
evitar la polimerizacién catidnica de este heterociclo. Fue necesario cuidar la velocidad de adicidn
del pirrol, ya que este podria en algin momento reaccionar con dos equivalentes de la sal de
diazonio y generar un compuesto bisazoico.'® Con los cuidados adecuados, fue posible tener
rendimientos cuantitativos para la formacion del azopirrol (AP) correspondiente. La caracterizacion
de ambos compuestos precursores se llevd a cabo por simple comparacidon con los espectros de

RMN-1H reportados en la literatura y el resultado de espectrometria de masas de alta resolucién.

Los fragmentos hidroxiestireno y AP se unieron por acoplamiento C—C con la reaccién de Mizoroki-
Heck para generar el efector estilbenilazopirrol (SAP). La reaccidn se realiza clasicamente utilizando
catalizadores basados en Pd, sin embargo, los azocompuestos tienden a coordinar de manera
efectiva al metal impidiendo la reaccidn al promover la activacién C-H en posicién orto.'! Por este
motivo fue necesario el uso de un ligante robusto que limite la coordinacion del grupo azo. El
catalizador utilizado fue desarrollado por el grupo de José Lopez y Carmen Ortega del Instituto de
Quimica vy el Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM respectivamente.?>* Se utiliz6 un ligante
N,N bidentado basado en pirrol y oxazolina capaz de catalizar efectivamente el acoplamiento. En el
medio bdsico impuesto por la trietilamina, el hidroxiestireno se encuentra desprotonado siendo el
fendxido correspondiente un grupo extremadamente donador de densidad electrénica. Sin
embargo, esta reportado que la reaccion es menos efectiva con estirenos con grupos
electrodonadores como -N(CHs),. Por este motivo, fue necesario aumentar el tiempo de reaccion
comparado al descrito anteriormente por los autores para obtener resultados comparables.?® Los
rendimientos alcanzados con esta modificacién son buenos (77%) en una escala de hasta 2 g de

sustrato utilizando un tubo sellado en vez de un reactor Parr como recipiente de reaccion.
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La reaccion es altamente selectiva hacia el isémero trans del estilbeno generado lo cual se puede
confirmar por RMN-H. Las asignaciones de las sefiales observadas en el andlisis se realizaron
apoyandose en los espectros bidimensionales utilizando la sefial simple caracteristica del grupo N-
metilo como sefal testigo (los espectros completos pueden ser encontrados en los anexos). Las
sefiales correspondientes a los protones estilbenilo se presentan como sefiales dobles en 7.1 ppm,
con una constante de acoplamiento J=16.4 Hz, la cual es caracteristica del acoplamiento de nucleos
en posicion trans de un alqueno.'®® Estos protones estilbenilicos se encuentran significativamente
desprotegidos debido a la interaccion con los anillos aromaticos a los que se encuentran enlazados,
de tal manera que aparecen en la regién del espectro donde se encuentran sefales de anillos

aromaticos.

<|

<l
<l
<l

Figura 5.2. Estructuras de resonancia de SAP y sefiales caracteristicas en el infrarrojo. Los valores
respectivos para el 4-vinilfenol y el 4-yodofenilazopirrol se tomaron directamente de la literatura

para comparacion. 163164

Los estilbenilazopirroles se comportan como sistemas push-pull, en los que la transicion electrdnica
HOMO-LUMO induce transferencia de densidad electrénica desde una seccidn de la molécula (push)
a un aceptor adecuado (pull). Se ha visto que el grupo pirrol puede actuar tanto como donador o
aceptor de densidad electrdnica dependiendo la naturaleza del estilbeno al cual se encuentre unido.
Ante la incorporacidn del grupo electrodonador hidroxilo en SAP, el pirrol podria actuar como
aceptor de densidad electrénica como se visualiza en la Figura 5.2. La espectroscopia de infrarrojo

por transformada de Fourier (FT-IR) aporta evidencias acerca de este comportamiento. La sefial
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correspondiente al estiramiento del enlace C=C de CySAP se encuentra 24 cm™ por debajo de la
esperada para 4-hidroxiestireno. De la misma manera el estiramiento asimétrico N=N estd 18 cm™
por debajo del observado para el azocompuesto precursor. Ambas evidencias indican que el orden
de enlace ha disminuido como resultado del caracter push-pull de la molécula al disminuirse la
densidad electrénica en los enlaces correspondientes. El debilitamiento del enlace tendra
consecuencias importantes en la cinética de isomerizacidn del grupo azo al disminuir la energia de
activacion para el proceso térmico (ver seccidn posterior). Los espectros completos de RMN e IR se

incluyen como anexos al final del texto.

El efector SAP se unié a la antena polimétinica IR780 por una reaccidn de sustitucion nucleofilica en
la posicion meso de la cadena polimetinica. El mecanismo por el cual ocurre la reaccién no es del

todo claro y existen dos propuestas prominentes, las cuales se muestran en la Figura 5.3.

Figura 5.3. Posibles mecanismos para la reaccion de sustitucion sobre la posicion meso: a)
Mecanismo adicion—eliminacion b) Mecanismo de sustitucion nucleofilica radicalaria de primer
orden. La reaccion se efectud en condiciones anhidras y libres de oxigeno utilizando acetonitrilo

como disolvente (ver arriba).

La primera propuesta corresponde a un mecanismo tipico de adicion—eliminacién.'®® En el medio

alcalino impuesto por el exceso de la trietilamina, el grupo hidroxilo se encuentra desprotonado
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siendo un nucledfilo de fuerza moderada. Debido a la carga positiva en la cadena polimetinica, el
patréon de conjugacién y el halégeno, la posicién meso es altamente electrofilica, similar a un
derivado de acido, por lo que la reaccion de adicidn deberia proceder sin problemas. La eliminacién
deberia proceder facilmente al generar un sistema altamente conjugado. Es posible que la reaccién
sea catalizada de manera directa por la trietilamina reaccionando con la IR780 previamente y sea el

grupo trietilamonio el grupo saliente cuando se dé la sustitucién por el fenol.

La segunda propuesta involucra un mecanismo de sustitucion nucleofilica radicalaria de primer
orden (Srn1).%° El paso de iniciacién involucra un paso de reduccién, donde el reductor podria ser en
primera instancia el fenol debido a sus conocidas propiedades redox. La reaccidn en cadena consiste
en pasos de reduccién, ionizacién, adicion y oxidacion en ese orden. De acuerdo con ambos
mecanismos es importante trabajar en condiciones anhidras, ya que el agua podria adicionarse
como nucleéfilo de manerairreversible y disminuir la eficiencia de la reaccién. Ademas, si la reaccion
ocurriese bajo un mecanismo Sgn1 seria vital desgasificar el medio de reaccion. El oxigeno disuelto
en el medio terminaria la reaccién en cadena. Trabajando en condiciones anhidras y en atmdsfera

inerte de nitrédgeno se obtienen buenos rendimientos para la reaccién en escala de gramos.

De acuerdo con la RMN-1H, se conservd el patrén de sefiales de una cianina heptametinica meso-
sustituida indicando que la reaccién ocurrioé en la posicidon anteriormente ocupada por el atomo de
cloro. La adicidn de SAP en cualquier posicién diferente hubiera generado un cambio importante en
la simetria de la molécula lo que deberia haber conducido a una multitud de sefiales anormales en
los espectros. En el espectro mostrado se resaltan las modificaciones de sefiales correspondientes
a atomos en la cadena polimétinica hacia campo alto. El desplazamiento observado para estas
sefiales es consistente con la sustitucidon del halégeno por un atomo de oxigeno con caracter
electrodonador. Cabe recalcar que las sefiales correspondientes a SAP sufren modificaciones
minimas, lo cual era de esperarse ya que la transformacién no resulta en diferencias significativas
de la estructura al unirse con el fragmento polimetinico. Los espectros completos con las
asignaciones completas se encuentran en los anexos. Adicionalmente, se conoce que las cianinas
pueden adicionar nucledfilos como hidruros, alcdxidos y cianuro en la posicion C2 de la cadena
polimetinica (Carbono B en Figura 5.4).1% Sin embargo, el espectro de RMN-13C indica que no existe
una modificacién importante en la sefial del C2 encontrada arriba de 170 ppm por lo que se descarta
una reaccion en esta posicidon. Lo que se observa es la desaparicién de la seial a 145 ppm del

carbono meso unido a cloro y la aparicion de una sefial similar a 153 ppm. El desplazamiento de la
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sefial a campo bajo es congruente con la mayor electronegatividad del atomo de oxigeno al que se

encuentra ahora unido este carbono meso.

X= Cl (IR780)
= SAP (CySAP)

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
f1 (ppm)

170 160 150 140
f1 (ppm)
Figura 5.4. Comparacidon de espectros de resonancia magnética nuclear. Arriba: RMN-H. Abajo:

RMN-13C. Se utiliza DMSO-d6 como disolvente para ambos compuestos. Los espectros de IR780

fueron tomados a 300 MHz y los correspondientes a CySAP a 700 MHz.
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5.2. Espectroscopia Optica Estatica

El sistema CySAP consiste en dos cromoéforos interactuantes de tal manera que se localizan las

propiedades de éptica no lineal y la respuesta fotoquimica en secciones diferentes de la molécula.

El requisito fundamental para el funcionamiento del disefio bicromoférico es mantener la

independencia de los croméforos al realizar la unién y asi conservar sus propiedades fotofisicas. Esta

caracteristica se evalué observando las transiciones electrénicas de cada cromdforo en la dupla por

espectroscopia éptica. En primera instancia, se describen las transiciones electrénicas observadas

en los espectros de absorcion de los cromdéforos aislados que componen a CySAP mostrados en la

Figura 5.5.
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Figura 5.5. Espectros de absorcion UV-Vis de A) Estilbenilazopirrol (SAP), B) IR780 y C) CySAP. En la

figura C se afiade la suma de los espectros de los croméforos individuales como comparacion. D)

Acercamiento a la regién espectral comprendida entre 250—500 nm. Todos los espectros

mostrados fueron adquiridos utilizando acetonitrilo HPLC como disolvente.
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El espectro de absorcidn del efector SAP se caracteriza por una transicion t—n* altamente permitida
observada como una banda ancha e intensa entre 350—500 nm en la Figura 5.5 (inciso A). A
diferencia del azobenceno, no es posible observar la transicién n-n* la cual tenderia a ser de menor
energia.®® Debido a la naturaleza push-pull del compuesto, SAP se comporta como un
pseudoestilbeno en el que la banda n—n* esta desplazada hacia el rojo y virtualmente oculta a la
transicion n-t* formalmente prohibida por simetria.***>%0 Esta transicién m—n* se encuentra
fuertemente desplazada hacia el visible respecto a otros azopirroles o azopirazoles que absorben
principalmente en el ultravioleta debido a la extensién de la conjugacion del sistema m por el

fragmento estilbenilo.241.100

La cianina IR780 tiene un espectro de absorcidon dominado por una banda caracteristica intensa (e=
260 000 Mcm™, Amax=780 nm) correspondiente a la transicién fuertemente permitida So-S1. La
ampliacidon mostrada en la Figura 5.5 (Inciso B) en el intervalo de 300-500 nm muestra transiciones
electrdnicas a singuletes excitados superiores débilmente permitidas. La transicién con un maximo
local en 430 nm corresponde justamente a la transicién poco permitida Se-S; para un fotén pero,

fuertemente permitida para transiciones bifotdnicas en la regién del infrarrojo cercano a 860 nm.6®

El espectro de absorcién del sistema CySAP mostrado en la Figura 5.5 (inciso C) consta de dos
secciones principales correspondientes a transiciones electrdnicas de los cromdéforos individuales
que lo constituyen. La primera es una banda delgada y muy intensa en el infrarrojo cercano
(Amax=770 nm, e= 220 000 M*cm™) asociada a la una transicién electrénica localizada en el
fragmento polimetinico. La segunda corresponde a una banda intensa y ancha entre 350—500nm
asociada a una transicion localizada en el grupo azoico. Como se observa en la Figura 5.5 (inciso Cy
D), el espectro de absorcion de CySAP se reproduce con precisién con la suma de los espectros para
los cromoéforos individuales. Con esta observacidn se puede afirmar que los croméforos mantienen
la independencia de sus sistemas conjugados al realizar la unién entre ellos por lo que las
propiedades fotofisicas de cada una de las secciones son conservadas. Algunas diferencias minimas
entre el espectro de CySAP y el resultante de la suma de los espectros de los cromdforos individuales
mostrados en la Figura 5.5 se explican por cambios en la densidad electrénica de los respectivos
sistemas 1 al formarse el enlace éter. EI mas notable es el desplazamiento hipsocrémico (10 nm) e
hipocrémico en la banda de absorcion del fragmento cianinico el cual se debe principalmente a la

diferencia de electronegatividad entre el cloro y el oxigeno siendo este comportamiento reportado
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previamente en la literatura.’® De igual manera, se observa un ligero efecto hipocrémico en la
banda de absorcién del grupo azo entre 350—500 nm, lo cual puede atribuirse a una disminucion

del cardcter push-pull al sustituirse el fenol por el grupo éter menos electrodonador.
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Figura 5.7. Diagrama de Jablonski de la fotoisomerizacion bifotonica del disefio bicromoférico
CySAP. La respuesta dptica no lineal estda mediada por la transferencia de energia hacia el efector
azoico SAP desde estados excitados accedidos por TPA localizados en el fragmento polimetinico

IR780.

