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INTRODUCCION

Los rotores moleculares son moléculas fluorescentes que se caracterizan por la
capacidad de formar estados torcidos, o no planos, mediante la rotacion de un segmento
de la estructura con respecto al resto de la molécula. Por lo general, un rotor molecular
consta de tres subunidades: una unidad donadora de electrones, una unidad aceptora
de electrones y una unidad espaciadora rica en electrones, estableciendo asi un sistema
push-pull. En esta configuracion, la molécula responde a la fotoexcitacion con una
transferencia de carga intramolecular (ICT, por sus siglas en inglés) desde la unidad
donadora a la aceptora.}? Esta es una razén por la cual los rotores moleculares

fluorescentes pueden actuar como sondas de viscosidad en distintos medios.?

La viscosidad se define como la medida de la resistencia de un fluido contra gradientes
en flujo.* Esta es una propiedad sumamente importante cuando se consideran objetos
microscopicos como las células vivas.® Ademas, la viscosidad juega un papel crucial en
el microambiente biolégico, pues esta varia considerablemente en las diferentes
regiones de las células, por lo que también afecta la difusiobn de cada regién, como la
transmision de sefiales y la interaccion entre sustancias bioquimicas. Adicionalmente,
se ha demostrado que cambios anormales en la viscosidad intracelular conducen a una
serie de enfermedades, como la resistencia a la insulina, la enfermedad de Parkinson y
la enfermedad de Huntington.® Por ende, es necesario desarrollar nuevas herramientas
efectivas para el monitoreo de los cambios de viscosidad en microambientes celulares,
lo que eventualmente ayudard en la prevencion de enfermedades y el adecuado

diagnéstico clinico.”

La microscopia confocal fluorescente, ha atraido cada vez mas la atencion debido a su
caracter no invasivo, su alta sensibilidad analitica y su excelente resolucién espacial y
temporal.2 Actualmente los rotores moleculares son empleados para la determinacion
de la viscosidad celular, al aprovechar su intensidad de emision de fluorescencia,

desarrollando asi nuevos sensores de microviscosidad.®

Los organelos, son estructuras complejas alojadas dentro de una célula, y generalmente
se encuentran rodeadas por sus propias bicapas lipidicas. Sin embargo, los
microambientes intracelulares de cada uno de ellos exhiben una heterogeneidad
considerable. Por ejemplo, en las células tipicas de los mamiferos, el pH es de 4.5 en

los lisosomas, mientras que el pH mitocondrial es de 8.0. Ademas, la viscosidad oscila



entre 1 y 2 cP en la fase acuosa del citoplasma celular y hasta mas de 100 cP en la
mitocondria.l® Es imprescindible el desarrollo de nuevas moléculas sensibles a estos
paradmetros, pues se requieren sondas con fluorescencia modulada por el pH o la

viscosidad para un monitoreo celular mas agil y especifico a los distintos organelos.

Los compuestos derivados de cumarina-BODIPY han sido utilizados como sensores de
fluorescencia y viscosidad debido a sus altos coeficientes de extincion molar y
estabilidad fotoguimica.'* También, se ha demostrado que las propiedades
espectroscopicas de estos compuestos estan mas regidas por la unidad de BODIPY que
la de cumarina.’?> Experimentalmente, se ha demostrado que un medio altamente
viscoso limita la rotacién de los rotores moleculares, dando como resultado un largo
tiempo de residencia de la molécula en el estado fluorescente, favoreciendo una mayor
intensidad de fluorescencia y una mayor duracion de esta.® Las propiedades de
sensibilidad a viscosidad y pH de este tipo de moléculas ofrecen distintos campos de

aplicacion, entre los cuales resalta la bioimagenologia.'®

En este trabajo se presenta la sintesis, caracterizacion y propiedades fluorescentes de
una molécula push-pull derivada de Cumarina-BODIPY con la finalidad de poder

utilizarla como una sonda fluorescente en células.

Esta molécula posee un sistema push-pull, donde el nicleo de cumarina funge como
grupo electrodonador, por otro lado, el nudcleo de BODIPY sirve como grupo
electroatractor; como se ha mencionado anteriormente, estos dos grupos son
cromoéforos que poseen propiedades fluorescentes. Ambos cromoforos estan
conectados mediante un grupo fenileno, lo cual le confiere propiedades de rotor
molecular y, por ende, convierte esta molécula en una sonda fluorescente sensible a la

viscosidad.



1. Antecedentes

1.1. Luminiscencia

La palabra luminiscencia proviene del latin lumen, que significa luz, y esté definida por
el diccionario de la lengua espafola de la Real Academia Espafiola como “propiedad

que tienen algunos cuerpos de emitir luz sin elevacion de temperatura.”**

Por otro lado, dentro el &mbito cientifico, la luminiscencia es definida como la emisién
de luz de una sustancia que se produce después de la absorcion de energia radiativa,
ya sea directamente o mediante procesos de sensibilizacion que implican procesos de
transferencia de energia o de electrones,’® o bien, como la emisién espontanea de
radiacion de especies excitadas electrdnica o vibracionalmente que no se encuentra en

equilibrio térmico con su ambiente.16
1.2. Fluorescenciay fosforescencia

La fluorescencia involucra una transicion radiativa entre estados de la misma
multiplicidad, usualmente desde el estado vibracional mas bajo del singlete excitado, Sai.

El tiempo de vida de la fluorescencia es corta (de 1012 a 10 s).
Siv=0)-> Sy +hv

En cambio, la fosforescencia es una transicion radiativa de espin prohibido entre estados
de diferente multiplicidad, generalmente desde el estado vibracional mas bajo del triplete
excitado, Ti. Los tiempos de vida de la fosforescencia son mas largos que los
observados para los procesos de fluorescencia, con valores tipicos que varian entre 10
6y 102s.17

Ti(v=0)—- Sy + hv

El diagrama de Jablonski (Figura 1)!2 es comUnmente utilizado para visualizar los
estados excitados de una molécula y sus procesos de relajacién. En él se pueden
observar los estados electronicos de la molécula, denotando los singletes como So, Si,
S2. y los tripletes como Ti, T2. Las transiciones radiativas (absorcion, fluorescencia y
fosforescencia) son representadas con flechas rectas, mientras que las transiciones no
radiativas (relajacion vibracional, conversion interna y cruce intersistema) con flechas

punteadas.!®
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Figura 1. A. Diagrama de Jablonski, B. Esquematizacion de las posiciones relativas de
los espectros de absorcion, C. Tiempos caracteristicos de los procesos representados

en A.

La estructura molecular y el entorno quimico de un compuesto tienen una gran influencia
en el comportamiento de la fluorescencia. En principio, para que exista la fluorescencia
en una molécula, esta tiene que poseer enlaces dobles C-C conjugados, tales como los
anillos aromaticos.?° La rigidez molecular favorece la emision fluorescente!”?! y esta
puede ser modificada en la estructura de la molécula o aumentando la rigidez o
viscosidad del medio. Los grupos funcionales y su posicion también tienen un efecto

importante sobre la fluorescencia: los sustituyentes electrodonadores favorecen la



fluorescencia, mientras que los grupos electroatractores la disminuyen??, y
experimentalmente se ha encontrado que ciertos sustituyentes pueden modificar la
longitud de onda en el espectro de emisiéon.?® Los atomos pesados (Cl, Br, I) como
sustituyentes en moléculas aromaticas disminuyen la fluorescencia, pues incrementan

las probabilidades de que ocurra un cruce intersistema.?!

Una de las propiedades mas importantes de la fluorescencia es el desplazamiento de
Stokes, el cual esté definido como la diferencia en nUmero de onda entre la absorcion

maxima y la emision fluorescente maxima.?*
1.2.1 Fluorescencia de cumarinas

La 2H-cromen-2-ona, conocida como cumarina, por si sola tiene una fluorescencia muy
débil; sin embargo, sus propiedades fotofisicas pueden ser moduladas y modificadas
con la naturaleza y posicién de sustituyentes en el nlcleo de cumarina.?® Por ejemplo,
al sustituir el nucleo de cumarina en la posicion 6 o 7 con grupos electrodonadores, se
pueden obtener cumarinas con emision fluorescente azul-verde; si también se sustituyen
en la posicidbn 3 0 4 con grupos electroatractores se genera un fuerte sistema de
transferencia de carga intramolecular.?® Una gran variedad de derivados de cumarina
altamente fluorescentes son utilizados como sensores de pH?"28, viscosidad?®, y

también como sondas de iones, moléculas, o proteinas.3°
1.2.2. Fluorescencia de BODIPY

El acronimo BODIPY, derivado de borodipirrometeno, es el nombre comun por el cual
se le conocen a los compuestos derivados del 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno. Estos compuestos exhiben alta fluorescencia y estabilidad quimica. 3%32 Las
propiedades quimicas y fotofisicas de los BODIPYs pueden ser alteradas realizando
modificaciones en su estructura, convirtiéndolos en algunos de los tintes fluorescentes
mas versatiles con una amplia gama de aplicaciones, tales como sensores de CO2%,

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, pH,3® y en bioimagenologia.3®

4
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Figura 2. A. Estructura de la 2H-cromen-2-ona, B. Estructura del nucleo de BODIPY.