El funcionamiento de la dupla cromofdrica depende de la habilidad de los estados superiores
localizados en el fragmento polimetinico (Sn-1) de transferir energia hacia el efector como se
muestra en la Figura 5.7. Como se menciond en los antecedentes, la transicidn electrénica So->S; de
la cianina IR780 esta fuertemente permitida para dos fotones (0,=460 GM a 860 nm) y el estado
excitado alcanzado tiene un tiempo de vida andmalamente largo para un singulete excitado superior
a S1(1=1.4 ps).*® La migracién de la excitacion del fragmento polimetinico hacia el efector puede
inducir la fototransformacion de éste por un evento de excitaciéon bifotdnico con luz en el infrarrojo
cercano. Para ello, el estado alcanzado por TPA debe ser emisivo y corresponder en energia con la

transicion electrdnica del efector a sensibilizar. Esta propuesta involucra una violacion de la regla de
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Kasha-Vavilov lo cual solo sera posible si la transferencia de energia ocurre en una escala de tiempo

menor al tiempo de vida de este estado donador.

La fluorescencia de estos estados excitados superiores se estudié irradiando directamente en las
bandas de absorcién de los estados cianinicos superiores con luz de longitud de onda entre 250—
450 nm. La seiial de fluorescencia detectada tiene una intensidad baja debido a que el estado
emisivo decae al estado S;. También fue necesario reconstruir la forma completa del espectro de
emisién del estado S, utilizando curvas log-normal partiendo de los datos experimentales como se
muestra en la Figura 5.8. El rendimiento cudntico de fluorescencia del estado S, se determiné en 8.1
x 107> el cual no es despreciable al tratarse de la emisién de un estado excitado superior. El espectro
de excitacidn mostrado en la Figura 5.8 (1,,,=525 nm) confirmé que la emisién detectada proviene
de los estados Sns1 de la cianina y no de impurezas presentes en el medio al reproducir con fidelidad

el espectro de absorcidn de las transiciones superiores del croméforo polimetinico.
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Figura 5.8. Espectroscopia de fluorescencia de la cianina IR780. Izquierda: Fluorescencia desde
estados excitados superiores (S;) de la cianina (rojo) y la reconstruccién del pico con curvas log-
normal (negro). Se incluyen los espectros de absorcion (azul) y de excitacion detectando la emision
en 525 nm (verde). Derecha: Fluorescencia desde el estado S; de la cianina (rojo). Se incluyen los
espectros de absorcion y excitacién correspondientes. Todos los espectros fueron tomados en

acetonitrilo.

Ademas de la emision desde los estados superiores, la cianina IR780 presenta fluorescencia
significativa desde el estado S; la cual se muestra en la Figura 5.8. El rendimiento cuantico de
fluorescencia, reportado en 0.076,%*° no cambia significativamente al excitar en cualquier regién del
espectro como demuestra el espectro de excitacion de la Figura 5.8. Esta observacion indica que la

conversidn interna S,—>S; es la via de desactivacion principal de estos estados excitados superiores

68



lo cual es congruente con su corto tiempo de vida (t(S2) = 1.4 ps).>® En general, los estados singulete
Sn>1 decaen al estado Si por conversidn interna ultrarrapida en escalas de tiempo de femtosegundos
debido a la cercania energética entre estos estados excitados por lo que dificilmente otros procesos
fotofisicos pueden ocurrir.2%343 Sin embargo, el mecanismo fotofisico propuesto puede ser factible
debido al tiempo de vida andmalamente largo del estado excitado S, (1.4 ps contra decenas de
femtosegundos) de la cianina ocasionado por la brecha energética entre los estados S,-S1.3° El
proceso de transferencia de energia desde estados excitados superiores propuesto en la Figura 5.7
debe ocurrir en una escala de tiempo menor para poder competir de manera significativa con la
desactivacion del estado S, por conversidn interna (Sz(cianina) > Si(cianina)). ESta condicidn puede ser
alcanzada con cuidadoso disefio del sistema bicromoférico como se discutird en secciones

posteriores.
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Figura 5.9. Espectroscopia de fluorescencia de CySAP. En el recuadro se presenta un acercamiento
a la regién comprendida entre 250 y 600 nm y se anexa el espectro de absorcion de la IR780. El

espectro de excitacidn se realizd monitoreando la emisién del maximo localizado en 800 nm.

El sistema bicromoférico CySAP presenta importante fluorescencia desde el fragmento cianinico
como se evidencia en la Figura 5.9 con un maximo emisivo en 800 nm. El rendimiento cuantico de

fluorescencia excitando directamente al fragmento cianinico en 680 nm corresponde a 0.12
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utilizando IR780 como referencia. El ligero aumento en rendimiento estaria asociado al cambio en
densidad electrénica debido a la sustitucién en la posicion meso. El espectro de excitacién revela
informacidn sumamente importante para el analisis de la dupla donde se pueden distinguir dos
secciones. En longitudes de onda superiores a 600 nm, el espectro de excitacién reproduce con
precision al espectro de absorcién indicando que la excitacion en esta zona conduce directamente
al estado emisivo, lo cual es de esperarse ya que se esta excitando directamente el estado S; de la
cianina. Al ser irradiado CySAP entre 250—500 nm, el espectro de excitacidon detectando la emision
cianinica del estado S; a 800 nm no reproduce el espectro de absorcién de ninguno de los
cromoforos individuales. En esa region del espectro ocurren transiciones electrénicas localizadas
tanto en el fragmento polimetinico como en la seccién azoica y esta observacién sugiere que el
estado S; de la cianina puede ser formado como resultado de cualquiera de estas excitaciones

iniciales.
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Figura 5.10. Diagrama de Jablonski para los posibles procesos fotoquimicos encontrados en el
sistema bicromoférico CySAP. En el diagrama se utilizan los acrénimos Cl (conversién interna) y TE

(transferencia de energia) para facilitar la visualizacion.




El mecanismo fotofisico del sistema bicromofdrico presentado anteriormente es una idealizacion
del funcionamiento de la dupla. Una imagen mas realista de la fotofisica del sistema es presentada
en la Figura 5.10. Ademas del ya mencionado proceso de transferencia de energia S,(IR)->S:1(SAP),
la transferencia de energia S1(SAP) -> S1(IR) es una posibilidad. Este fendmeno de retrotransferencia
de energia podria ser un lastre significativo para nuestro disefio antena bifotonica—efector. La
sensibilizacidn dptica no lineal del sistema no seria observable si este fendmeno fuera un proceso
fotofisico principal ya que el estado S; de SAP actuaria solo como un estado intermedio en la
conversion interna S;->S; de la cianina sin poder isomerizar. Reiterando, la sensibilizacidén bifoténica
del azocompuesto en nuestro disefio requiere que esta “retrotransferencia de energia” (SAP->

cianina) no sea favorable.
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Figura 5.11. Espectroscopia de fluorescencia de SAP. Se usé acetonitrilo como disolvente.

Como primera aproximacion, la espectroscopia de fluorescencia de SAP mostrada en la Figura 5.11
otorgd informacion importante sobre el destino de la energia de excitacion en ausencia de la antena
polimetinica. El rendimiento cudntico para la emisidon corresponde a ® =4.9x10*y se observa un
importante desplazamiento de Stokes de cerca de 100nm. La presencia de intersecciones cénicas
en la superficie de energia potencial de estados excitados de los azocompuestos da como resultado
rendimientos de fluorescencia mindsculos como el observado al ser la conversién interna hacia la
forma Z o E su principal via de relajacién. *v*° No se incluye el espectro de excitacion debido a que

no otorga informacion relevante acerca de la naturaleza del estado excitado ya que los
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azocompuestos no siguen la regla de Kasha, exhibiendo diferentes rendimientos dependiendo de la

longitud de onda de excitacién. 4%

El rendimiento de la transferencia de energia indeseada S; (SAP)>Si(IR) se estimd
experimentalmente al comparar los rendimientos de fluorescencia excitando en diferentes regiones
del espectro. La intensidad de la sefial de fluorescencia fue normalizada respecto al valor de
intensidad al excitar a 700 nm, lo que corresponde a una excitacidon directa del fragmento
polimetinico. La informacidn provista en la Figura 5.12 se utilizé para estimar el rendimiento de
este proceso de transferencia de energia pardsita de acuerdo con la siguiente ecuacion:

, $s00
@5, (sap)>s, (cy) (Experimental) = UMM _ 0.2

¢680 nm

Donde ¢soonm Y Pesonm representan los rendimientos de fluorescencia al excitar en las
respectivas longitudes de onda. El experimento no encontré diferencias significativas entre los
disolventes por lo que esta eleccion no sera relevante para los experimentos posteriores de

excitacién bifotdnica
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Figura 5.12. Espectroscopia de excitacion normalizada para CySAP. Los simbolos presentan puntos
del espectro de excitacion en diferentes disolventes. Se grafican con lineas los espectros de

absorcién de los croméforos independientes para comparacion.

La proporcion de eventos de excitacion en ambos cromdforos da lugar al comportamiento

observado en la Figura 5.12, donde al irradiar con A<600 nm, la mayoria de estos no conduce al
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estado emisivo S; de la cianina lo cual es justamente lo deseable en este disefio. Elegimos reportar
la estimacidn de esta transferencia de energia al irradiadar alrededor de 500 nm, ya que en esta
region la mayoria de los fotones son absorbidos exclusivamente por SAP y la absorcién debida a
excitaciones localizadas en el fragmento polimetinico es despreciable. El rendimiento:
D (sap)>s, (cy) = 0.2, para este proceso indeseado sugiere que no es un factor que obstruye
tajantemente nuestro disefio modular para la sensibilizacién bifotdnica de la isomerizacién de
azocompuestos. El valor encontrado se corrobora en secciones posteriores de forma computacional

(ver abajo).

La estimacién andloga para el rendimiento de transferencia de energia desde los estados
electrdnicos superiores de la cianina hacia el azocompuesto no es posible por este método, ya que
la excitacién de estos estados es encubierta por excitaciones localizadas en SAP. Sin embargo, este
crucial pardmetro se estimé tedricamente y los resultados se muestran en secciones posteriores de

la presente tesis.
5.3. Fotoisomerizacién del efector por excitacion directa

La respuesta reactiva a la luz del efector SAP se estudié bajo irradiacidn con luz visible tanto como
sustancia aislada, asi como dentro del sistema antena—efector CySAP. Los siguientes parametros
de desempefio como interruptor molecular fueron evaluados: Composicion del estado
fotoestacionario (EFE), cinética de isomerizacion térmica, rendimiento cuantico de
fotoisomerizacidn y resistencia a la fatiga. Los estudios se realizaron de forma paralela para SAP y
CySAP para poder comparar directamente los resultados. El funcionamiento efectivo de nuestra
propuesta modular necesita que estos pardmetros no se vean significativamente afectados por la
unién con el fragmento polimetinico, de lo contrario, se estaria sacrificando la accidn del efector

por la respuesta dptica no lineal, lo cual limitaria cualquier futura aplicacion.

En primera instancia se estudié la cinética de fotoisomerizacion para determinar el tiempo necesario
para alcanzar el EFE. Las muestras fueron excitadas utilizando el segundo armdnico de un laser
pulsado de femtosegundos entonado en 432 nm. Las disoluciones alcanzan rdpidamente un estado
fotoestacionario tras 9 minutos de irradiacion como se muestra en la Figura 5.13. El patrén de
modificaciones espectrales de CySAP es idéntico al observado para SAP sugiriendo que la

fotoquimica del efector no se ve afectada al realizar la conjugacion con la antena polimetinica. En
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ambos casos se observd una pronunciada disminucion en la absorcién en el intervalo de 370—500
nm mientras que hay un aumento significativo entre 270—370 nm. El punto isosbéstico localizado
en 360 nm indica que se trata de un proceso limpio de isomerizacidn involucrando Unicamente a los
isdmeros E y Z sin sugerencia de que existan otras reacciones secundarias, lo cual se confirmé por
experimentos de RMN del EFE (ver abajo). Es importante notar que la composicién del EFE depende

en general de la longitud de onda, potencia de irradiacién y cinética del regreso térmico.
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Figura 5.13. Evolucidn espectral de SAP y CySAP. Como fuente de irradiacidn se usa un laser pulsado

entonado en 432 nm con una potencia de 2 mW.