2. Sondas fluorescentes

Las propiedades fluorescentes de una molécula pueden verse afectadas por varios
parametros fisicos y quimicos, tales como: temperatura®’, pH28, viscosidad, polaridad®?,
entre otros. Asimismo, estos parametros también tienen un papel importante en diversos
procesos fisicos, quimicos, bioquimicos e incluso biolégicos. Gracias a la influencia de
estos parametros, las moléculas fluorescentes — comunmente llamadas fluoroforos —
pueden ser utilizadas para obtener informacién sobre el microambiente en el que se

encuentre la molécula.

Por otra parte, los fluor6foros también pueden unirse de manera covalente a alguna
especie quimica (polimeros, surfactantes, etc.) o bioldgica (organelos, proteinas, etc.)
de interés. La selectividad de un fluoréforo depende de los grupos funcionales del

mismo, asi como de su caracter hidrofébico, hidrofilico o anfifilico.

El término general para este tipo de moléculas es sonda o sensor fluorescente, pero
también existen términos particulares dependiendo de la aplicacion especifica. Por
ejemplo, para parametros fisicos o quimicos (pH, polaridad, viscosidad) se utiliza el
término indicador fluorescente, mientras que para la visualizacién o localizacion de
especies en microscopia se utilizan los términos etiqueta fluorescente y/o trazador

fluorescente?°.

El andlisis realizado con sensores fluorescentes con solo un fluoréforo (ver Figura 3)
puede verse afectado por varios factores e interferencias, tales como: parametros
instrumentales, dispersion de la luz en el medio, variaciones en la fuente de luz, la
concentracion local de los sensores y fotoblanqueo (alteracion fotoquimica de un
fluoréforo).#142 Ademads, para construir una curva de calibracion de este tipo de

sensores, es necesario medir tiempos de vida fluorescente.

Una manera sencilla y efectiva de resolver estos problemas consiste en agregar otro

fluoréforo en el sensor, obteniendo un sensor fluorescente ratiométrico.



A. B. 0]
R (L

~N AN

Ho N oo

Food Chem., 2018, 257, 150-154 ACS Sens., 2019, 4, 441-449

Figura 3. Sensores fluorescentes con un solo fluoréforo: A. Sensor fluorescente para

detectar H2S en vino,*® B. Sensor fluorescente para detectar hidrazina.*
2.1. Sondas fluorescentes ratiométricas

En una sonda fluorescente ratiométrica se pueden observar cambios en la intensidad
fluorescente de dos o mas bandas de emision con distintas longitudes de onda. La
relacion de intensidades se puede correlacionar directamente con la propiedad o analito
gue se desea estudiar, dando como resultado una referencia interna — similar a lo
utilizado en otras técnicas analiticas — que ayuda a minimizar el ruido generado por
interferencias y aumentar la sensibilidad del sensor.#>#5 Las sondas fluorescentes
ratiométricas se consideran autocalibrables, ya que la construccion de su curva de

calibracion no depende de factores externos a ellas.

En general, existen dos tipos de sondas fluorescentes ratiométricas: en uno de ellos,
uno de los fluoréforos no es sensible al analito o propiedad que se busca estudiar;

mientras que, en el otro, ambos fluoréforos son sensibles.*®
2.1.1. Sondas fluorescentes ratiométricas con una sefal de referencia

En este tipo de sondas fluorescentes ratiométricas, una de las sefiales emitida por los
fluoréforos responde al analito o propiedad que desea estudiarse; en cambio, la otra
sefial no responde o su variacion de intensidad es casi nula, por lo que actiia como una
referencia y correccidon interna. Gracias a esto, las interferencias del medio son
basicamente eliminadas y la sensibilidad y precisiéon de la sonda son ampliamente
mejoradas. Para medir analitos o propiedades, se utiliza la relacion entre las

intensidades de fluorescencia de la sefial con respuesta y la sefial de referencia.

En 2017, Loas y Lippard desarrollaron y reportaron una sonda fluorescente ratiométrica
con una sefal de referencia para la deteccion de NO (Figura 4). En esta sonda basada
en Cu", cumarina y fluoresceina, la sefial de referencia corresponde al nucleo de

cumarina, mientras que la sefial de respuesta corresponde al nlcleo de fluoresceina.4’
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Figura 4. Estructura de la sonda y su espectro de emision fluorescente a distintas

concentraciones de NO.
2.1.2. Sondas fluorescentes ratiométricas con dos sefales variables

En este tipo de sondas fluorescentes ratiométricas, las dos sefiales emitidas por los
fluoréforos responden al analito o propiedad que desea estudiarse. En este caso, ambas
sefales sufren cambios en su intensidad fluorescente al modificar las condiciones del
microambiente alrededor de la sonda (concentracién de algun analito, cambios en
viscosidad, polaridad, pH, etc.). Al igual que con las sondas fluorescentes ratiométricas
con una sefal de referencia, se utiliza la relacion entre las intensidades de fluorescencia
de ambas sefales como criterio de medida. Estas sondas presentan una muy alta

sensibilidad de respuesta y eliminan las interferencias del medio.

En 2021, Wang et al. desarrollaron y reportaron una sonda fluorescente ratiométrica con
dos sefales variables para detectar cambios de polaridad (Figura 5). En esta sonda
basada en cumarina y N-metilquinolinio se puede observar que, al aumentar la
polaridad, la sefal fluorescente correspondiente al ndcleo de cumarina disminuye,
mientras que la sefal fluorescente correspondiente al ndcleo de N-metilquinolinio

aumenta.8
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Figura 5. Estructura de la sonda y su espectro de emision fluorescente en mezclas de
distintas proporciones de 1,4-dioxano y Hz20.

3. Rotores moleculares

Los rotores moleculares son moléculas que, gracias a su estructura, presentan rotacion
intramolecular. Los rotores moleculares fluorescentes generalmente estan conformados
por una unidad electrodonadora y una unidad electroactractora conectadas mediante un
enlace sencillo, aunque recientemente también existen rotores moleculares en donde
estas unidades se encuentran enlazadas mediante un grupo espaciador rotacional rico
en electrones, el cual crea una conjugacion electronica, facilitando el movimiento de los

electrones entre las unidades principales.?
3.1.1. Viscosidad

En un nivel macroscopico, la viscosidad se define como la resistencia de un liquido a la
fluidez. Por otro lado, en el nivel microscopico puede describirse — en términos simples
— como el volumen libre entre las moléculas de un disolvente y alrededor del sensor

fluorescente.*® Esta viscosidad microscépica suele ser llamada microviscosidad.

Los rotores moleculares son moléculas pequefias que pueden tener tamafios similares
a las moléculas de un disolvente, por lo que son capaces de detectar

microviscosidades.>°
3.1.2. Efecto de la viscosidad sobre la fluorescencia

Cuando se excita un rotor molecular, este puede liberar energia rotando libremente. Esta
rotacion, al ser un método de des-excitacion no radiativo, extingue la fluorescencia de la

molécula. En un medio altamente viscoso, la rotacién intramolecular se ve impedida y



ocurre de manera muy lenta, permitiendo que la energia de excitacion sea liberada como

emision fluorescente, aumentando la intensidad y el tiempo de vida fluorescente.350:51
3.1.3. Aplicaciones

Los rotores moleculares fluorescentes son altamente versatiles y poseen un amplio
rango de aplicaciones en diversas disciplinas, desde los polimeros y macromoléculas,>>-

54 hasta la biologia celular y la medicina®.

Las aplicaciones mas comunes de los rotores moleculares en biologia y medicina
incluyen su uso como etiquetas fluorescentes selectivas en microscopia, las cuales son
capaces de monitorear en tiempo real procesos como la endocitosis y brindar
informacién del tamafio y ubicacién de tumores cancerigenos,®® asi como su uso como

sensores de microviscosidad en células y organelos especificos.

Monitorear y determinar la microviscosidad es de especial importancia, ya que puede
proporcionar informacién importante sobre los procesos controlados por difusion en los
biosistemas®’. Cambios en el microambiente celular suelen ser sefiales de
envejecimiento celular y el desarrollo de enfermedades como la aterosclerosis, diabetes
mellitus y enfermedad de Alzheimer,%8-%° por lo que poder obtener informacion in vitro e
in vivo de dichos procesos en tiempo real puede ser de gran ayuda en el diagndstico

temprano de estas enfermedades.
4. Sensores fluorescentes de microviscosidad derivados de cumarina-BODIPY

Las propiedades previamente mencionadas de los nucleos de cumarina y BODIPY los
convierten en dos de los fluor6foros mas ampliamente utilizados como sensores
fluorescentes.®162 Ademas, el comportamiento electrodonador de la cumarina se
complementa con el comportamiento electroatractor del BODIPY, creando un sistema
de transferencia de carga intramolecular del tipo push-pull. Ambos croméforos son
complementarios desde un punto de vista espectral y, por lo tanto, son bloques de
construccion adecuados para combinarse en una sola estructura molecular con
propiedades de fluorescencia ratiométrica.'-12:2° Este tipo de fluorescencia en un sensor
fluorescente ayuda a mejorar sus propiedades fotofisicas y también puede aumentar la
sensibilidad y precision de respuesta del mismo.®? Este aumento de sensibilidad permite
que se pueda determinar de forma cuantitativa la microviscosidad y sus variaciones

dentro de una célula y sus organelos.

10



4.1. Fluorescencia en las células

El ambiente dentro de las células es altamente heterogéneo, con distintas condiciones
de pH, polaridad, viscosidad y temperatura dentro de cada organelo y en el citoplasma

celular.10

Cada parametro del microambiente celular contribuye a diversas funciones biologicas.
La polaridad participa en procesos como la catélisis enzimatica, sintesis y activacion de
proteinas.®* La mayoria de las enzimas son extremadamente sensibles al pH, por lo que
el pH de cada organelo determina las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo en
ellos.%® La viscosidad, en particular, es muy importante en los procesos bioldgicos y
bioguimicos controlados por difusion, tales como el transporte de nutrientes,

transduccion de sefiales e interacciones de biomacromoléculas dentro de la célula.10.66.67
4.2. Sensores de viscosidad

Gracias a que cada organelo posee su propio microambiente distintivo, es posible
sintetizar rotores moleculares fluorescentes selectivos a cada organelo y el parametro
de su microambiente que se desee estudiar. Para que los rotores sean selectivos,
requieren de una funcionalizacion adecuada de acuerdo con las caracteristicas del

organelo objetivo.58

Las mitocondrias poseen un potencial de membrana negativo, por lo que se requiere un
grupo funcional catidnico; los lisosomas son acidos y se requieren grupos funcionales
basicos; en el caso del nlcleo, es conveniente optar por grupos funcionales que puedan

conjugarse al ADN, etc.°
4.2.1. Sensores de viscosidad mitocondrial

Uno de los organelos méas importantes en el metabolismo celular y la homeostasis es la
mitocondria, ya que lleva a cabo la produccion de energia, a la vez que participa en el
metabolismo de sustancias y apoptosis (muerte celular).”®’* Los cambios en la
viscosidad mitocondrial afectan directamente el proceso metabdlico, lo cual afecta la
estructura de la mitocondria y finalmente también afecta diversos ciclos bioquimicos
cruciales que se desarrollan en la célula.”> Tomando en cuenta la gravedad de las
consecuencias de los cambios de viscosidad en la mitocondria, se han desarrollado
varios sensores fluorescentes capaces de detectar y cuantificar estos cambios, como el

sensor basado en un fluoréforo de cumarina-julolidina y un derivado de benzo[e]indolio
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como grupo rotor desarrollado y reportado por Liang et al. en 202173, y el sensor basado
en BODIPY con CFs en la posicion meso y un derivado de estireno en la posicion 3 como

grupos rotores desarrollado y reportado por Shi et al. a inicios de 202274 (Figura 6).

A.

J. Mater. Chem. B, 2021, 9, 8067-8073

Sensors & Actuators: B. Chemical 2022, 359, 131594

Figura 6. A. Rotor molecular selectivo a mitocondria basado en cumarina e imagen de
fluorescencia de células HelLa vivas marcadas con el sensor, B. Rotor molecular
selectivo a mitocondria basado en BODIPY e imagen de fluorescencia de células SH-

SY5Y marcadas con el sensor.
4.2.2. Sensores de viscosidad lisosomal

El lisosoma es otro de los organelos mas importantes, ya que funge como el sistema
digestivo de la célula y ademas puede exterminar virus dentro de ella. El lisosoma
también contribuye a la degradacién y secrecion de proteinas, y a la reparacién de la
membrana celular. Las anormalidades lisosomales generan enfermedades por depdsito
lisosomal (desérdenes metabdlicos genéticos) y otros problemas de salud.”® La
viscosidad del lisosoma esta estrechamente relacionada con su funcionamiento, por ello

es de gran interés desarrollar sensores de viscosidad selectivos a lisosoma. En 2021,
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Cui et al. desarrollaron y reportaron un sensor fluorescente basado en BODIPY con un
fenilo en posicion meso como grupo rotor y un derivado de piridina en la posicidn 6 para

el monitoreo cuantitativo de viscosidad lisosomal (Figura 7).7”

Sensors & Actuators: B. Chemical 2021, 331, 129432

Figura 7. Rotor molecular basado en BODIPY selectivo a lisosoma e imagen de

fluorescencia de células HepG2 marcadas con el sensor.
4.2.3. Sensores de viscosidad selectivos a gotas lipidicas

Las gotas lipidicas (LD por sus siglas en inglés) almacenan lipidos neutros dentro de las
células. Estan formadas por un nucleo de lipidos neutros rodeado por una capa de
fosfolipidos y proteinas, con un didametro entre 40 nmy 100 um.”® Debido a su estructura,
presentan una viscosidad y caracter hidrofobico muy altos respecto a los demés
organelos.’® Las LD participan en diversos procesos fisiolégicos y estan asociadas con
el desarrollo de cancer, ya que las células cancerigenas tienen mas LD que una célula
sana. Gracias a esto, son potenciales marcadores de tumores en el diagnéstico de
cancer.?9 A inicios de 2022, Wu et al. desarrollaron y reportaron un sensor fluorescente
de viscosidad selectivo a LD, basado en un derivado de xanteno reducido con un nucleo
de 3-cumaranona como grupo rotor, con el cual pudieron distinguir células cancerigenas

de células sanas (Figura 8).8°
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Anal. Chem. 2022, 94(11), 4881-4888

Figura 8. Rotor molecular selectivo a LD e imagen de fluorescencia de células HepG2

incubadas con &cido oleico y marcadas con el sensor.

4.2.4. Sensores de viscosidad selectivos a la membrana del reticulo

endoplasmico

El reticulo endopldsmico es un organelo con una estructura compleja de tubulos
interconectados entre si. La membrana del reticulo endoplasmico esta formada por,
aproximadamente, 60% de fosfolipidos y 20% de proteinas. El reticulo endoplasmico
tiene un rol importante en procesos como la sintesis de proteinas, metabolismo de
lipidos y metabolismo de toxinas.®! Un exceso de &cidos grasos saturados causa estrés
en el reticulo endoplasmico y modifica la viscosidad de su membrana, lo cual es un factor
de riesgo de varios sindromes metabodlicos. En 2015, Lee et al. desarrollaron y
reportaron un sensor fluorescente ratiométrico basado en BODIPY-cumarina especifico
a la membrana del reticulo endoplasmico para monitorear la viscosidad de esta en

condiciones de estrés (Figura 9).82

Bioconjugate Chem. 2015, 26(12), 2474-2480

Figura 9. Rotor molecular ratiométrico basado en cumarina-BODIPY selectivo a la
membrana del reticulo endoplasmico e imagen de fluorescencia de células HelLa con

induccion de condiciones de estrés y marcadas con el sensor.
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4.2.5. Sensores de viscosidad selectivos al nucleo

El nucleo es el organelo mas grande de las células eucariontes. El nlcleo cuenta con
una membrana externa, cromatina (la forma en la que el ADN se encuentra en el nucleo),
nucleolo y nucleoplasma. Dentro del nlcleo se encuentra toda la informacion genética
de la célula — con excepcion del ADN mitocondrial — y se controla la expresion de los
genes, ademas de regular otros procesos como crecimiento, reproduccion, y
diferenciacion celular.®® La cromatina puede presentar diferentes grados de
condensacion, los cuales cambian durante la vida de una célula ademas de ser cruciales
en la regulacion genética.?* Algunos grados de condensacion incompleta de la cromatina
se han correlacionado con enfermedades como las adicciones®®, diabetes tipo 2%, y
enfermedades cardiacas, entre otras. La microviscosidad local del ndcleo es un
indicador del grado de condensacién en el que se encuentra la cromatina, por lo que
monitorearla puede brindar informacion importante sobre el estado de salud o la edad
de una célula.8” En 2021, Zhang et al. desarrollaron y reportaron un sensor fluorescente
ratiométrico basado en BODIPY vy el ligante de Hoechst 33342 sensible a viscosidad
selectivo a ADN, con el cual pudieron cuantificar los cambios de estado de condensacion

de la cromatina dentro del ntcleo. (Figura 10)&’