El espectro de absorcion del EFE se utilizd para estimar de manera simultanea el porcentaje de
fotoconversion E->Zy el espectro de absorcién del isémero Zformado. Los espectros del isémero Z
mostrados en la Figura 5.14 exhiben un fuerte desplazamiento hipsocrémico de la absorcidn, lo cual
probablemente es resultado de la disminucién de la conjugacion efectiva del sistema w del grupo
azoico. Los compuestos heteroazoaromaticos con anillos de 5 miembros, como en SAP, adoptan
una geometria torcida en su isdmero Z, lo cual sitta al grupo estilbenilo de forma perpendicular al
grupo azo (Forma T, ver abajo).*>°11% Esta torcién impide la conjugacién efectiva del sistema rt a lo
largo de toda la molécula que ocasionaba el pronunciado efecto batocromico del isoméro E-SAP
respecto a otros heteroaril azocompuestos. La débil banda de absorcién entre 420-500 nm exhibida
por Z-SAP podria deberse a la transicion n-nt* ligeramente permitida por el cambio de simetria de la
molécula. La absorcidn entre 400—500nm de Z-CySAP esta dominada por transiciones electrénicas
localizadas en el fragmento polimetinico y no es posible discernir la absorcidn asociada a la

transicion n-mt* de SAP.
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Figura 5.14. Espectro de absorcién para los isomeros Zde SAP y CySAP en el estado fotoestacionario.
La determinacion fue realizada por el método de Calbo considerando un 68% y 46% del isémero Z

en el EFE para SAP y CySAP respectivamente.*

El porcentaje de isomerizacidn se calculd en 68% para SAP y en 46% para CySAP. El rendimiento de
la fototransformacién en el EFE estd limitado por la reaccion de isomerizacion inversa fotoinducida
o0 espontdnea por un mecanismo térmico.**° E| efecto hipsocrémico en la absorcidn del isémero Z-
SAP induce una separacién grande entre los maximos de absorcién para las especies por lo que es
posible excitar selectivamente solo a una de ellas y limitar el regreso fotoinducido Z->E.
Naturalmente, la absorcién importante entre 400—500 nm en el espectro de Z-CySAP se debe a
excitaciones localizadas en el sistema 7 de la cianina las cuales no contribuyen a la fotoisomerizacién
Z->E. Esta observacion sugiere que el factor que limita la eficiencia del proceso es la transformacion
espontdnea del isdmero Z hacia el isémero E por un mecanismo térmico posiblemente exacerbada
por el incremento local de temperatura en el sitio de irradiacidn. El porcentaje de fotoisomerizacidn
en el EFE de SAP y CySAP es adecuado en el contexto de interruptores moleculares donde se busca
una transformacion significativa. Ambos compuestos podrian ser incorporados para inducir una

respuesta dindmica como en la desestabilizacién de nanosistemas o en polimeros responsivos.>%

La cinética de isomerizacidn térmica Z->E se estudid al registrar la evolucidon temporal del espectro
de absorcidén de las disoluciones cuando se les permite regresar desde el EFE al estado original en
oscuridad a temperatura ambiente como se muestra en la Figura 5.15. En los recuadros respectivos
se coloca la determinacion de la constante de velocidad para ambos casos registrando el cambio de

absorbancia a 420 nm. El regreso al estado inicial desde el EFE y la presencia del mismo punto
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isosbéstico en 360 nm indica que se trata del proceso inverso al de fotoisomerizacion de la Figura
5.13 y que no existen intermediarios diferentes a los del proceso fotoinducido. En ambos casos se
observé un regreso completo tras 90 min en la oscuridad a temperatura ambiente sin evidencias
obvias de fotodescomposicién del efector. La absorcion caracteristica del fragmento polimetinico
(A>600 nm) en CySAP no se alterd en ningin momento lo que sugiere que este fragmento no se ve
afectado por lo que se descarta la posibilidad de disociacién observada en otros sistemas
bicromoféricos que incorporan a la cianina IR780.3"1%> La constante cinética para el proceso
unimolecular se determind en 6.8x10%y 7.2x10* s para Z-SAP y Z-CySAP respectivamente lo que
corresponde a un tiempo de vida media (t12) 17.0 y 16.0 min para el ismero Z generado. Este
resultado indica que la conjugacion del efector SAP con la antena no afecta significativamente el
tiempo de vida de la especie generada. Azocompuestos con tiempo de vida en una escala similar
han sido implementados en fotofarmacologia, en el control de procesos bioldgicos y en sistemas de
liberacion de farmacos.'t12254%97 En particular, estas aplicaciones se beneficiarian de la
sensibilizacién éptica no lineal propuesta para CySAP, ya que el efecto esta limitado a un volumen

especifico de irradiacidn utilizando luz en el infrarrojo cercano, la cual tiene mayor capacidad de

penetracion en tejidos bioldgicos sin fototoxicidad.®®
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Figura 5.15. Relajacidn térmica de los compuestos tras fotoisomerizacién hacia el EFE de SAP
(izquierda) y CySAP (derecha). En los recuadros se muestra la regresion lineal de los datos cinéticos

de retorno.

El rendimiento cudntico de fotoisomerizacion se determiné como 0.29 y 0.22 para SAP y CySAP
respectivamente. El procedimiento fue adaptado del desarrollado por Borjenson y se decribié en la

seccion 4.3 del documento. El resultado indicé que la isomerizacién es un mecanismo importante
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de desactivacion y que no existe diferencias significativas entre los compuestos estudiados. El
rendimiento ligeramente menor calculado para CySAP se debe a que parte de la luz a 405 nm es
absorbida por el fragmento polimetinico y se relaja por conversién interna al estado S; de la cianina,
como se observd en los experimentos de fluorescencia de CySAP (ver arriba). Los azocompuestos
presentan una interseccién cdénica en la superficie de energia potencial del estado excitado, la cual
puede conducir a cualquiera de los dos isdmeros por conversidn interna ultrarrapida siendo este

mecanismo la via de relajacién principal del estado excitado,2041.167.168
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Figura 5.16. Determinacidn del rendimiento cudntico de fotoisomerizacion de SAP (izquierda) y
CySAP (derecha). Los resultados para cada compuesto se presentan en la esquina superior izquierda
de la gréfica. Las muestras fueron irradiadas con un laser continuo de 405 nm a 3 mW de potencia
hasta alcanzar el estado fotoestacionario. En las figuras se presenta la evolucion espectral de ambos

compuestos tras diferentes periodos de irradiacién.

Por ultimo, la resistencia a la fatiga de los cromdéforos fue evaluada tras varios ciclos de
fotoisomerizacién/relajacion térmica. En ambos casos se observé una completa recuperacion del
estado original tras cada ciclo como se muestra en la Figura 5.17 por lo que no existe evidencia de

fatiga.

Los resultados mostrados en esta seccidon sefialan que no hay diferencias importantes en la
fotoquimica del efector SAP al realizarse la conjugacién con la antena polimetinica en CySAP. La
funcién de CySAP como interruptor molecular no es impedido por la presencia del fragmento
cianinico. Esta conclusién se suma a las evidencias de independencia de los cromdéforos encontradas

por espectroscopia Optica estatica (ver arriba).
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Los parametros de desempefio determinados para el efector indican que su posible implementacidn
eficiente en disefios moleculares complejos como liposomas fotoactivables o polimeros funcionales.
El presente trabajo representa una prueba de concepto de la fotoactivacidn no lineal del efector y

las posibles aplicaciones quedan relegadas para futuros proyectos de investigacion.
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Figura 5.17. Resistencia a fatiga de SAP y CySAP. Las muestras fueron sometidas a cinco ciclos de
isomerizacion/relajacion. Se utilizé el segundo armdnico del laser pulsado (A=860 nm) entonado en

430 nm por 5 minutos con 3 mW de potencia como fuente de irradiacion.

5.4. Resonancia Magnética Nuclear Del Estado Fotoestacionario

El estudio de la fotoisomerizacidn por RMN aportd informacidn valiosa sobre la identidad de la
especie generada y sobre la especificidad de la reacciéon quimica fotoinducida. Como primer paso,
se realiz6 el estudio de SAP por su mayor simplicidad estructural. Los espectros de RMN-!H del
estado inicial compuesto exclusivamente por E-SAP, del EFE y del estado alcanzado tras relajacién

térmica SAP se muestran en la Figura 5.18.

El espectro del EFE mostré la clara aparicién de sefales nuevas en el espectro asociadas a la
formacién de Z-SAP y se asignaron con precision utilizando experimentos de RMN bidimensional
(ver abajo). Las sefiales testigo del grupo N-metilo localizadas en 3.95 ppm (E-SAP) y 4.01 ppm (Z-
SAP) se utilizaron para determinar la proporcion de estos isémeros. Las integrales de estas sefiales
indican que el EFE alcanzado por irradiacién con luz blanca consiste en 30% de Z-SAP y 70% de E-
SAP. El espectro determinado después del periodo de relajacion térmica no mostrd sefiales

diferentes al espectro del estado inicial indicando un proceso de fotoisomerizacidon limpio y
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reversible. La fiel reproduccidon del espectro inicial tras la relajacién térmica que no muestra
diferencias en las sefales observadas después de la relajacién indica la ausencia de procesos de
fotodescomposicion. En los espectros mostrados en la Figura 5.18 no se observan las sefales
asociadas al protdn fendlico de SAP. Este protén puede intercambiarse facilmente por deuterio
proveniente del D,0 residual, proveniente del disolvente utilizado, al dejarse las muestras reposar
en la oscuridad un tiempo considerable antes de realizar los experimentos. El intercambio resultaria
en alteraciones al pKa del fenol y la contribucidn a la estabilidad de formas tautomeéricas hidrazona

y modificar el tiempo de vida determinado para Z-SAP (ver abajo).
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Figura 5.18. Espectroscopia de RMN-'H del estado inicial, del EFE y de una muestra tras un periodo
de relajacion térmica. Los experimentos se realizaron en MeCN-ds utilizando luz blanca de una
[dmpara de haldgeno-tungsteno. En la figura se muestra la asignacion de algunas sefiales

caracteristicas. La asignacion completa de las sefiales del EFE se encuentra en la Figura 5.21.

Los resultados de los experimentos correspondientes para CySAP se muestran la Figura 5.19 y a
simple vista es evidente que la transformacion observada es analoga a la vista para el efector SAP

aislado. Las integrales correspondientes a las sefiales de los hidrogenos del metilo pirrélico (3.93 y
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4.00 pmm para E y Z respectivamente) indican que el EFE este compuesto de una mezcla 50% E-
CySAP y 50% Z-CySAP. Experimentos de RMN bidimensional confirman la identidad del compuesto
Z-CySAP formado (ver abajo). Es de vital importancia notar que el espectro del estado tras relajacion
térmica reproduce fielmente al estado inicial y no existe ninguna evidencia de fotodescomposicion.
Estos resultados corrobaron que los eventos de excitacién Unicamente inducen la isomerizacion
reversible del efector y no se induce la ruptura homolitica del enlace C—O como se ha observado

en otros sistemas bicromofdricos que involucran a la IR780 unidos por un enlace tipo éter, 3715

El EFE alcanzado en ambos casos no es el mismo al alcanzado en experimentos anteriores donde la
muestra fue irradiada con una fuente laser con longitud de onda discreta. Debido a que se utiliza
una fuente no coherente de luz blanca, en este caso es posible también estar induciendo la reaccién
reversa de fotoconversion Z->E. Ademas, la excitacion no selectiva del medio pudo incrementar la
temperatura de la mezcla y aumentar asi la velocidad de la reaccién térmica inversa. Asimismo, las
altas concentraciones necesarias para el experimento de RMN-'H pudieron inducir fuertes efectos
de “absorcién en el frente de la celda” lo cual limita el grado de fototransformacién alcanzada en el

bulto de la disolucidn.
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Figura 5.19. Espectroscopia de RMN-!H del estado inicial, del EFE y de la muestra tras un periodo de
relajacidon térmica. Los experimentos se realizan en MeCN-d3 utilizando luz blanca de una lampara
de haldégeno-tungsteno. En la figura se muestra la asignacién de algunas sefiales caracteristicas. La

asignacion completa de las sefiales del EFE se encuentra en la Figura 5.22.
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La cinética del proceso de isomerizacion térmica Z->E (de regreso al isdmero térmicamente estable)
de ambos compuestos fue estudiada de forma tangencial a los experimentos ya mencionados. La
evolucién temporal de los espectros de RMN-'H de las disoluciones se presentan en la Figura 5.20.
El ajuste de los datos cinéticos determind una constante cinética para la reaccién de isomerizacion
Z->E de 8.1x10%s? y 9.3x10%s? para SAP y CySAP respectivamente en las condiciones del
experimento por RMN. Estos resultados corresponden a un tiempo de vida media 7, ;=14 miny 12
min para Z-SAP y Z-CySAP respectivamente. El tiempo de vida de los isémeros formados
encontrados difiere ligeramente del anteriormente determinado, lo cual puede deberse al efecto

isotdpico del disolvente.
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Figura 5.20. Evolucidn temporal del espectro de RMN-'H del EFE de SAP (arriba) y CySAP (abajo).
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Figura 5.21. Espectro de RMN-'H para Z-SAP. Las sefiales asociadas al isémero Z fueron
determinadas por simple resta del espectro de E-SAP al del EFE. Las asignaciones se basaron en los

espectros bidimensionales HSQC, HMBC y COSY mostrados en la parte inferior de la figura.