Chinese Chemical Letters. 2021, 32(8), 2395-2399

Figura 10. Rotor molecular ratiométrico basado en BODIPY selectivo al ADN e
imagenes fluorescentes de células HelLa en distintas etapas del ciclo celular marcadas

con el sensor.
4.2.6. Sensores de viscosidad en el citosol

El citosol es un liquido homogéneo coloidal que se encuentra en el citoplasma celular,
el cual esta compuesto por agua, iones, lipidos, azlcares, aminoacidos, polisacéaridos,
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proteinas, ARN, etc. La principal funcién del citosol es crear un microambiente apropiado
para que los organelos funcionen correctamente.® Las reacciones metabdlicas son
controladas por la difusion de moléculas en el citoplasma, por lo que la viscosidad del
citosol tiene un papel muy importante en el metabolismo celular®®. Cualquier
anormalidad en la viscosidad del citosol puede llevar al desarrollo de enfermedades, por
lo que poder monitorearla es de gran ayuda para detectarlas incluso antes de que
aparezcan sintomas. En 2019, Li et al. desarrollaron y reportaron un sensor fluorescente
sensible a la viscosidad conformado por dos unidades de indolio como grupos rotores y
una unidad de anisol, con el cual lograron detectar cambios en la viscosidad del citosol
durante el proceso de ferroptosis (Figura 11)%.

J. Am. Chem. Soc., 2019, 141, 18301-18307

Figura 11. Rotor molecular selectivo a citosol e imagen de fluorescencia de células
HT-1080 marcadas con el sensor.

4.2.7. Sensores de viscosidad en la membrana celular

La membrana celular es una estructura semipermeable que delimita la célula y evita que
especies ajenas a ella se introduzcan, ademas controla varios procesos intercelulares
como difusion, transporte, transduccion de sefiales y reconocimiento de otras células.®*
La membrana esta conformada por una bicapa de fosfolipidos, proteinas, y algunos
azucares. La viscosidad de la membrana varia con la composicion de la bicapa y es
diferente para cada tipo de célula. Las fluctuaciones anormales en la viscosidad de la
membrana afectan la difusion controlada y, por ende, las condiciones fisiolégicas de la
célula.®? En 2020, Kuimova et al. desarrollaron y reportaron un sensor fluorescente
basado en BODIPY con una unidad derivada de anisol como grupo rotor para monitorear

la viscosidad de la membrana durante procesos de diferenciacion celular (Figura 12)%.
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Sci Rep, 2020, 10, 14063
Figura 12. Rotor molecular basado en BODIPY selectivo a membrana celular e imagen
de fluorescencia de una célula madre mesenquimatosa marcada con el sensor. La

flecha sefnala la membrana celular.

5. Sintesis y reacciones de cumarinas

5.1. Propiedades generales de las cumarinas

La 2H-cromen-2-ona, cominmente conocida como cumarina (Figura 13), es una
molécula heterociclica constituida por un anillo de a-pirona fusionado con un anillo de
benceno. Fue aislada por primera vez en 1820, por N.J.B.G. Guibourt, del cumaru
(Dipteryx odorata) y recibi6 su nombre de esta misma planta.®* La cumarina fue
quimicamente sintetizada por primera vez en 1868 mediante el calentamiento de la sal

de sodio de salicilaldehido con acido acético por W.H. Perkin.%

Figura 13. Estructura de la cumarina.

La cumarina y sus derivados se encuentran en una extensa variedad de plantas y son
un nudcleo importante de diversos compuestos naturales y sintéticos con actividades
biolégicas y farmacoldgicas, entre las cuales destacan las anticancerigenas,®
antimicéticas,®’ anticoagulantes,®® antiinflamatorias,®® antivirales,'® y antibacteriales,°*

entre otras.

Los derivados de cumarina tienen propiedades fotofisicas — tales como altos
rendimientos cuanticos fluorescentes, amplios desplazamientos de Stokes, y la
posibilidad de modificar sus longitudes de onda de absorcién y emisién?® — que permiten

qgue sean utilizados como sensores fluorescentes, catalizadores fotoredox,'%? tintes
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laser,1%% abrillantadores 6pticos'® e incluso como componentes de celdas solares y

materiales optoelectrénicos*s.

5.2. Sintesis de cumarinas
5.2.1. Sintesis de Pechmann

Una de las metodologias mas utilizadas para la sintesis de cumarinas sustituidas en la

posicién 4 es la reaccién de condensacion de Pechmann (Esquema 1).19°

OH R2
0 .
Xy + Acido N
R R%0 RZ —> R'y—
0~ o
R®=HoR'

Esgquema 1. Sintesis de Pechmann.

La reaccion generalmente se realiza en condiciones &cidas, usando 4cidos de Brgnsted
o de Lewis. La reaccion procede a través de una SeAr entre el fenol y el grupo carbonilo
previamente protonado del B-cetoéster. Posteriormente ocurre una lactonizacion que

tras la eliminacién de agua conduce a la formacién de la cumarina.t03

Con el creciente interés por utilizar metodologias basadas en lo principios de quimica
verde, se ha buscado realizar modificaciones a la sintesis de Pechmann sin
comprometer el rendimiento de la reaccion. En 2020, Samiei et al.}% desarrollaron
nanoparticulas de hierro con recubrimiento de carbono sulfonado (SCCMNPs) y
reportaron su actividad como catalizador heterogéneo en la condensacion de Pechmann
con altos rendimientos sin uso de disolventes (Esquema 2).
OH o o
. )J\/U\ SCCMNPs N
OEt Sin disolvente
HO HO (0] O
98%

Mol Divers, 2021, 25, 67-86

Esquema 2. Nueva metodologia para la sintesis de Pechmann.

A inicios de 2022, Rather y Ali'%’ llevaron a cabo la sintesis de varios derivados de
cumarina y biscumarina utilizando un disolvente eutéctico profundo (mezcla de acidos y
bases de Lewis o Bragnsted!®) de cloruro de colina (ChCI) y acido L-tartarico (TA) en
una relacién 1:2 con rendimientos de buenos a excelentes. Este disolvente eutéctico
profundo, ademas de ser biodegradable y reutilizable, también funciona como

catalizador para la reaccion (Esquema 3).
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OH OH

0O © ChCITA 1:2
+ —_— X
OEt 110°C, 10 min
HO OH HO 0" o

ChCI TA 1:2

90°C 30 min

ACS Omega, 2022, 7, 10649-10659

Esquema 3. Sintesis de cumarinas utilizando la reaccién de Pechmann.
5.2.2. Sintesis de Knoevenagel

La reaccién de condensacion de Knoevenagel'®® es una reaccién donde se forman
enlaces dobles C=C entre un compuesto con un grupo metileno activado por grupos
electroatractores y cetonas o aldehidos, dando como resultado alquenos electrofilicos
sustituidos. Esta reaccidn se utiliza para sintetizar cumarinas sustituidas en la posicion
3 partiendo de derivados de salicilaldehido y compuestos con metileno reactivo en
presencia de bases nitrogenadas tales como piperidina, trietilamina, etc. en disolventes

tanto préticos como apréticos.'19 (Esquema 4)

(0] R?
(@] A
Piperidina 1
H + 2 R
1 R
R @ EtO)JV ©fo>[o
OH

Esquema 4. Sintesis de Knoevenagel.

En 2020, Sanad y Mekky!!! sintetizaron hibridos de nicotinonitrilo-cumarina con
actividad antibacterial mediante la sintesis de Knoevenagel, utilizando citrato de

piperazina como base (Esquema 5).
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_N
S o Citrato de piperazina S o
» . 7 10% mol »
N~ °S H )J\/U\OEt . N~ °S N
EtOH, 80 °C
OH o O

Synthetic Communications, 2020, 50(10), 1468-1485

Esquema 5. Sintesis de hibridos de nicotinonitrilo-cumarina utilizando la sintesis de

Knoevenagel.

A mediados de 2022, Karcz et al.l1? sintetizaron hibridos de cumarina-tiadiazol con

actividad antimicrobial utilizando la sintesis de Knoevenagel (Esquema 6).

1 o 1
R O O Piperidina R XN

H, _ Piperidina OH
RZ OH EtO OEt EtOH, 40 °C R2 (0) (0]
R? R3
N-N
\
R’ N I S>‘NH2 POCI;, tiosemicarbazida
75°C
R? 0”0
R3

J. Mol. Sci. 2022, 23(11), 6314

Esgquema 6. Sintesis de hibridos de cumarina-tiadiazol utilizando la sintesis de

Knoevenagel.