Los cambios mas sobresalientes en el espectro de Z-SAP se asocian a las sefiales de los hidrégenos
cercanos al grupo azo (7,4 y 3 en la Figura 5.21) manifestando que la transformacién estd localizada

en esta region de la estructura. La sefial del hidrégeno 4 presenté un fuerte desplazamiento hacia
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campo alto de 2 ppm. El desplazamiento tan grande de la sefial del hidrégeno en la posicidn 4 hacia
campo alto indica un aumento sustancial de apantallamiento del nucleo.®? El apantallamiento
puede ser resultado de la interaccidn significativa entre este nucleo dtomo y el campo magnético
originado por la corriente de anillo del benceno vecino. Un estudio elaborado por Fuchter y
Contreras-Garcia muestra que azocompuestos con anillos heteroaromaticos de 5 miembros como
pirrol y pirazol pueden adoptar una configuraciéon de “T” estabilizada por las interacciones no
covalentes tipo H-m.*> El mismo efecto es observado en el nicleo H-3, lo cual refuerza la hipétesis
de una configuracién tipo “T” del isdmero Z. En este caso, el efecto observado en el nucleo H-3 es
menor que el de H-4 debido a su mayor separacion con el anillo de benceno en Z-SAP. Como ultimo
elemento a considerar, el desplazamiento de las sefiales del metilo pirrélico encontrado es de tan
solo 0.1 ppm indicando que no hay diferencias en las interacciones intramoleculares de estos

nucleos lo cual es coherente con la geometria propuesta.

En el compuesto bicromofdrico CySAP existen varios enlaces isomerizables y se determind la
identidad de aquel que presenta la respuesta reactiva a la irradiacidon. La mayor complejidad del
espectro y la menor concentracion del analito impidieron realizar un analisis de las sefiales
observadas en el EFE de Cy-SAP tan profundo como el realizado para SAP. Sin embargo, las sefiales
asignadas en la Figura 5.22 fueron suficientes para realizar la caracterizacién del fotoproducto. Los
cambios observados en el espectro fueron en gran medida idénticos a los encontrados para SAP. La
sefial asociada al hidrégeno en la posicidn 4 se desplazé fuertemente hacia campo alto, lo que
sugiere que el compuesto adopta la misma conformacidn tipo “T” descrita anteriormente para SAP.
Exceptuando las sefiales asociadas a los hidrégenos 2,7,3 y 1 en la Figura 5.22, no se observaron
modificaciones importantes en el espectro de RMN confirmando asi que la fotoquimica observada
se debe Unicamente a la isomerizacién del grupo funcional azo y que no existe algin otro fendmeno
fotoinducido como isomerizacidn de estilbeno, la isomerizacion de los enlaces C=C de la cianina o la

fotodisociacion del compuesto efector.

En conclusiodn, los resultados presentados en esta seccion de RMN del EFE confirmaron mas alla de
toda duda razonable que la transformacion observada en SAP y CySAP por excitacion directa del
efector se debe Unicamente a la isomerizacion fotoinducida E->Z del enlace N=N en el fragmento
azoico. Ademas, los experimentos corroboraron que el proceso es completamente reversible sin

signos de fotodescomposicién alguna después de 45 min.
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Figura 5.22. Espectro de RMN-'H para Z-CySAP. Las sefiales asociadas al isémero Z fueron
determinadas por simple resta del espectro de E-SAP al del EFE. Las asignaciones se basaron en los

espectros bidimensionales HSQC, HMBC y COSY mostrados en la parte inferior de la figura.
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5.5. Isomerizacion Bifotdnica por excitacion indirecta mediada por

estados superiores de la antena

El disefio fotoquimico del sistema CySAP involucra que los eventos de excitacidon bifotdnica ocurran
Unicamente en la seccién polimetinica de la molécula y que la migracidn de la energia hacia el
fragmento azoico sensibilice la isomerizacion del efector. La antena bifoténica en CySAP es un
derivado de la cianina IR780 por sus excelentes propiedades dpticas no lineales en el infrarrojo
cercano. Este compuesto presenta excitacion bifotdnica eficiente en el infrarrojo cercano con un
valor alto de area transversal bifoténica (c,=460 GM) a 860 nm. La excitacion bifotdnica con fotones
de 860 nm es equivalente en energia a fotones de 430 nm, por lo que se pueden promover

transiciones electrénicas hacia los estados singulete superiores del fragmento cianina.

La fuente deirradiacion utilizada en estos experimentos fue un laser pulsado entonado a 860 nm (el
montaje experimental se describe en la seccién 4.5.). Fotones con esta longitud de onda no pueden
ser absorbidos de forma lineal por los croméforos presentes en el medio de acuerdo con el espectro
de absorcion de los compuestos (ver arriba). Esta condicidn resulta esencial para poder observar

fendmenos de dptica no-lineal y no eventos de excitacidn de un solo foton.
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Figura 5.23. Evolucidon espectral de CySAP tras excitacion dptica no lineal. El recuadro contiene un

acercamiento la sefial de absorbancia entre 300—450 nm.
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La primera aproximacion al control éptico no lineal de CySAP buscd determinar intervalos de
potencia de irradiacidn en el que se observe una respuesta de isomerizacidn del efector sin sefiales
de fotodescomposicidon del compuesto. El experimento mostrd evidencias de isomerizacion con
potencias de irradiacién promedio tan bajas como 3 mW. La evolucién espectral de la muestra
presentada en la Figura 5.23 indica que con potencias de irradiacién menores a 10 mW la
fototransformacién de CySAP se restringid Unicamente a la isomerizacidn del fragmento azoico. El
efecto observado a potencias de excitacion mayores de 10 mW se limité al fragmento polimetinico
sin evidencias de fotoisomerizacién del efector. El espectro mostré una disminucion de la
absorbancia de longitudes de onda arriba de 650 nm sugiriendo la descomposicién de la cianina. Es
posible que procesos épticos de orden superior induzcan reacciones de fragmentacién, solvélisis o

redox que conduzcan a compuestos sin absorbancia en esa regién espectral.

La transformacion observada se identificé como la isomerizacién del efector al reproducirse la
misma respuesta observada por excitacién directa monofotdnica con irradiacion en el visible con
A=425 nm (ver arriba). La respuesta de CySAP fue reversible y existié un regreso completo al estado
inicial tras varios minutos de acuerdo con lo exhibido en la Figura 5.24. Esta informacién indicd que
se trata de una isomerizacion limpia E->Z del azocompuesto sin evidencias de descomposicidn u
otros procesos secundarios. El grado de conversidén en el EFE se estimé en 7% con el método

utilizado en la seccién 5.3.
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Figura 5.24. Izquierda: Evolucion temporal hacia el EFE bajo excitacién bifoténica a 860 nm con 5
mW de potencia promedio. Derecha: Relajacion térmica del EFE bifoténico de CySAP hacia el estado

inicial.
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La principal ventaja del disefio es la restriccién espacial del fendmeno por excitacién por éptica no
lineal por lo que no es relevante el grado de conversién en todo el volumen de la disolucion. Ademas,
el experimento realizado monitored el grado de isomerizacidn con una técnica que detecta el efecto
en el bulto por lo que no es posible conocer la eficiencia de la reaccién en el punto focal. Los
fendmenos inducidos por éptica no lineal encuentran aplicaciones en procesos que requieren
respuestas en regiones confinadas en el punto focal de la irradiacién como la microfabricacién y el
almacenamiento tridimensional de informacién. Los resultados mostrados en la presente seccion
no sugieren que el desempefio de CySAP como efector molecular en estas aplicaciones sea sub-

dOptimo y se necesita investigar su desempefio en el futuro.
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Figura 5.25. Espectro de absorcién de SAP tras irradiacidn a 860 nm con un laser pulsado. No se

observa ninguna respuesta del efector ante la irradiacién en ausencia de la antena bifotdnica.

La reaccion de fotoisomerizacion observada se traté indudablemente de un proceso 6ptico no lineal
al verse promovida por fotones de la mitad de energia que los anteriormente utilizado por excitacidn
directa monofotdnica. El efector SAP es un croméforo no lineal poco eficiente con valor de seccién
transversal bifotdnica insignificante (5,=0.1—10 GM)® comparado con la antena IR780 por lo que
la respuesta no lineal observada debié deberse principalmente por excitacién indirecta del
azocompuesto. Esta aseveracién se confirmd irradiando el compuesto SAP aislado en condiciones
idénticas. La prueba no mostréd ninguna evidencia de isomerizacién en ausencia de la antena

polimetinica como se infiere de la Figura 5.25. Este experimento confirmd que la respuesta
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detectada anteriormente para el sistema bicromoférico CySAP se debid exclusivamente a una
transferencia energética hacia el efector desde los estados excitados superiores de la antena

polimetinica alcanzados por un fendmeno éptico no lineal.

La dependencia de la respuesta del sistema CySAP con la potencia de irradiacidn mostrada en la
Figura 5.26 se utilizé para caracterizar el fendmeno éptico no lineal observado. En el experimento
se utilizaron potencias de irradiacion entre 2—6 mW las cuales se encuentran muy por debajo del
umbral de descomposicion de 20 mW por lo que las variaciones provienen Unicamente de la
isomerizacidn del efector. Las variaciones detectadas en el espectro de absorcién de CySAP fueron
pequeias por lo que errores aleatorios de la medicidn afectarian significativamente el resultado de
utilizarse una sola longitud de onda como es evidente en la Figura 5.26. Por ello, el cambio en Ila
integral de regiones del espectro fue analizado para suavizar estas diferencias causadas por el error
aleatorio. Se escribié un programa que realiza la integracién numérica por regla del trapecio en dos
regiones del espectro: La primera entre 300—350 nm vy la segunda entre 400—450 nm. La primera
region presenta integrales positivas que corresponden a la aparicién del isémero Z y el segundo
intervalo posee valores negativos de integral que representan la desaparicion del isémero E. La
Figura 5.23 muestra una cantidad reducida de experimentos por cuestiones de visualizacidn, sin

embargo, la determinacidn de la dependencia tomé los datos de las 7 mediciones realizadas.
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Figura 5.26. Izquierda: Cambio transitorio en el espectro de absorcion de CySAP tras excitacion a
860 nm a diferentes potencias. Derecha: Dependencia bifotdnica del proceso fotoinducido. En
esta figura se presenta el logaritmo del valor absoluto de la integral como funcién del logaritmo de

la potencia.
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El analisis por regresion lineal de los datos manifesté una dependencia cuadratica del proceso con
la potencia de irradiacion con m=1.8. Este resultado prueba que la isomerizacidn observada es
debida a un proceso de absorcion bifotdnica. El valor ligeramente menor a 2 puede ser resultado
de procesos como absorcion de estado excitado,® por la presencia de otros fendmenos ultrarrapidos

de relajacion o a errores aleatorios del método.

En conjunto, la informacién presentada en esta seccidn constituye evidencia sélida de la
isomerizacion del efector SAP mediada por los estados excitados superiores del fragmento
polimetinico en CySAP accedidos por excitacion bifotdnica. La respuesta observada por lo tanto
debid ser resultado de un proceso de transferencia energética ultrarrdpida que involucra estados
superiores de la seccion antena (S,), que se forman por excitacidn bifotonica y que resultan en una

excitacién indirecta del efector.

5.6. Métodos computacionales y modelado tedrico de la

transferencia de energia

El modelado computacional de las transiciones electrdnicas involucradas en el disefio fotoquimico
se utilizé para confirmar los planteamientos de este sistema modular y luego, conceptualizar los
resultados experimentales mostrados; asi como para estimar la eficiencia de la interaccion de los

cromdforos por transferencia de energia.

La optimizacién de la geometria de los cromdforos individuales, SAP y IR780, dio como resultado
estructuras planas a lo largo de sus respectivos sistemas m tal cual se observa en la Figura 5.27. El
anillo de ciclohexeno y la naturaleza de las cadenas alquilicas laterales de la estructura de la cianina
IR780 reducen la libertad conformacional en el fragmento polimetinico y asegura la planaridad de
la cadena.®® La rigidez conformacional asegura la conjugacion del sistema 7 y contribuye a las
excelentes propiedades de dptica no lineal. Por contrario, la estructura de SAP cuenta varios enlaces
sencillos con libertad conformacional que pueden cambiar ligeramente el grado de conjugacion en
el sistema 7. La estructura optimizada de CySAP muestra que el efector azoico adopta una posicién
practicamente perpendicular al plano formado por la cadena polimetinica de la antena bifotdnica.
Esta configuracion dificultaria el traslape de los orbitales moleculares de los croméforos individuales
gue se encuentran perpendiculares, lo cual explica la independencia electrénica observada

experimentalmente. La conformacién probablemente esta anclada por impedimento estérico con
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las cadenas alquilicas laterales de la cianina por lo que no deberia haber variaciones importantes

del arreglo perpendicular.

ﬁ: . s JJ

KT e dt

H R {ff
IR780

CySAP

Figura 5.27. Estructuras optimizadas (DFT, PBEO, 6-31+G(d), PCM=MeCN) de los cromdforos
individuales y el sistema bicromoférico CySAP. El contraidn de la cianina se omite ya que tiene poca
169-171 EI

influencia sobre las propiedades dépticas de la cianina en las condiciones experimentales.

analisis vibracional no revela frecuencias imaginarias para ninguna de las estructuras.

Los célculos de optimizacion de la geometria sefialan que el isémero E es 12.4 kJ/mol mas estable
que el isdmero Z. De acuerdo con la distribucién de Boltzman, el 99.96% de todas las moléculas de
SAP se encontrarian en el isémero E a temperatura ambiente. La minuscula cantidad de Z-SAP fue
virtualmente indetectable con las técnicas analiticas utilizadas. La optimizacién de la estructura de
Z-SAP presentada en la Figura 5.28 confirmé que este isdmero adopta una conformacién de T al
igual que otros azocompuestos que incorporan anillos heteroaromaticos de 5 miembros en su
estructura. **%! Esta conformacién presenta una interaccidn fuerte por puente de hidrégeno entre
el hidrégeno en la posicion 3 del pirrol con la nube 1 del anillo de benceno, congruente con un
desplazamiento de 2 ppm hacia campo bajo en RMN-'H de la sefial correspondiente (ver arriba).
Esta estructura es 0.3 eV mds estable que una conformacidn torcida donde el grupo metilo adopta

la posicidn sobre el anillo.

90



‘.(
A
3
Yoo s 3N PO
y *’q’ [f o , - 2
WREIHY EEiisg
9
E =-972.60 u.a. E =-972.58 u.a.
| = 4.9873 Debye | = 4.6765 Debye

Figura 5.28. Mapa de potencial electrostatico del efector SAP en sus isdmeros E (lzquierda) y Z

(Derecha).

El perfil de la distribucion de cargas mostrado en la Figura 5.28 muestra acumulacidon importante de
la densidad de carga sobre el grupo azo y que existe un sitio fuertemente acido en el protén fendlico.
Estas regiones en la estructura son capaces de interactuar por puente de hidrégeno con su entorno
lo que ocasiona que la transicidn hacia el estado S; se manifieste como una banda de absorcién
sumamente ancha entre 350—500 nm en el espectro de absorcidn (ver arriba). Ademas, el anillo
fendlico se encuentra con una densidad de carga disminuida lo que soporta el comportamiento
push-pull sugerido en secciones anteriores en el que el fenol actia como grupo donador y el pirrol
como aceptor de densidad electrénica. Los azocompuestos han sido estudiados como interruptores
moleculares, ya que la isomerizacién viene acompanada de un cambio importante en el momento
dipolar del compuesto.?#%5172 Sin embargo, aunque SAP no cambia de manera pronunciada la
magnitud del momento dipolar al isomerizarse, se observé un cambio importante en la direccion
del vector. Por lo tanto, la isomerizacidon de SAP podria cambiar de forma importante la forma que

interacciona con arreglos supramoleculares e inducir una respuesta reactiva a la luz.

El calculo de las transiciones verticales de cromdforos individuales, SAP e IR780, se realizé bajo el
formalismo de la teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT). Las energias
calculadas corresponden a transiciones verticales en las que se compara la energia del estado
excitado y el estado basal ambos en la geometria del estado basal sin considerar el caracter
vibrénico de las transiciones electrénicas. En ambos casos es posible comparar los datos
experimentales para valorar la precisién de los calculos como se muestra en las figuras 5.29 y 5.30

para SAP e IR780 respectivamente. La comparacidon de los resultados experimentales con los
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calculados aporta informacién conceptual acerca de las observaciones experimentales descritas

anteriormente.
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Figura 5.29. lzquierda: Transiciones electrdnicas calculadas para SAP. Derecha: Comparacion
espectro de absorcion calculado y espectro experimental de SAP en MeCN. Los cdlculos se realizaron
al nivel TD-DFT de teoria con un funcional PBEO (6-31+G(d), PCM=MeCN) y correccion de estado

especifico.

La banda de absorcion principal de SAP origina de una transicion HOMO—LUMO de caracter n—n*
como se muestra en la Figura 5.26. La transicidn es altamente permitida con fuerza de oscilador
f=1.40 lo cual es congruente con el coeficiente de extincion molar de 40x10°M™*cm™. Los resultados
sugieren que la transicidn Se->S; involucra un gran desplazamiento de densidad de carga hacia el
anillo de pirrol confirmando la naturaleza push-pull de la transicidn (ver arriba). Este fuerte caracter
push-pull da como resultado absorcion de luz significativamente mas intensa que el encontrado para
otros colorantes organicos como el azobenceno (20x10® Mcm™). De acuerdo con la informacién
presentada en la Figura 5.29, la transicidon S¢->S; tiene un claro caracter n-n* por lo que estd
formalmente prohibida por simetria, lo cual respalda el no poder distinguirla en el espectro de
absorcién experimental. La banda de absorcidn en el espectro experimental centrada en 300 nm
probablemente surge de la transicidn So->S; permitida por simetria. La diferencia de energia de las
transiciones respecto al valor experimental, de tan solo 0.3 eV para la transicién Sg->S;, se encontré

dentro del margen esperado para el protocolo utilizado.'”?
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Figura 5.30. lzquierda: Transiciones electrénicas calculadas para la cianina IR780. Derecha:
Comparacion espectro de absorcion calculado y espectro experimental de IR780 en MeCN. Los
calculos se realizaron al nivel TD-DFT de teoria con un funcional PBEO (6-31+G(d), PCM=MeCN) y

correccion de estado especifico.

La transicién electrénica So->S1 de la cianina IR780 calculada mostré un fuerte caracter n—n*, la cual
es altamente permitida con fuerza de oscilador estimada f=2.66. Esta transicién da origen a la banda
de absorcidn intensa caracteristica de las cianina en 780 nm con un coeficiente de extincién molar
de 260x10*M2cm™?, la cual es un orden de magnitud mayor que la mayoria de los croméforos
orgdnicos tradicionales. La cianina presenta otra serie de bandas de mayor energia en su espectro
de absorcién entre 300—500 nm, las cuales corresponden a las transiciones So->S; (430 nm) y Sg->S3
(390 nm) de acuerdo con los calculos presentados. La simetria del esqueleto polimetinico da origina
a simetrias alternantes de sus estados electrénicos, evidenciado por el patron de intensidad de las
transiciones electrénicas. De esta manera, las transiciones electrdnicas So->S1 y So->S3 se
determinaron como permitidas, mientras que la transicidn So->S; estd formalmente prohibida por
simetria. La transicion electrénica So->S; ocasiona un desplazamiento centrosimétrico de carga de
los extremos hacia el centro de la molécula como se observa en la Figura 5.30. Este motivo
estructural cuadrupolar se ha asociado con elevados valores de seccidn transversal bifotdnico y
contribuye a la gran seccién transversal de la cianina IR780 (o, = 420 GM).%#%%3%174 | os célculos TD-
DFT para cianinas suelen ser problematicos debido al caracter multireferenciado de la transicidn y
se tiende a sobreestimar la energia de las transiciones correspondientes.'” El uso de funcionales
hibrido con importantes contribuciones de intercambio de Hartree-Fock eliminan una porcidn

significativa del error por auto interaccidn electrdnica que da origen al error del calculo. El funcional
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PBEO utilizado se encuentra entre los mejores para el calculo de transiciones de cianinas con una

desviacidn insignificante de la energia de la transiciéon principal de solo 0.15 eV.

En los métodos TD-DFT se introducen varias aproximaciones en el funcional de correlacion de
intercambio, por lo que la exactitud del método dependera en gran medida de esta eleccidon. En
general, entre mayor sea la proporcion de intercambio de Hartree-Fock se incrementa la energia
calculada para las transiciones, ya que conducen a una descripcién mas localizada de los orbitales.'’®
En un extenso articulo de revisién elaborado por Jacquemin en el que se comparan diversas
alternativas para célculos TD-DFT, se concluye que funcionales hibridos (con 15-28% de intercambio
de Hartree-Fock) como PBEO son los mas precisos para el calculo de transiciones verticales de
colorantes orgdnicos justificando su uso en el presente trabajo.?” La eleccidn de este funcional no
sacrifica la precisién de la geometria del estado basal siendo este altamente competente para el
cédlculo correspondiente. Y7 Ademas, ya que se consideran estudios en fase condensada es crucial
considerar el rol del disolvente al menos de manera implicita por el modelo del continuo polarizable

(PCM) y su respuesta al cambio de polaridad en el estado excitado con la correccién de estado

especifico.'’®

Con los datos experimentales y calculados de las transiciones electrénicas para los cromdforos
individuales, SAP y IR780, se realizé la estimacion de la velocidad de la transferencia de energia de

acuerdo con la ecuacién de Forster (Seccién 3.4):

023 2("bf( ) (5.5)

kprer = 8.8 x 1 n4rt gy AO))

El rendimiento cuéntico de fluorescencia del donador ¢ ¢ (D), el estado S; de la IR780, se determiné
experimentalmente como ¢((S,/R)=8.1x10"%; la integral de traslape J()) se calculé partiendo de los
espectros de fluorescencia y de absorcion de la IR780 y SAP respectivamente; el tiempo de vida del
estado donador fue determinado experimentalmente por espectroscopia ultrarrapida como t,=1.4
ps;¥” finalmente, los calculos computacionales estimaron la distancia entre los croméforos de centro
a centro como r=9.2 A. El factor de orientacidn de los momentos dipolares de transicién no pudo
ser calculado de manera directa ni obtenido experimentalmente por lo que se recurrié a
estimaciones de este pardmetro. En la mayoria de los casos cuando se considera la transferencia de
energia por un mecanismo tipo Forster se usa un valor de k2 = 2/3, apropiado para un arreglo

aleatorio dindmico entre los croméforos.!'® Sin embargo, el compuesto bicromoférico CySAP ancla
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los cromdforos en una conformacion por lo que lo mas adecuado seria considerar el arreglo

geométrico que existe entre los momentos dipolares en la estructura del estado basal de la

molécula.
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Figura 5.31. Alineacidn de los croméforos SAP (rojo), IR780(verde) a la estructura del compuesto
CySAP (Negro). A) Distribucidn espacial original de los croméforos B) Estructuras de los croméforos
alineados sobrepuestos a CySAP. C)Vectores de momento dipolar de transicidon de los croméforos
alineados. Las flechas color verde, azul y dorado representan los vectores correspondientes a las
transiciones desde el estado basal al estado Si, S; y S; de la cianina IR780 respectivamente. Las
flechas color rojo, naranja y amarillo representan los vectores correspondientes a las transiciones
desde el estado basal al estado S;, S, y Ss respectivamente del efector SAP. Los puntos rosa y cian

representan los centros de masa de SAP y IR780 respectivamente.

Un problema para la interpretacion de los datos fue evidente al intentar integrar los resultados para
los componentes individuales en la estructura de la molécula completa: Las estructuras se crearon
con diferentes marcos de referencia por lo que se encuentran desplazadas y rotadas entre si como
se muestra en el primer panel de la Figura 5.31. El proceso de alineacién y estimacién del factor de
orientacién se realizd con un programa escrito en Python especialmente para estos fines y se

describe brevemente a continuacidn y se incluye completo en los anexos:

1. Preparaciéon de datos de estructuras optimizadas de CySAP, IR780 y SAP: Dos documentos xyz
donde se aislan las coordenadas de los framentos dentro de CySAP se prepararon manualmente

utilizando como guia visual el programa Avogadro con el fin de guiar la alineacién. Los
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documentos con las coordenadas de los momentos dipolar de transicién se prepararon de
manera paralela.

2. Importacion de datos: Los datos estructurales se importan y se organizan como array en Python.
Estos arreglos de datos pueden ser tratados como un conjunto de vectores tridimensionales.

3. Centrado de las estructuras: Los célculos de centro de masa de las estructuras se utilizaron para
desplazar las estructuras a alinear al origen del sistema de referencia.

4. Alineado de SAP y su fragmento correspondiente dentro de CySAP: Se utilizé la funcién
scipy.spatial.transform.Rotation.align_vectors incluida en la libreria Scipy para determinar la
rotacién entre SAP y su fragmento en CySAP. La funcidn encuentra la rotacidon que optimiza la
alineacién de dos conjuntos de vectores utilizando el algoritmo de Kabsch y devuelve al usuario
la matriz rotacional optimizada. Este algoritmo se basa en la minimizacién de la suma
ponderada de las desviaciones entre los conjuntos al aplicar la operacién.'”® La rotacién
encontrada se aplicd entonces al conjunto de vectores de posicién de SAP y a los vectores de
momento dipolar de transicion.

5. Alineado de IR780 y su fragmento correspondiente dentro de CySAP: Se repiten el punto
anterior para la IR780 y su porcién en la estructura bicromofdrica. Las cadenas alquilicas se
omitieron para facilitar el proceso de alineacion.

6. Calculo del factor de orientacion:

k% = (cosf7> — 3cos0,c0s6,)? (5.6)

Donde 6 es el dngulo entre el momento dipolar de transicién del donador y el aceptor, y 85,64
representa al angulo entre el vector que une a los croméforos y el momento dipolar de transicidn

del donador y el aceptor respectivamente.

La alineacidn resultante se presenta en el panel central de la Figura 5.31. En esta figura se observa
que la alineaciéon de SAP es idénea sin haber desviaciones aparentes en su estructura dentro de
CySAP mientras que la alineacion de la cianina IR780 es ligeramente menos precisa. Es posible que
el uso de matrices rotacionales haya limitado el grado de precision si se llegase a caer en un bloqueo
de cardan, lo cual resulta en la pérdida de un grado de libertad rotacional en el proceso de
optimizacion de la rotacién. La pérdida de este grado de libertad podria evitarse utilizando un
algoritmo que utilice cuaterniones en vez de matrices para optimizar la rotacion. A pesar de estas
pequefias desviaciones, el grado de alineacion fue satisfactorio para la estimacion del factor de

orientacion.
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A simple vista en la Figura 5.31, es claro que el vector de transicidn S¢->S; de la cianina (flecha azul)
es practicamente colinear con el correspondiente a la transicién So->S: del azocompuesto(flecha
roja) lo cual maximizaria el grado de transferencia de energia entre los estados. En la misma figura
se observa que la transicién So->S; del azocompuesto y la correspondiente a S¢->S: de la cianina
(flecha verde) son practicamente perpendiculares lo cual apagaria el fenédmeno indeseable de

retrotransferencia de energia comentado en la seccion 5.2.