En 2019, Shakil et al.}'® desarrollaron nanocristales de ZnO vy reportaron su actividad
como catalizador heterogéneo para la sintesis de cumarinas con la reaccion de

condensacion de Knoevenagel sin uso de disolventes (Esquema 7).

0 Zn0O (0]
(@] (0]
X
Hr J\/”\ Sin disolvente OEt
F10 OFt 100 °C, 24 h
o ‘ o o

Inorg. Chem. 2019, 58(9), 5703-5714

Esquema 7. Nueva metodologia para la sintesis de Knoevenagel.
5.2.3. Sintesis de Perkin

La condensacion de Perkin (Esquema 8) fue el primer método reportado para sintetizar
cumarinas.®® Esta reaccion se lleva a cabo entre derivados del salicilaldehido y un

anhidrido en presencia de una base, seguido de una esterificacion intramolecular.?
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0]

H + 0 9 Base RL@fi
R’ )J\OJ\ o X0

OH
Esquema 8. Sintesis de Perkin.

En 2015, de la Fuente Revenga et al.''* disefiaron y sintetizaron ligantes fluorescentes
de melatonina basados en cumarina para el etiguetado de receptores melatonérgicos.

Para obtener una de las moléculas que estudiaron, utilizaron una adaptacion de la

sintesis de Perkin (Esquema 9).

-0 H 1) Boc,0, DMAP ’
MeCN, rt, 24 h
. e _0 XN N\ﬂ/
H 2) Et3Si, TFA:DCM (1:2) (0]
O)\/\/N\n/ 0 °C, 90 min o 70
Eur. J. Med. Chem, 2015, 103, 370-373

Esquema 9. Adaptacién de la sintesis de Perkin.

En 2019, Shen et al.''® sintetizaron derivados de cumarina para el tratamiento de

carcinoma hepatocelular utilizando la sintesis de Perkin (Esquema 10).

o)
1 R!
R H O O Et;N A
+ J——
R2 OH )J\OJ\ 1o°c  R? 0”0
R3 R®
o)
: HO !
R H Ac,0, EtzN
* O 4 6
R2 OH R R 110 °C

R5

Front. Chem. 2019, 7, 366

Esquema 10. Sintesis de derivados de cumarina utilizando la sintesis de Perkin.
5.2.4. Sintesis de cumarinas catalizadas por metales

La sintesis de cumarinas basada en reacciones catalizadas por metales permite obtener
una mayor variedad de cumarinas funcionalizadas, ademas de mejorar los rendimientos

obtenidos mediante las reacciones clasicas!6.
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En 1996, Trost y Toste!!’ desarrollaron un método de sintesis de cumarinas catalizado
por Pd(0) partiendo de derivados de fenol y alquinoato con rendimientos de hasta 88%

(Esquema 11).

OR 2.5 mol% (dba);Pd,Cl-CHCl5 OR
10 mol% AcONa

(0]
/@\ ’ /J\O/\ Acido férmico /@\/1
RO OH 25°C RO (@) (@)
L OR (0]
/@\/\/U\O/\
RO OH

J. Am. Chem. Soc. 1996, 118(26) 6305-6306

Esquema 11. Sintesis de cumarinas catalizada por Pd(0).

Cuatro afios mas tarde, Kadnikov y Larock!!® desarrollaron un método de sintesis de
cumarinas 3,4 disustituidas catalizado por Pd(0) partiendo de derivados de o-yodofenol

y alquinos internos y con 1 atm de CO con rendimientos de hasta 78% (Esquema 12).

5 mol% Pd(OAc),

R! | 10 mol% PPhg
_ R! R
R2 OH TBACI, DMF ) o

120 °C, 24h R

Org. Lett. 2000, 2(23), 3643-3646

Esquema 12. Sintesis de cumarinas 3,4 disustituidas catalizada por Pd(0).

En 2014, Aparece y Vadola!'® desarrollaron un método de sintesis de cumarinas
catalizada por una especie cationica de oro, en donde se lleva a cabo una orto-ciclaciéon

de alquinoatos de arilo con rendimientos de hasta 85% (Esquema 13).

5 %mol Au(PPh3)CI
5 % mol AgOTf _0O N
\©\ DCE anhldro
0] @)

Org. Lett. 2014, 16(22), 6008-6011

Esquema 13. Sintesis de cumarinas catalizada por Au(l).

En 2015, Gadakh et al.1?° desarrollaron un método de sintesis de cumarinas catalizado
por Rh(l) partiendo de fenoles acetilados y acrilatos, utilizando acido férmico como
agente reductor y acetato de sodio como base. Esta metodologia sin disolvente y sin

ligantes permite obtener rendimientos de hasta 95% (Esquema 14).
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2.5 mol% Rh,(OAc), R’

o\n/ 0 AcONa, 4cido formi
R + C a, acldo rormico AN
@ o) wvj\o/ 4 AMS R

0 Yo

3-12h

J. Org. Chem. 2015, 80(22), 11544-11550

Esquema 14. Sintesis de cumarinas catalizada por Rh(l).

Ese mismo afio, Liu et al.?! desarrollaron un método de sintesis de cumarinas catalizado
por Co(lll) basado en la anulacidén de 2-alquilfenoles con CO con rendimientos de hasta
87% (Esquema 15).

R’ 10 mol% Cp*Co(CO)Il, R!
Oxidante de Ag/Cu
> N
R co R
OH o-xileno, 30 °C 0~ o

Org. Lett. 2015, 17(21), 5404-5407

Esgquema 15. Sintesis de cumarinas catalizada por Co(lll).

En 2021, Zhang et al.'?? desarrollaron un método de sintesis de cumarinas sustituidas
en la posicion 3 fotocatalizado por Ru(bpy)sCl2-:6H20, a partir de 3-(2-
hidroxifenil)acrilatos con éteres o tioéteres, con el cual obtuvieron rendimientos de hasta
74% (Esquema 16).

A~
0 H\rxﬁ Ru(bpy)sCly-6H,0 X" °R?
A OEt + R R? TBHP, DABCO N Rj_,’l
OH N Luz visible o o
(X=0,598)

J. Org. Chem. 2021, 86(14), 9552-9562

Esquema 16. Sintesis de cumarinas fotocatalizada por Ru(lll).

También en 2021, Chen et al.'?® desarrollaron un método de sintesis de 3-
cianoalquilsulfonilcumarinas fotocatalizado por Ir(ppy)s con rendimientos de hasta 85%

(Esquema 17).

R2
N-OR 1 mol% Ir(ppy)s R? o O R3R*
| 2 eq. K23205 R‘l \ 7/ _N
y | | SW
+ R5 i N
\@\ MeCN, 60 °C, 18 h, Ar R®
2 o X0 rY "R Luz azul H o0

Org. Biomol. Chem., 2021, 19, 3181

Esquema 17. Sintesis de 3-cianoalquilsulfonilcumarinas fotocatalizada por Ir(lll).
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5.3. Reacciones de cumarinas

Comunmente las cumarinas se halogenan en la posicion 3 mediante reacciones de
adicion electrofilica. En 1986, Kelkar et al. llevaron a cabo una de las primeras
metodologias para bromacion selectiva de la cumarina utilizando bromo y acido acético

glacial (Esquema 18)%4,

o) °C 2h
Synthesis, 1986, 3, 214-216

Esgquema 18. Bromacién de cumarina.

En 2021, Yu et al.*?> desarrollaron un método electroquimico para llevar a cabo esta

misma reaccion en condiciones suaves (Esquema 19).

+ HBr Celda no dividida
(0] (6] (6]

O
rt

Tetrahedron Lett., 2021, 86, 153514

Esquema 19. Bromacion electroquimica de cumarina.

Por otro lado, también es posible realizar la O-alquilacion generando un alcoxicarbenio.
La primera reaccion de este tipo fue reportada en 1981 por Quirk et al., utilizando

metilfluorosulfato o sales de Meerwin (Esquema 20)*25.

o DCM, rt, 48 h

J. Org. Chem, 1981, 46, 3186-3189

Esquema 20. O-alquilacién de cumarina.

En 2007, Le Bihan et al. utilizaron esta misma reaccion para llevar a cabo la sintesis de

complejos heterociclicos de carbeno (Esquema 21)%7.

©j\l CF3S0,0CH; m CH43(OCH23)CW(CO)s N (l)\/
~ e X
o o oo

O Et;N 0 W(CO)s

J. Organomet. Chem, 2007, 692(24), 5517-5522

Esquema 21. Aplicacion de la reaccion de O-alquilaciéon de cumarina.
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Otro tipo de reaccion que experimentan las cumarinas es la apertura del anillo de
lactona. Esto se puede llevar a cabo con sales de sodio en donde el anion es nucleofilico
fuerte, asi como lo reportaron Diyakar y Rao en 1976 utilizando NaOH'?8, y Sehgal y
Kachroo en 1980 utilizando NaH, para obtener el éster metilico derivado del acido o-

cumarico (Esquema 22)*2°.