El calculo de la integral de traslape y la velocidad del proceso mostrado se realizé utilizando el
programa PhotochemCAD con la informacidn presentada en la Figura 5.32.%° El grado de
transferencia de energia desde los estados excitados superiores del fragmento polimetinico hacia el

efector se estimé como:

brelS,(IR) = S{(SAP)] = 0.75;  krg[S,(IR) = S;(SAP)] = 2.2x10125~1
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Figura 5.32. Transferencia de energia S;(IR780)->S:(SAP). lzquierda: Traslape de espectros de
absorcién y fluorescencia de SAP e IR780. El tridngulo verde representa el area a integrar. Derecha:

Pardmetros geométricos involucrados en el mecanismo de Forster de transferencia de energia.

La estimacion sugiere que el proceso de transferencia de energia desde el estado S, de la IR780 es
altamente eficiente, en contra de lo usualmente esperado por la regla de Kasha por tratarse de un
estado electrénico superior. Este resultado altamente favorable se debe principalmente a la gran
cercania de los cromodforos, a la orientacidon favorable de los vectores de transicidn y al tiempo de
vida andmalamente largo del estado donador S; (1=1.4 ps)*. Para el par de cromdforos en cuestion,
se calculd la distancia de Forster Ro=11 A la cual es considerablemente mayor que la distancia

existente dentro de CySAP. Este resultado también indica que no seria posible utilizar un segmento
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enlazador mucho mas largo ya que la eficiencia del proceso decae rapidamente como 1/R®. El factor
de orientacidn de los vectores involucrados para la transferencia de energia S,(IR780)->S:(SAP) se
calcula como k?=3.65, muy cerca del valor maximo de x?=4, lo cual optimiza la probabilidad de
transferencia de energia. Si se considerase el valor de k?=2/3 para una distribucién aleatoria la
eficiencia del proceso disminuiria de manera considerable a ¢z = 0.44, lo cual evidencia la
importancia de poder anclar los cromdéforos en esta configuracién favorable. La estimacion de la
constante de velocidad del proceso indicd que se trataria de un proceso ultrarrapido. La velocidad
de la transferencia de energia calculada es aproximadamente tres veces mayor que la del
decaimiento no radiativo del estado S, de la cianina IR780 con constantes cinéticas de 22x10t sty
7.1x10'* s1, Esta diferencia indica que la transferencia de energia seria el mecanismo principal de
relajacidn del estado excitado alcanzado por TPA en nuestro esquema fotofisico mostrado en la

Figura 5.34.

La eficiencia de la retrotransferencia de energia (indeseable) del estado S; de SAP hacia el estado S;
de la IR780 mostrada en la Figura 5.33 se calculé con el mismo método anteriormente descrito. En
nuestro esquema fotofisico, este proceso limitaria la aplicacién de nuestro disefio ya que, aunque
se logre la sensibilizacidn bifotdnica del efector, este le devolveria la energia a la cianina en su estado
S1sin haberse promovido la fotoconversion. Introduciendo los datos presentados en la Figura 5.34
a la ecuacién de Forster utilizando el programa anteriormente mencionado, se encontré que este

fendmeno es muy poco probable con:
¢re[S1(SAP) = S;:(IR)] = 0.01

A diferencia de la transferencia S;(IR780) -> Si(SAP), la retrotransferencia de energia esta
fuertemente impedida en el sistema CySAP. Esto se debe principalmente al arreglo casi
perpendicular de los momentos dipolares de transicion involucrados con un valor de k?=0. Un
arreglo completamente aleatorio de los momentos dipolares con k*=2/3 promoveria el proceso con
un rendimiento calculado ¢y = 0.78 de tal manera que resulta vital el arreglo impuesto para
permitir el funcionamiento fotofisico de la dupla CySAP. Este resultado indica que no seria viable el
unir los fragmentos con secciones flexibles como cadenas alquilicas que otorguen libertad
conformacional al sistema y permitan este proceso. El resultado calculado difiere

considerablemente del resultado experimentalmente encontrado de ¢ = 0.2, lo cual podria

98



deberse a variaciones dindmicas de la geometria que permiten un arreglo mas favorable de los

momentos dipolares de transicion.
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Figura 5.33. Parametros para estimar la eficiencia de la retrotransferencia de energia Si(SAP)-
>S1(IR). Izquierda: Traslape de espectros de absorcidn y fluorescencia de SAP e IR780. El triangulo
azul representa el drea a integrar. Derecha: Pardmetros geométricos involucrados en el mecanismo

de Forster de transferencia de energia.

Un dltimo comentario acerca de las aproximaciones utilizadas es relevante. La gran cercania de los
cromdforos puede dar lugar también a un mecanismo de transferencia energética tipo Dexter que
considera la interaccidn directa entre los orbitales moleculares ignorando la orientacion de los
vectores de momento dipolar de transicion. Este mecanismo coexiste con el descrito por Forster y

probablemente ambos contribuyen a las observaciones.

Los calculos computacionales presentados revelaron pardmetros importantes para el éxito del
diseio bicromoférico presentado como la orientacién perpendicular de los croméforos y la cercania
espacial. Estas condiciones permiten que la transferencia de energia desde los estados superiores
de la cianina sea favorable a pesar de ir en contra de la regla de Kasha-Vavilov y restringen el

mecanismo de retrotransferencia indeseable al minimo.
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Figura 5.34. Diagrama de Jablonski representando las interacciones por transferencia de energia de
los croméforos independientes dentro de CySAP. El eje de energia se construyd respecto a los

resultados computacionales.
5.7. Espectroscopia Resuelta en Tiempo

La dindmica de estados excitados se estudid por la técnica de suma de frecuencias. La técnica
monitorea la fluorescencia de los estados excitados en disolucién por un fenémeno éptico no lineal
y reconstruye la evolucion de la poblacion de estados emisivos con resolucidon temporal en la escala
de subpicosegundos. Estos experimentos permitieron detectar cambios en la acumulacién de
estados emisivos que evidencian el proceso ultrarrapido de transferencia de energia desde el estado
excitado S, del fragmento polimetinico al efector azoico, lo cual sirvié para verificar el mecanismo

propuesto.

La intensidad de la sefal detectada depende de las propiedades bifotdnicas del cromdéforo
estudiado y del rendimiento cuantico de fluorescencia del estado emisivo estudiado como se
muestra en la Figura 5.35. Los estilbenilazopirroles tienen valores de seccién transversal bifotdnica
pequefia del orden de 0.1-10 GM,?® por lo que fue necesario aumentar la concentracién del

cromdforo y aumentar la potencia de irradiacion para poder detectar sefiales reproducibles. Este

100



resultado concuerda perfectamente con la nula deteccién de isomerizacidn al intentar excitar
bifotdnicamente a SAP en ausencia de la cianina (ver arriba). El fragmento polimetinico presente en
la cianina IR780 y la dupla CySAP es un excelente cromdforo bifotdnico por lo que no hay

complicaciones graves para la deteccion de estados excitados por TPA.
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Figura 5.35. Sefiales de fluorescencia resuelta en tiempo por suma de frecuencias bifotdnica. La

Figura muestra la deteccion de la emisidon a 500 nm.

La relajacion del estado emisivo de la cianina IR780 mostrada en la Figura 5.36 presentd un
decaimiento biexponencial de la sefial con constantes de tiempo de 220 fs y 1.4 ps. La componente
rapida del decaimiento probablemente se debe a procesos de relajacion rapidos dentro del estado
excitado S, inmediatamente después de la excitacién bifotdnica.?® La componente lenta se asocia
con el proceso de conversion interna hacia el estado S; del croméforo.® El espectro de emision
resuelto en tiempo de este excitado se encontrd centrado en 525 nm, congruente con el espectro
de fluorescencia estacionario presentado anteriormente (ver arriba). El espectro de fluorescencia
resuelto en tiempo correspondiente a SAP se observa centrado en 500 nm y es analogo al
determinado por espectroscopia Optica estatica. La sefial de fluorescencia detectada para SAP
presentd un decaimiento exponencial con constante de tiempo determinado en 240 + 60 fs, lo cual
esta en el limite de sensibilidad de la técnica. El decaimiento ultrarrapido de la sefial de fluorescencia
esta asociado a la presencia de intersecciones cénicas con el estado basal las cuales dan origen al

proceso de fototransformacion hacia el isémero Z.224%% Los espectros de emisién de los croméforos
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individuales pueden ser distinguidos por la posicién del maximo de fluorescencia de la sefial y la

forma del espectro.
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Figura 5.36. Espectro de emisidn resuelto en tiempo de A) IR780, B) SAP y C) CySAP tras excitacion

bifotdnica a 860 nm. La superficie colorida es interpolada de los datos experimentales.

La aparicidon de un camino de desactivacién adicional del estado S, del fragmento polimetinico (de
transferencia de energia) fue evidente al comparar el espectro de fluorescencia resuelto en tiempo
de CySAP con los espectros respectivos para SAP y la IR780 como se presenta en la Figura 5.36. La
emision resuelta en tiempo de CySAP incluida en el panel inferior de la Figura 5.36 presentd un
decaimiento monoexponencial ultrarrapido con una constante de tiempo de 200+ 60 fs. El espectro
de emisidn inicial reproduce con bastante fidelidad al mostrado para IR780, indicando que el estado
S, polimetinico es el estado inicialmente excitado por TPA. El decaimiento de la seiial mostrd la
aparicidon de un hombro en 500 nm asociado a la poblacién de estados excitados localizados en el

efector SAP. La ausencia del componente lento de 1.45 ps de la IR780 y el hombro en 500 nm en el
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espectro de CySAP indicd que el sistema evoluciona rapidamente por un mecanismo ausente en la
IR780. Las observaciones presentadas fueron congruentes con el mecanismo propuesto para la
desactivacién de los estados excitados superiores de la fraccién polimetinica en CySAP via la

transferencia de energia ultrarrapida antena->efector.

Esta evidencia experimental otorgd el ultimo pilar para la demostracidon satisfactoria de la
sensibilizacion de isomerizaciéon bifoténica de azocompuestos por transferencia de energia

ultrarrdpida desde singuletes excitados superiores de la cianina.
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6. Conclusiones

En esta ultima seccidn se presentan las conclusiones de la presente tesis derivadas del diseio,

sintesis y estudio fotoquimico del sistema bicromofdrico CySAP.

e Lainvestigacion aporté un método eficiente para la sintesis del compuesto bicromofdrico CySAP
con rendimientos para los pasos sintéticos individuales superiores al 70% y un rendimiento
global del 50%. La caracterizacion de este compuesto confirmé que el efector SAP se une a la
antena polimetinica por sustitucién nucleofilica del atomo de cloro en la posicion meso de la
cadena. El disefio modular presentado conservo la independencia electrénica de los croméforos
individuales de acuerdo con la informacidn provista por la espectroscopia dptica estatica. El
acoplamiento por la ligadura tipo éter no mostrd evidencias de permitir el traslape orbital de
los sistemas 1 de los croméforos.

e La evaluacion del desempefio del efector como interruptor molecular fotoactivable en CySAP
mostré isomerizacion a un estado fotoestacionario considerablemente enriquecido del isémero
Z-CySAP (50% de Z-CySAP en el EFE) con altos rendimientos cuanticos de fotoisomerizacidn
(Pruo>0.2). No se observaron diferencias considerables de estos parametros con respecto al
efector aislado por lo que se concluyé que la conjugacién con la antena polimetinica no
entorpece su funcionamiento como interruptor molecular. El estudio de la cinética de
isomerizacion térmica espontanea Z->E (de “regreso” al isémero E) determind el tiempo de vida
media del isémero Z-CySAP de 16 minutos. Estos pardmetros de desempefio sugieren que el
compuesto CySAP podria implementarse en sistemas que requieran interruptores fotocromicos
con tiempos de vida medio como sistemas de liberacién de farmacos o para el disefio de
polimeros responsivos.

e El sistema bicromofdrico CySAP demostrd ser resistente a la fatiga después de varios ciclos de
irradiacién. Los estudios de RMN de la fotoisomerizacidon confirmaron que se trata de un
proceso limpio sin evidencias de fotodescomposicién. El isémero Z-CySAP fue caracterizado por
RMN bidimensional del EFE y se confirmd que adopta una geometria “tipo T” estabilizada por
interacciones intermoleculares no covalentes entre el anillo aromatico de benceno y los
protones del anillo pirrol.

e El control bifoténico de la isomerizacién del efector mediado por la transferencia energética

desde los estados superiores del fragmento polimetinico en CySAP se confirmé por excitacion
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bifotdnica con luz en el infrarrojo cercano. No se observd isomerizacidn alguna al someter al
efector aislado a las mismas condiciones de excitacidn, lo cual confirmé que el proceso requiere
de la antena bifoténica y descartd la posibilidad de TPA directa del fragmento azoico. El proceso
Optico no lineal observado se identific6 como absorcidon bifotdnica al observar una dependencia
cuadratica del proceso con la intensidad de la irradiacion. Este resultado fue crucial para el
desarrollo de la presente tesis, ya que fue la confirmacidn experimental definitiva de la hipdtesis
inicial.