A 1) NaH, Mel, THF I§
— " oH
0 g 2)HClL5°C »

Synth. Comm. 1980, 10(1), 37-42

Esquema 22. Apertura del anillo de lactona en la cumarina.

En 2020, Erdemir y Malkondu desarrollaron un sensor fluorescente basado en la
apertura del anillo de lactona y su posterior ciclacion con hidracina. En este caso, la

molécula resultante es altamente fluorescente. (Esquema 23)10,

NH,NH,
_—

DMSO:H,0 1:2

Microchemical Journal, 2020, 152, 104375

Esquema 23. Sensor fluorescente basado en la apertura del anillo de lactona de la

cumarina.

El anillo de lactona de la cumarina también puede contraerse. En 1979, Dulenko et al.
reportaron la primera reaccion de contraccion del anillo en condiciones basicas y a altas

temperaturas (Esquema 24)13%,

Cl 0
OH

AN —_—

Reflujo A\
HO o "0 HO o

OH

Chem. Heterocycl. Compd., 1979, 15, 815

Esgquema 24. Contraccién del anillo de lactona de la cumarina.
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A inicios de 2022, Zheng et al. utilizaron la contraccién del anillo de lactona de la
cumarina para la sintesis catalizada por cobre de piridonas fusionadas con

dihidrobenzofuranos (Esquema 25)32,

NOPiv 10 mol% CuBr
R o
o o DMSO, 80°C, 12 h

Org. Lett. 2022, 24, 2282-2287

Esquema 25. Aplicacion de la reaccion de contraccion del anillo de lactona de la

cumarina.

6. Sintesisy reacciones de BODIPY
6.1. Propiedades generales de BODIPY

Los colorantes fluorescentes cuyas propiedades pueden ser modificadas mediante la
insercion de grupos funcionales adecuados son excelentes candidatos para aplicaciones
optoelectronicas 'y materiales funcionales. Recientemente, los fluoroforos
organoboronicos cuyo atomo de boro se encuentra tetracoordinado, como los BODIPY,

han recibido especial atencion.33

Los compuestos derivados del 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno, abreviados
como BODIPY (Figura 14), fueron descubiertos en 1968 por Treibs y Kreuzer34. En
2009, Tram et al. sintetizaron y caracterizaron completamente y por primera vez el
BODIPY sin ningun sustituyente, partiendo de la oxidacion del dipirrometano seguida de

la adicion de eterato de dietiltrifluoruro de boro en presencia de una base!®®,

Figura 14. Estructura de BODIPY.

Los BODIPY son altamente fluorescentes, con bandas de absorcion y de emision
agudas y definidas, sin embargo, poseen desplazamientos de Stokes muy pequefios.136
Esta desventaja puede ser minimizada mediante la funcionalizacion del nucleo de
BODIPY, ya que de esta manera se pueden ajustar sus propiedades fotofisicas, opticas

y electrénicas.®’
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Gracias a su versatilidad, los BODIPY tienen una amplia variedad de aplicaciones, tales
como sensores fluorescentes, fotocatalizadores3®, tintes laser’3®, en celdas

fotovoltaicas y OLEDs!?, e incluso en terapia fotodinamica®*!.

6.2. Sintesis de BODIPY
6.2.1. Sintesis de BODIPY simétricos

Para sintetizar BODIPY simétricos, la metodologia mas comun consiste en la
condensacion de un pirrol con un compuesto carbonilico electrofilico en condiciones
acidas, seguida de una oxidacién con DDQ, y finalmente la coordinaciéon de los
nitrogenos del nucleo de dipirrometeno con boro, utilizando dietileterato de trifluoruro de

boro y una base (Esquema 26)134142,

R? RS
Z_§ 0 o
1 7\ + )J\ Acido R2 \\ = R2
R SN H™ R ——~ NH HN
H R R
DDQ

Esgquema 26. Sintesis general de BODIPY simétricos.

Este método de sintesis es ampliamente utilizado hoy en dia con pocas modificaciones.
A inicios de 2022, Matveeva et al. sintetizaron y caracterizaron una familia de fluoréforos
de BODIPYs simétricos sustituidos con oxadiazol en las posiciones 1y 7, ademas de un

sustituyente en la posicion 8, utilizando esta metodologia (Esquema 27)43,

TFA, sin disolvente, 120 °C
2) DDQ, DCM

Ph O 1)
TN A pn
N\O)\©/ 3) DIPEA
NH 3 4) BF5-OEt,

New J. Chem., 2022,46, 5725-5729

Esquema 27. Sintesis de BODIPY simétrico utilizando la metodologia clasica.
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6.2.2. Sintesis de BODIPY asimétricos

Los BODIPY asimétricos se obtienen mediante la condensacion de un pirrol acetilado o
formilado y un pirrol que no esté sustituido en la posicion 2 en condiciones &cidas o en
presencia de POCIs. En este caso, también se requiere utilizar dietileterato de trifluoruro

de boro y una base en el tltimo paso (Esquema 28)44.

RZ RS R> R® RS R* RS
Z/ \g + o [\ AddooPOChL  Re_/ 7~ =R
Y N~ R =N HN
H R4 H R7 R']

R5 R4 R3

BF5-OEt
RG / = = R2 3 2
—N.-_N Y/ Base
+ B

R7 F/ \F R1

Esquema 28. Sintesis general de BODIPY asimétricos.

A inicios de 2022, Mori et al. utilizaron esta metodologia, seguida de una reaccion Retro-

Diels-Alder, para sintetizar un BODIPY asimétrico (Esquema 29)4°,

(e}
o .
H Ph 1) POCl3, 0 °C, 30 min

7 — . — 2) EtsN, BF3-OEt,, rt, 16 h
\_NH Ph/QgH
3) 200 °C, 90 min

Ph

Tetrahedron Lett., 2022, 96, 153759

Esquema 29. Sintesis de BODIPY asimétrico utilizando la metodologia clasica.

6.3. Reacciones de BODIPY

6.3.1. Sustitucion electrofilica aromatica

Al descubrir los BODIPYs, Treibs y Kreuzer también notaron que en las posiciones 2 y
6 se pueden llevar a cabo reacciones de sustitucion electrofilica con facilidad,'** tales
como la nitracién, sulfonacion y halogenacion. El grupo de investigacion de Shah fue el
primero en desarrollar y reportar todas estas reacciones en 1990 partiendo de un

BODIPY pentametilado (posiciones 1, 3,5, 7 y 8), como se muestra a continuacion 4.

La nitracion del BODIPY fue realizada con &cido nitrico a 0 °C durante 90 min (Esquema
30)146_
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HNO3

0 °C, 90 min

Heteroat. Chem., 1990, 1(5), 389-399

Esquema 30. Nitracién de BODIPY.
En 2017, Gupta et al. utilizaron esta reaccion como parte de su metodologia sintética

para la obtenciéon de un BODIPY hidrosoluble (Esquema 31).

HNO4 HCO,;NHy, Zn

MeOH, 25 °C, 10 min

Photochem. Photobiol. Sci., 2017,16, 499-506

Esquema 31. Aplicacion de la nitracion de BODIPY.

La sulfonacion de BODIPY fue realizada con acido clorosulfénico en diclorometano a -

50 °C, seguida de tratamiento con NaOH (Esquema 32)46,

1) CISO3H, DCM, -50 °C

2) NaOH

Heteroat. Chem., 1990, 1(5), 389-399

Esquema 32. Sulfonacion de BODIPY.

En 2019, Fu et al. utilizaron esta reaccion para sintetizar un marcador fluorescente de
BODIPY Util para detectar la presencia de nanoparticulas de oro dentro de una célula

(Esquema 33)148,

AR CISO3H, DCM, -20 °C
/N\—/N /
* 7\

FF

ACS Omega, 2019, 4(18), 17850-17856

Esquema 33. Aplicacion de la sulfonacion de BODIPY.

La halogenacion del BODIPY es una de sus funcionalizaciones mas importantes, ya que
un BODIPY halogenado se vuelve susceptible a reacciones de acoplamiento catalizadas

por Pd, permitiendo crear BODIPYs con estructuras mas complejas.
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La bromacién del BODIPY fue realizada con Brz en diclorometano a 25 °C (Esquema
34)146,

Br2

DCM, 25 °C

Heteroat. Chem., 1990, 1(5), 389-399

Esquema 34. Bromacion de BODIPY.

En 2021, Garcia Santos et al. utilizaron esta reaccién con NBS como fuente de bromo
para sintetizar un BODIPY capaz de actuar como fotocatalizador en la formacion de y-

alcoxilactonas, 1,4-dicarbonilos monoprotegidos y dihidrofuranos (Esquema 35)*%.
o o

NBS

DMF:DCM (1:1), rt, 3h

J. Org. Chem. 2021, 86(23) 16315—-16326

Esquema 35. Aplicacion de la bromacion de BODIPY.
6.3.2. Sustitucién nucleofilica aromaéatica

Los BODIPYs halogenados en las posiciones 3 y 5 son susceptibles a reacciones de
sustitucién nucleofilica aromatica con aminas, alcoxidos, fendxidos, tiolatos o enolatos
(Esquema 36).14°1%0 | a sustitucion nucleofilica aromatica también puede ocurrir en la
posiciéon 8 de BODIPY.4°

Nu =-NHR, -OR, -SR
Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 1184 — 1201

Esguema 36. Sustitucién nucleofilica aromatica en las posiciones 3y 5 de BODIPY.
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En 2020, Farinone et al. aprovecharon esta transformacion para sintetizar BODIPYs
sustituidos con aminoacidos en la posicién 8, partiendo de un BODIPY con un buen

grupo saliente (LG= -Cl, -SMe) en esta posiciéon (Esquema 37)%1.

G 0.0
C%\@ 1 eq. aminoacido, 2 eq K,CO; HNiR
=N_-_N / DCM, rt, Ar, 12 h @2\@
FF =Nz N7
\

/

LG = -SMe, -ClI F F

Org. Chem. Front., 2020, 7, 2391-2398

Esquema 37. Aplicacion de sustitucion nucleofilica aromatica en la posicion 8 de
BODIPY.

En 2021, Deng et al. realizaron una sustitucién nucleofilica aromatica en la posicion 3
del BODIPY como parte de su estrategia de sintesis para obtener una sonda

fluorescente de BODIPY basada en una sal cuaternaria de amonio (Esquema 38)*°2,

Front. Chem., 2021, 9, 650006

Esgquema 38. Aplicacion de sustitucion nucleofilica aromatica en la posicion 3 de
BODIPY.

6.3.3. Reacciones de acoplamiento catalizadas por Pd

Las reacciones de acoplamiento catalizadas por Pd son ampliamente utilizadas en
sintesis organica, incluyendo la funcionalizacion de BODIPYs. Para hacer esto es
necesario partir de BODIPYs halogenados, los cuales pueden participar en reacciones
como las de Suzuki-Miyaura'®3, Sonogashira?®*, Negishi!®®, Mizoroki-Heck!6:157, Migita-
Kosugi-Stille%815° y Buchwald-Hartwig'6%.162,

En 2021, Gong et al. utilizaron el acoplamiento de Suzuki-Miyaura para la

funcionalizacion de dimeros de BODIPY fusionados con tiofeno (Esquema 39)12,
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B(OH); Pd(PPhs),

N32C03

Tolueno/H,O

Org. Lett. 2021, 23(19) 7661-7665

Esquema 39. Funcionalizacién de BODIPY mediante acoplamiento de Suzuki-

Miyaura.

En ese mismo afo, Li et al. funcionalizaron colorantes BODIPY utilizando el

acoplamiento de Sonogashira (Esquema 40)63,

Pd(PPhs),, Cul

EtsN, THF, 60 °C, 12 h A
S

Dyes Pigm., 2021, 192, 109418

Esquema 40. Funcionalizacion de BODIPY mediante acoplamiento de Sonogashira.

En 2014, Durdn San Pedro et al. reportaron los primeros ejemplos de aplicacién del
acoplamiento de Negishi en BODIPYs halogenados en las posiciones 3 y 5 (Esquema
41)164_

©/\ZnBr Pd(PPh3),Cl,
+
J = N Tolueno, 30 min

RSC Adv., 2014, 4, 19210-19213

Esquema 41. Funcionalizacion de BODIPY mediante acoplamiento de Negishi.

En 2021, Bellomo et al., desarrollaron una familia de BODIPYs con carboranos, los
cuales se insertaron al BODIPY mediante un acoplamiento de Mizoroki-Heck (Esquema
42)165,
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~O

/ = _— sz(dba)3

I _N_-_ N/ I Cy,MeN
+ B 1,4-dioxano
F F 100 °C, 12 h

Dyes Pigm., 2021, 194, 109644

Esquema 42. Funcionalizacién de BODIPY mediante acoplamiento de Mizoroki-Heck.

A inicios de 2022, Ceugniet et al. utilizaron el acoplamiento de Migita-Kosugi-Stille como
parte de su metodologia sintética para obtener BODIPYs a,B-fusionados (Esquema
43)166,

SnBuj
Pd(PPhs),
+ Tolueno
110 °C, 16 h
9N

Chem. Eur. J., 2022, 28, 202200130

Esquema 43. Funcionalizacién de BODIPY mediante acoplamiento de Migita-Kosugi-
Stille.

En 2017, AlInoman et al. reportaron el acoplamiento de Buchwald-Hartwig en derivados
de 2-yodoBODIPY (Esquema 44)%7.

NH,R
10 mol% Pd
CS2CO3 R
Dioxano 2 NH
95°C, 16 h =N N
* /B\
FF

Org. Biomol. Chem., 2017, 15, 7643-7653

Esquema 44. Funcionalizacién de BODIPY mediante acoplamiento de Buchwald-

Hartwig.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Sintetizar y caracterizar un derivado de BODIPY-Cumarina para estudiar sus
propiedades fluorescentes al variar la polaridad y la viscosidad del medio y de esta
manera evaluar si el compuesto se puede utilizar para medir la microviscosidad celular

mediante microscopia confocal fluorescente.
Objetivos particulares

» Sintetizar la molécula 1 y caracterizarla utilizando las siguientes técnicas
espectroscopicas: RMN de 'H, 13C, 1°F,11B, IR, y espectrometria de masas de alta
resolucion.

» Realizar un andlisis solvatocromico para estudiar y analizar el comportamiento de
1 con respecto a la polaridad del disolvente.

= Llevar a cabo un estudio de viscosidad empleando diferentes mezclas de metanol
y glicerol para estudiar la sensibilidad fluorescente de 1 hacia variaciones de

viscosidad del medio.
HIPOTESIS

Se considera que el grupo fuertemente electrodonador cumarina y el grupo fuertemente
electroatractor BODIPY, enlazados por medio de un espaciador arilo, constituyen una
arquitectura adecuada para un sensor fluorescente ratiométrico de viscosidad de tipo

push-pull.
SECCION EXPERIMENTAL
Reactivos e instrumentacién

Todas las materias primas fueron obtenidas de proveedores comerciales y usadas sin
una previa purificacion. Los disolventes fueron secados mediante métodos
estandarizados o destilados dependiendo de la finalidad de su uso. Las reacciones
fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina en placas de gel de silica
(ALUGRAM SIL G/UV2ss) y reveladas bajo exposicion de una ldmpara de luz UV24s. Los
puntos de fusion fueron determinados usando el aparato Electrothermal Mel-Temp® y
no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos usando el

espectrofotometro Perkin-Elmer 400 FT-IR/FT-FIR (el nimero de onda esta descrito en
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cm?). Los espectros de UV-Vis fueron obtenidos utilizando los espectrofotémetros
Thermo Scientific Evolution y HORIBA Scientific. Los espectros de UV-Vis y
fluorescencia fueron realizados a 25 °C en una celda de cuarzo colocada en un soporte
a 25+1 °C con un bafio de recirculacion. Los espectros de RMN 1H, 13C, 1B y °F fueron
obtenidos empleando los espectrofotometros Varian Unity Inova 300 MHz, JEOL ECA
500 MHz y Bruker 500 MHz (se muestran los desplazamientos quimicos relativos con
respecto a TMS, CDCls, BF3sOEt2 y CFCls, respectivamente). Los espectros de masas

de alta resolucion fueron adquiridos con el espectréometro JEOL AccuTOF JMS-T100LC.
Sintesis y caracterizacion

8-hidroxi-1,2,3,5,6,7-hexahidropiridin[3,2,1]quinolin-9-carbaldehido (6)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se adicionaron 1.47 mL (19.02 mmol) de DMF
y se colocd el matraz en un bafio de hielo, posteriormente se adicionaron bajo
condiciones anhidras utilizando atmosfera de nitrégeno, gota a gota 1.78 mL (19.02
mmol) de POCIs, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion. Después de 30 minutos,
se adicionaron 1.8 g (9.51 mmol) de 8-hidroxijulolidina que se encontraban disueltos en
11 mL de DMF. La reaccion se mantuvo en agitacion por 4 horas, monitoreando la
reaccion por cromatografia en capa fina. Posteriormente, se adicionaron 10 mL de agua
y se dej6 en agitacion por 20 minutos. Se purific6 el compuesto 6 mediante
cromatografia en columna empleando como fase estacionaria silica gel y como fase
movil un sistema de elucion 95:5 hexano:acetato de etilo. Se obtuvieron 1.60 g de un
sélido amarillo correspondiente al compuesto 6 con un rendimiento del 77%. Punto de
fusion: 67-68 °C. IR (ATR, v, cm') 2937 (w), 2844 (w), 1639 (m), 1594 (m), 1527 (m),
1353 (m), 1303 (s), 1276 (s), 1180 (s), 1153 (s), 808 (s), 746 (s). RMN 'H (400 MHz,
CDCls, 8, ppm): 11.80 (s, 1H, O-H), 9.37 (s, 1H, H-14), 6.84 (s, 1H, H-10), 3.27 (q, J =
5.82 Hz, 4H, H-3, H-5), 2.68 (t, J = 6.04 Hz, 4H, H-1, H-7), 1.96-1.60 (m, 4H, H-2, H-6).
RMN 13C (100 MHz, CDCls, 5, ppm): 191.6 (C-14), 159.4 (C-8), 149.5 (C-12), 131.2 (C-
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10), 113.6 (C-11), 110.7 (C-13), 105.3 (C-9), 50.3 (C-3), 50.0 (C-5), 27.3 (C-1), 21.7 (C-
2), 20.6 (C-6), 19.7 (C-7).