La respuesta fotoquimica observada se complementé con el resultado de cdlculos
computacionales. Estos resultados revelaron que los momentos dipolares de transicidn
involucrados en la sensibilizacidn bifotdnica de la isomerizacion del efector se encuentran en un
arreglo casi colineal el cual maximiza la posibilidad de transferencia energética entre el estado
S>2(IR780) y el estado S; (SAP). La transferencia energética se modeld de acuerdo con la teoria
de Forster y se determind que fueron cruciales la proximidad del par donador aceptor en CySAP
y el tiempo de vida andmalamente largo del estado singulete excitado superior donador S;
(IR780). Ademas, la fotoisomerizacion del azocompuesto en CySAP dependia de que la
transferencia de energia del efector hacia el estado S; de la cianina fuera despreciable. Esto se
logré ya que los momentos de transicién involucrados en esta transferencia energética
indeseable se encuentran perpendiculares entre si, por lo que se apaga casi por completo esta
via de relajacion. Esta condicion indica que no seria posible el uso de secciones ligantes flexibles
qgue permitan la libre orientacién de los momentos dipolares de transicién y propicien este
fendmeno indeseable.

Por udltimo, el estudio de la dindmica de relajacidn de estados excitados confirmd la aparicion
de un mecanismo ultrarrapido de relajacion de los estados excitados superiores del fragmento
polimetinico anteriormente ausente en la cianina IR780. La aparicion de un hombro
caracteristico de la poblacién de estados excitados del efector en el espectro de fluorescencia
resuelto en tiempo permitié identificar esta nueva via de relajacion como la transferencia de
energia ultrarrapida antena-efector. El fendmeno observado mostré un tiempo caracteristico
cercano al limite de resolucion de la técnica de 240 fs, mucho menor que el componente largo
del decaimiento observado para el estado excitado de la cianina IR780, por lo que es natural
que la transferencia de energia pueda sobreponerse a la conversidn interna como la via principal

de relajacion de los estados electrdnicos superiores de la cianina accedidos por TPA.
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Representacién esquematica del sistema bicromoférico antena bifotdnica -efector desarrollado en

la presente tesis.

La prueba de concepto aqui presentada abre la posibilidad de disefiar sistemas antena bifotonica—
efector altamente eficiente con miras de utilizar estas construcciones moleculares en sistemas de
liberacion de farmacos, fotofarmacologia, microscopia de superresolucion con extraordinaria
precision espaciotemporal. los cuales se beneficiarian de la restriccidon de los eventos de excitaciéon
por TPA al punto focal de la irradiacién. En particular, las interesantes propiedades terandsticas de
compuestos polimetinicos los convierten en las antenas ideales para sinergizar con la respuesta
farmacolégica de azocompuestos especializados. La optimizacion de la fotoquimica de los
cromoéforos individuales y la inclusidn de estos sistemas modulares en esquemas responsivos

representan por lo tanto lineas de investigacion de gran interés para el futuro.
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Anexos

Anexo |. Caracterizacidén de los productos sintetizados
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Figura A.1. Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds) del azopirrol AP.
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Figura A.3. Espectro de RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds) de SAP.
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Figura A.7. Espectro de masas (DART+) de SAP.
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Anexo Il. Estimacidn del factor de orientacidn k2

Se presenta el programa escrito para la estimacion del factor de orientacién. El cédigo se escribié
en el lenguaje de Python 3.0. El cddigo aqui presentado incluye algunos comentarios sobre el

disefo del programa los cuales se sefialan con el simbolo # antes del texto.

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

from scipy.spatial.transform import Rotation as R

#Masa atémica de algunos compuestos representativos

lib={"C":12.00,"H":1.00,"0":16.00,"N":14.01,"C|":35.453,"S":32.06}

def importar(nombre):
#La funcion importa los datos estructurales partiendo de un archivo xyz y los almacena como
# un par de arrays uno para las posiciones de los atomos y otro para la identidad de estos
XYZ=open(nombre+".xyz", "r")
linea=XYZ.readline()
atom, X, Y, Z=linea.split()
pos=np.array([[X,Y,Z]])
lista=np.array([atom])
for linea in XYZ:
data=linea.split()
atom, X, Y, Z=data
pos=np.append(pos,[[X,Y,Z]],axis=0)
lista=np.append(lista,[atom],axis=0)

XYZ.close()

pos=np.asarray(pos,dtype=Ffloat)

return pos,lista
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def vectores(nombre):
#La funcion importa los vectores de momento dipolar de transicion partiendo de un archivo txt
# -y los almacena como un par de arrays uno para las direcciones y otro para la identidad de la
transicion y la fuerza de oscilador
VEC=open(nombre+".txt", "r")
linea=VEC.readline()
estado, X, Y, Zf _osc = linea.split()
pos=np.array([[X,Y,Z]])
lista=np.array([[estado,f_osc]])
for linea in VEC:
estado, X, Y, Zf _osc = linea.split()
pos=np.append(pos,[[X,Y,Z]],axis=0)
lista=np.append(lista,[[estado,f_osc]],axis=0)
pos=np.asarray(pos,dtype=float)
lista=np.asarray(lista,dtype=float)
VEC.close()

return pos,lista

def com(datos,lista):

#Calcula el centro de masa de la estructura

masatotal=0

com=np.array([0,0,0])

a=0

for atomo in datos:
masa=lib[lista[a]]
masatotal=masatotal+masa
coord=atomo
com=com+masa*coord

a+=1

com=com/masatotal

return (com)
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#Estructura de la molécula completa
CySAP=importar("CySAP")
cCySAP=com(CySAP[0],CySAP[1])

#Porcion del fragmento azo en CySAP
SAP=importar("SAP")
cSAP=com(SAP[0],SAP[1])

#Estructura del Azocompuesto aislado
Azo=importar("Azo")
Azo_v,Azo_estados=vectores("Azo_Transicion")

cAzo=com(Azo[0],Azo[1])

#Porcion polimétinica en CySAP. Se omiten las cadenas laterales
Cy=importar("Cy")
cCy=com(Cy([0],Cy[1])

#Estructura del compuesto IR780
IR=importar("IR")
cIR=com(IR[0],IR[1])

IR_v,IR_estados=vectores("IR_Transicion")

def noH(datos,lista):

#La funcidn devuelve las posiciones de los

# atomos diferentes a hidrégeno en la estructura

estructura=np.empty((1,3))

a=0

for atomo in datos:

if lista[a]l="H":

X,Y,Z=atomo[0],atomo[1],atomo][2]

estructura=np.append(estructura,[[X,Y,Z]],axis=0)
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a+=1
estructura=np.delete(estructura,0,axis=0)
estructura=np.asarray(estructura,dtype=float)

return(estructura)

# Alinear fragmento Azoico

d_Azo=Azo[0]-cAzo

d_SAP=SAP[0]-cSAP
V,s=R.align_vectors(noH(d_SAP,SAP[1]),noH(d_Azo,Azo[1]))
r_Azo=V.apply(d_Azo)

Azo_v=V.apply(Azo_v)

#Ajustar el cambio
d_CySAP=CySAP[0]-cSAP
d_Cy=Cy[0]-cSAP
d_IR=IR[0]-cSAP
cCy=com(d_Cy,Cy[1])
clR=com(d_IR,IR[1])

# Alinear fragmento Cianina

d_Cy=d_Cy-cCy

d_IR=d_IR-cIR
V,s=R.align_vectors(noH(d_Cy,Cy[1]),noH(d_IR,IR[1]))
r_IR=V.apply(d_IR)

IR_v=V.apply(IR_v)
V,s=R.align_vectors(noH(d_Cy,Cy[1]),noH(r_IR,IR[1]))
r_IR=V.apply(r_IR)

IR_v=V.apply(IR_v)

r_IR=r_IR+cCy
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#Recalcular centros de Masa
cSAP=com(r_Azo,Azo[1])
clR=com(r_IR,IR[1])

def kappa(D,cD,A,cA):
r=cA-cD
cosT_D=(np.dot(D,r)/(np.linalg.norm(D)*np.linalg.norm(r)))
cosT_A=(np.dot(A,r)/(np.linalg.norm(A)*np.linalg.norm(r)))
cosT_T=(np.dot(A,D)/(np.linalg.norm(A)*np.linalg.norm(D)))
K=cosT_T-3*cosT_D*cosT_A
Kappa2=K**2

return Kappa2,np.linalg.norm(r)

Transferencia,rT=kappa(IR_v[1],cSAP,Azo_v[0],cIR)
print ("EL valor de kappa para la transicién IR (S2) -> Azo (S1) = ", Transferencia)

print ("EL valor de distancia =",rT)

RetroTransferencia,rT=kappa(Azo_v[0],cSAP,IR_v[0],cIR)
print ("EL valor de kappa para la transicidon Azo (S1) -> IR (S1) = ",RetroTransferencia)

print ("EL valor de distancia = ",rT)

def grafica (datos,lista):
#Genera la grafica 3d de los datos. Los colores de los dtomos siguien la convencién usual
a=0
for atomo in datos:
if lista[a]=="C":
ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo[2], zdir='z', s=110, color="black", depthshade=True)
if lista[a]=="H":
ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo[2] , zdir="z', s=25, color="grey", depthshade=True)
if lista[a]=="N":

ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo[2], zdir='Z', s=110, color="blue", depthshade=True)
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if lista[a]=="0":

ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo([2] , zdir="7', =110, color="red", depthshade=True)
if lista[a]=="CI":

ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo[2] , zdir='2', s=110, color="green", depthshade=True)
if lista[a]=="S":

ax.scatter(atomo[0],atomo[1],atomo[2] , zdir='2', s=110, color="yellow", depthshade=True)

a+=1

fig = plt.figure()
ax = fig.add_subplot(111, projection="3d")
ax.set_xticks([])
ax.set_yticks([])

ax.set_zticks([])

grafica(r_Azo,Azo[1])
grafica(r_IR,IR[1])

# #Vectores SAP
ax.scatter(cSAP[0],cSAP[1],cSAP[2], zdir="z', s=50, color="salmon", depthshade=True)
ax.quiver(cSAP[0], cSAP[1], cSAP[2], Azo_v[0,0], Azo_v[0,1], Azo_v[0,2], length=1,color="red")

# #Vectores IR

ax.scatter(cIR[0],cIR[1],cIR[2] , zdir="2', s=50, color="cyan", depthshade=True)
ax.quiver(cIR[0], cIR[1], cIR[2], IR_v[0,0], IR_v[0,1], IR_v[0,2], length=1,color="green")
ax.quiver(cIR[0], cIR[1], cIR[2], IR_v[1,0], IR_v[1,1], IR_v[1,2], length=10,color="blue")

plt.show()
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We present a new design for non-linear optically responsive molecules
based on a modular scheme where a polymethinic antenna section
with important two-photon absorption properties is bonded to an
isomerizable actuator section composed of a stilbenyl-azopyrrole unit.
Upon two photon excitation, energy migration from the antenna-
localized second singlet excited state to the stilbenyl-azopyrrole
section allows for efficient indirect excitation and phototransformation
of this actuator.

Reactive response to light is inspiring new molecular control
schemes with applications in photo-pharmacology,’ catalytic
process initiation, and the manipulation of molecular gears.”
The initial step in these processes is an electronic excitation
which triggers a specific molecular transformation.™* For many
of these applications, it is crucial to have high spatial control of
the photochemistry. Such control can be achieved if the initial
excitation occurs by a non-linear absorption event.

In this contribution, a new bichromophoric design for non-
linear optically switchable molecules is proposed. The main
idea is to use two chromophores to isolate the two-photon
absorption (2PA) properties in one section (the antenna), and
the photochemical transformation in another segment (the
actuator) as seen in Scheme 1. The moieties are joined through
an ether type functionality in a way that the two keep their
independent properties as localized chromophores.® In this
design, upon 2ZPA at the antenna, the energy associated with
the excitation is used to efficiently drive changes in the actuator
region after rapid exciton migration.

The actuator in our design is a m-extended stilbenil-
azopyrrole (SAP). Azoheteroarenes have shown outstanding
properties as photoswitches, providing a versatile scaffold for
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future applications. Also, from their extended conjugation, they
have transition energies appropriate for indirect excitation
through energy transfer from specific upper states in the
antenna section (see below).* In our design, the antenna is
the polymethinic IR780 cyanine dye. lts symmetry properties
make the 5, to S, transition strongly two-photon allowed (with
460 GM units at 860 nm).”

Scheme 1 outlines the relevant energy levels for our design
and proposed mechanism. The §; polymethinic state (formed
by 2PA) requires a long enough lifetime for the exciton migra-
tion to occur before internal conversion to the 5, state within
this chromophore. The large energy gap between the S, and the
8, cyaninic states (of about 1.0 eV), results in a small vibronic
coupling. Thus, for this kind of cyanines, the §, lifetime can be
in the time scale of picoseconds.”

Scheme 2 displays an overview of the synthetic method.
Briefly, a Mirozoki-Heck cross-coupling between 1 and 2
affords the intended SAP actuator. To accomplish this cou-
pling, it was crucial the use of complex 3 as catalytic precursor.®
A nucleophilic reaction couples SAP through an ether bond to
the IR780 cyanine rendering the expected Cy-SAP system. Detailed
synthesis and characterization for the SAP and Cy-SAP molecules
are included in the ESL{

Two-phaton Absorbing
12PA) Artzrna: IRTE0 cyanine

Scheme 1 Molecular structure of the Cy-5AF dyad. Relative energy
diagram of the electronic levels for the pelymethinic “two-photon
antenna” based on the IR7BO cyanine, coupled to & stilbenyl-azopyrrolic
(SAP) actuator
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H é’ sAP é -
Scheme 2 Synthetic methedology. () 0.1% of 3, DMF, 180 “C, 2 h
(i) IR7B0, EtzM, MeCH, rt, 24 h

The key design element of the Cy-SAP system relies on its
modular structure, The chromophores keep their respective
electronic transition patterns despite the covalent linkage. As
seen in Fig. 1, the Cy-SAP absorption spectrum replicates the
merged spectrum formed by the simple sum of the SAP and
IR780 spectra. From the match, it can be concluded that the
SAP unit and the cyaninic section of Cy-SAP keep their excited
singlet manifold order and character. The latter is crucial for
our design as the cyanine keeps its symmetry and state ordering
properties, These properties are essential for a large two-photon
absarption cross-section into its S, (n >1) states.”

Polymethine chromophores have been shown to produce
significant emissions from their 5, singlet.”” Fig. 1 shows the
well-defined emission band from IR780's S, state at 528 nm.
This well-defined emission results from the remarkably slow
decay of this upper singlet state of several cyanines compared
to that of other common chromophores,™ As stated above, our
scheme is based on energy transfer coupling between the two
sections. Thus, it requires the presence of isoenergetic electro-
nic transitions. Such energy matching will involve the S, state
of the antenna with the first excited state of the acceptor (SAP).
The spectral overlap is shown in the inset of Fig. 1.

300 4 50 f—cvar asenmion  satom
— wn7En 5, Emsan

200 {%

£x103 (- 1em™

Wavelength [nm]

Fig.1 Absorption spectrum of Cy-SAP (dashed red line) and, for
comparison, the sum of the absorption spectra of SAP and IR7B0 (dashed
green ling). We also include the absorption spectra of SAP (olack line) and
IR780 (blue linel. Inset: Absorption spectrum of Cy-5AF and emission
spectrum from the second excited singlet state of the IR7B0 cyanine. All
spectra were taken in acetonitrile. The red area indicates the spectral overlap
between the FRET pair. Fig. 57 in the ESLT confirms that this emission band
results from electronic excitation of the cyanine inta its 5, (n =1 states,

3124 | Chem. Commun, 2021, 57, 3123-3126
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Fig. 2 Calculated equilibrium geometry of Cy-5AP. The red area shows
the biphotonic antenna and the blue section highlights the isomerizable
actuator. The arrows indicate the transition dipole mements where the
blue vector correspands Lo the first transition localized in SAP, the purple
vector corresponds to the first transition localized in the antenna section,
and the red vector corresponds to the second transition lecalized in the
antenna (5; — Sgl

TD-DFT calculations at the PBE0/MO06 6-311++G(d,p) (PCM =
CH;3CN) level of theory were performed to estimate the energy
transfer parameters.” The relevant transition moments are
depicted in Fig. 2 and are shown within the optimized Cy-SAP
structure. The IR780 antenna S, state bears an emission
transition vector oriented along the short molecular axis in
the direction of the meso substituent. The SAP actuator has a
strong S, —+ 5, transition dipole oriented along its main axis
and towards the antenna. These vectors are nearly collinear and
correspond to a high orientation factor, #2, for energy transfer:
3.76 (for PBED) and 3.73 (for the M06 functional).

Our estimation of the coupling between the two chromo-
phores of Cy-SAP considers a Firster mechanism.” The para-
meters include the spectral overlap shown in Fig. 1, the
orientation factor taken from our TD-DFT ealculations, and
the experimental lifetime of the cyaninic S, state in IR780.
Further details are found in the ESLT The predicted antenna to
actuator energy transfer yield is between 75.0% (PBE0) and
74.8% (MO06). Such large yield for transfer from the S, state
localized at the antenna section to the §, state localized at the
actuator comes from four main factors: (1) a favourable &
orientation factor, (2) a large oscillator strength for the acceptor
transition of 4 x 10" M ' cm ', (3) a long-lived upper singlet
state for the cyanine-localized S, donor singlet state of 1.45 ps
(see below), and (4) the proximity of the chromophores of
0.92 nm (center to center).

The photochemical transformation of the actuator of Cy-SAP
was first studied by direct linear excitation of the SAP unit
within Cy-SAP and compared against the behaviour of the
isolated actuator SAP. The results are summarized in Table 1.
Upon irradiation, the Cy-SAP system rapidly evolves towards a
photo-stationary state [PSS). Fig. 3 shows the complete thermal
back isomerization. NMR spectroscopy of the PSS shows a clear
mixture of £ and 7 isomers as seen in the inset of Fig. 3.
A complete and clean thermal isomerization back to the E
isomer was observed within several minutes for both molecules,
The corresponding data for SAP is included in Fig. S14 (ESIT).

This journal is @ The Royal Society of Chemistry 2021
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Table 1 Isomerization parameters for SAP and Cy-SAP

pss? [u0]
te® [min] ¥ [s] E z Ppz" %]
Cy-SAP 5.5 7.2 % 107" 56 44 2 +2
SAP 5.5 6.8 x 107 32 68 2941
“For the firsi-order 2 — E  Dback thermal isomerization.

" Method described by Calbo et al.** * Method proposed by Borjesson.”
A 107" M acetonitrile solution and a 485 nm continuous laser were used
to obtain the photostationary state.

2.0

Intensity
- s BEZHEEE

Absorbance
p

0.5 1

0.0
200 300 400 §00 600 700 800
Wavelength (nm)
Fig. 3 Thermal Z-£ back-isomerization was cbserved after the formation
af a photo-stationary state in Cy-5AP solutions, Main: UV-Vis kinetics,
Inset: *H NMR spectroscopy kinetics. The spectrum shown is a section of
the complete spectrum shown in Fig. 515 in the ESL}

The PSS spectra of SAP and Cy-SAP were deconvoluted into their
F and Z components in Fig. $16 (ESIY). The E/Z ratio in the PSS
of Cy-SAP is only slightly smaller than that in SAP. Furthermore,
Fig. 518 (ESIT) indicates that both systems are capable of several
switching cycles without any noticeable fatigue. Such photo-
conversion properties are significant and appropriate for several
kinds of applications.’

The fact that the isomerization quantum yield in going from
SAP to Cy-SAP only shows a small drop is quite relevant. The
indirect non-linear excitation of the stilbenyl-azopyrrole section
is to oceur by energy transfer from a higher antenna-localized
excited state. However, a cyaninic lower energy state (5, 780 nm
band) is present and could provide deactivation channel due to
back energy transfer (actuator back to cyanine]. The minor
E — Z yield drop (from 0.29 to 0.22) implies that this not a
predominant pathway. Therefore, this potential drawback does
not impede the photochemistry in the actuator section.

The main advantage of the Cy-SAP system is its control
through non-linear excitation with NIR light. Focused laser
pulses tuned to energies slightly below the first cyaninic
transition (860 nm) induce the corresponding isomerization.
Fig. 4 depicts the resulting spectral evolution after 2PA. The
E — 7 photoinduced response of the system is identical to that
observed for linear photoisomerization with visible light in
Fig. 3. The clear isosbestic point at 365 nm shown in Fig. 4
and the complete thermal back-isomerization in Fig. 521 (ESIY)

This journal is & The Roval Saciety of Chemistry 2027
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= 0 min
~—1 min
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4 min
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Absorbance

325 345 365 a8s 405 425
Wavelength [nm]
Fig. 4 Evolution from the E-isomer to the 2 isomer of Cy-SAF as a
function of irradiation time. The electronic excitation in these experiments
corresponds to two-photon absorption of 860 nm, 100 fs laser pulses, The
experimental details are included in the ESLT The lower inset shows the
square dependence of the transformation as a function of pulse intensity.

demonstrate a clean two-photon isomerization. Experiments at
different excitation powers show no photodegradation at the
powers of the experiments (see Fig. 519, ESIT). Back-to-back
tests with the SAP molecule (without the antenna) showed no
evolution at the same conditions and corroborate the essential
role of the antenna section. Given the biphotonic nature of the
excitation, the PSS shows a smaller E-Z transformation for this
PSS in the overall volume of the cell (see Fig. 519, ESIt).
However, this is not a concern since these systems are meant
for applications where the effects are microscopically localized,
like in organelles or liposomes, where localized single molecule
photo-transformations are crucial'™ (rather than large bulk
effects).

Femtosecond-resolved  fluorescence measurements were
used to directly observe the mechanistic aspects of the antenna
S, excitation and energy migration in Cy-SAP. Biphotonic
fluorescence up-conversion is ideal for these characterizations
since transient emissions from higher states can be resolved in
the sub-ps scale. Fig. 523 (ESIT) displays the detection of the
emission from the upper excited states of Cy-SAP. Experiments
detecting the emissions from the isolated antenna (IR780) and
actuator (SAP) are depicted in the ESIT in Fig. 523.

The emission intensities of Fig. $23 (ES11) correspond to the
energy region of the spontaneous emission from the cyaninic-
localized S, state. These signals exhibit a single exponential
decay of 200 + 60 fs for the Cy-SAP system. These decays are
much faster in comparison with those from the S, emission for
the IR780 [(antenna-only) case, which is congruent with the
proposed mechanism. Specifically, the IR780 emission in
Fig. 523 (ESIT) shows a bi-exponential decay with time con-
stants of 220 fs and 1.45 ps due to §; — §,; internal conversion,
where the sub-ps dynamics are attributed to fast relaxation
events after excitation. The lack of the 1.45 ps component in
Cy-SAP indicates that system evolves into the energy-transfer
state before the population of the relaxed cyaninic S, state is
established. The initial (near ¢ = 0) emission spectrum of
Cy-SAP resembles that of the IR780 cyanine in Fig. 523 (ESIY)
indicating the nature of the originally excited state. However,

Chem. Commun,, 2021, 57, 3123-3126 | 3125
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the Cy-SAP traces decay much faster and display the formation
of a shoulder at shorter wavelengths corresponding to the
emission from the SAP excited states shown in Fig. 523 (ESIT).
The faster signal loss in Fig. 23 (ESI7) is consistent with the
presence of a new channel for the evolution of the cyanine-
localized state (polymethinic S,), due to the presence of the
antenna-to-actuator energy migration channel, indicated as
“energy transfer” in Scheme 1.

Kinetic modeling of the emission signals agrees with the
observed changes between IR780 Cy-SAP. The population modeling
used follows the proposed mechanism and is described in the ESLY
The model accounts for the changes in the up-conversion signals
considering a Forster type energy transfer rate constant from the
5 state,

Besides the sub-ps spectral evolutions, time-resolved emis-
sion polarization anisotropies (r(t)) from the up-conversion
signals are presented as part of the ESL{ The near time-zero
[r{t = 0)) anisotropies of IR780, SAP and Cy-5AF show clear
differences. Here, Cy-SAP shows a significantly smaller r(0)
value than the IR780 and SAP solutions. This low anisotropy
is consistent with the presence of the additional S, decay
channel in Cy-SAP from exciton migration (see ESIT).

It should be noticed that the emission decays and anisotropies
from Cy-SAP in the 475 to 600 nm region are due to: two-photon
excitation into a superposition of §, states, the “not-so-rapid”
internal conversion to the cyaninic S; state of approximately
ke = 10" 571, and exciton migration to form the SAP localized
excited states, Our femtosecond experiments show clear differ-
ences between the dynamics of the separate fragments (IR780 and
SAP) and those of the antenna-actuator system Cy-SAP, which are
consistent with the mechanism indicated in Scheme 1.

In summary, the absorbance changes due to the F-7 iso-
merization as a function of the 860 nm excitation intensity in
Fig. 4 demonstrate the biphotonic nature of this transforma-
tion. Crucial back-to-back tests with SAP show no isomerization
evidence at these powers for the actuator-only solutions or
IR780 — SAP mixtures. Such experiments demonstrate that the
CySAP non-linear isomerization response requires the presence
of the antenna section, The cyaninic moiety provides the 2PA
properties in this modular design where actuator excitation
oceurs indirectly. The Cy-SAP molecule represents a proof of
concept for this general design where the antenna section
provides the actuator with significant two-photon properties
using a near-resonant step-like transition (cyaninic 8, at 1.5 eV)
to augment the 2PA properties of NIR light. This modular
design and the resulting non-linear properties can have appli-
cations in areas where highly localized E-Z photoisomerization
processes are important, including the de-stabilization of lipo-
somes for content-release, and the control of cis—trans isomeriza-
tion related to macromolecular control, or photopharmacological
schemes.'”
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