2,3,6,7-tetrahidro-1H-pirano[2,3-f]pirido[3,2,1-ij]Jquinolin-11(5H)-ona (5)

El compuesto 6 (0.3 g, 1.38 mmol), malonato de dietilo (0.42 mL, 2.76 mmol) y piperidina
(0.41 mL, 4.14 mmol) fueron disueltos en etanol absoluto (3 mL) y la disolucién resultante
fue calentada a reflujo por 15 h. El etanol fue evaporado a presién reducida, y se adicioné
HCI concentrado (4.8 mL) y &cido acético glacial (2.8 mL) bajo condiciones de reflujo por
10 h. La mezcla de reaccion se dej6 enfriar a temperatura ambiente y después se coloco
en un bafio de hielo. Se afadieron lentejas de NaOH hasta pH = 5.0, se observo la
formacion de un precipitado inmediatamente. El sdlido se filtr6, se lavé con agua, se
secO y se purifico por cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria silica
gel y diclorometano como eluyente. Se obtuvieron 0.29 g de un sélido color amarillo
correspondiente al compuesto 5 con un rendimiento del 87%. Punto de fusion: 117-119
°C. IR (ATR, v, cm™) 3091 (w), 2954 (w), 2929 (w), 2836 (w), 1691 (s), 1602 (m), 1521
(m), 1432 (m), 1313 (m), 1178 (m), 821 (s), 752 (s). RMN H (400 MHz, CDClz, &, ppm):
7.45 (d, J =9.2 Hz, 1H, H-9), 6.83 (s, 1H, H-8), 5.98 (d, J = 9.2 Hz, 1H, H-10), 3.25(q, J
= 5.8 Hz, 4H, H-3, H-5), 2.88 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-1), 2.75 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-7), 2.0-
1.93 (m, 4H, H-2, H-6). RMN *3C (100 MHz, CDCls, , ppm): 162.6 (C-11), 151.6 (C-12),
145.9 (C-14), 144.0 (C-9), 124.9 (C-8), 118.3 (C-15), 108.1 (C-16), 108.1 (C-10), 106.5
(C-13), 49.9 (C-3), 49.5 (C-5), 27.4 (C-1), 21.4 (C-2), 20.5 (C-6), 20.2 (C-7).

10-bromo-2,3,6,7-tetrahidro-1H-piran[2,3-f]piridin[3,2,1-ij] quinolin-11(5H)-ona (4)

Este compuesto fue sintetizado usando el compuesto 5 (0.91 g, 3.77 mmol) disuelto en
acido acetico (6.5 mL) y tras colocar el matraz de fondo redondo en un bafio de
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hielo/agua, se adicion6 Brz (0.23 mL, 4.53 mmol). La mezcla de reaccion fue agitada a
temperatura ambiente durante 20 minutos. El compuesto fue purificado mediante
cromatografia en columna utilizando silica gel como fase estacionaria y como eluyente
una mezcla 90:10 hexano:acetato de etilo. Se obtuvieron 0.97 g de un sdlido amarillo
correspondiente al compuesto 4 con un rendimiento del 80%. Punto de fusion: 125-127
°C. IR (ATR, v, cm) 2965 (w), 2931 (w), 2832 (w), 1706 (s), 1617 (m), 1521 (m), 1307
(m), 1270 (m), 1174 (m), 921 (m), 746 (m), 592 (m). RMN *H (400 MHz, CDCls, d, ppm):
7.78 (s, 1H, H-9), 6.78 (s, 1H, H-8), 3.27 (q, J = 5.6 Hz, 4H, H-3, H-5), 2.86 (t, J = 6.4 Hz,
2H, H-1), 2.75 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-7), 1.96 (m, 1.99-1.93, 4H, H-2, H-6). RMN 13C (100
MHz, CDCls, 8, ppm): 158.7 (C-11), 151.1 (C-12), 146.3 (C-14), 145.0 (C-9), 124.3 (C-
8), 119.0 (C-15), 108.7 (C-16), 106.3 (C-10), 101.7 (C-13), 50.0 (C-3), 49.6 (C-5), 27.5
(C-1), 21.3 (C-2), 20.4 (C-6), 20.3 (C-7). HRMS (DART): Calculado para m/z
C15H14BrNO2+H* 320.0286, encontrado 320.0296, error 3.13 ppm.

4(11-o0x0-2,3,5,6,7,11-hexahidro-1H-piran[2,3-f]piridin[3,2,1-ijJquinolin-10-
ilbenzaldehido (3)

El compuesto 3 fue sintetizado usando el compuesto 4 (0.63 g, 1.97 mmol). En una
mezcla de disolventes degasados compuesta de etanol (3 mL)/agua (6 mL)/tolueno (3
mL) se adicionaron acido 4-formilfenilborénico (0.59 g, 3.94 mmol) y K2CO3 (0.82 g, 5.9
mmol). El matraz se purgd con Nz y posteriormente se adicion6 Pd(PPhs)s (0.114 g,
0.098 mmol, 5% mol). La reaccion procedid en agitacion por 8 h a 80 °C. El crudo de
reaccion se filtro sobre celita, se extrajo con AcOEt (3 x 30 mL) y se sec0 la fase organica
con Na2SOs. Se purificO mediante cromatografia en columna con elucion 90:10 Hexano-
AcOEt. Se obtuvieron 0.55 g de un sélido amarillo correspondiente al compuesto 3 con
un rendimiento del 81%. Punto de fusion (temperatura de descomposicion): 170 °C. IR
(ATR, v, cm) 2933 (w), 2850 (w), 2807 (w), 2724 (w), 1689 (s), 1585 (s), 1517 (m), 1299
(s), 1209 (m), 1166 (s), 829 (m). RMN 'H (400 MHz, CDCls, 8, ppm): 10.01 (s, 1H, H-
21), 7.90 (s, 4H, H-18, H-19), 7.72 (s, 1H, H-9), 6.93 (s, 1H, H-8), 3.30 (g, J = 5.6 Hz,
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4H, H-3, H-5), 2.93 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-1), 2.78 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H-7), 2.02-1.95 (m,
4H, H-2, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCls, 5, ppm): 191.8 (C-21), 161.4 (C-11), 151.6
(C-12), 146.6 (C-14), 142.5 (C-20), 142.1 (C-9), 135.0 (C-17), 129.7 (C-19), 128.5 (C-
18), 125.6 (C-8), 119.0 (C-15), 117.6 (C-10), 108.8 (C-16), 106.1 (C-13), 50.1 (C-3), 49.7
(C-5), 27.5 (C-1), 21.4 (C-2), 20.5 (C-6), 20.3 (C-7). HRMS (DART): Calculado para m/z
C22H19NO3s+H* 346.1443, encontrado 346.14379, error -1.54 ppm.

10-(4(di(1H-pirrol-2-il)metil)pentil)-2,3,6,7-tetrahidro-1H-pirano[2,3-f]pirido[3,2,1-
ifl]quinolin-11(5H)-ona (2)

El compuesto 3 (0.51 g, 1.46 mmol) y pirrol (4.1 mL, 58.5 mmol) fueron disueltos en
diclorometano anhidro (15 mL) bajo atmdsfera de N2, seguido de la adicion de acido
trifluoroacético (0.11 mL, 1.46 mmol). La mezcla de reaccién fue agitada durante 10
minutos a temperatura ambiente, después se llevo a cabo una extraccion utilizando una
disolucién de NaOH (0.1 M) y se lavd con agua. La fase organica se evapord bajo
presion reducida y, para eliminar el exceso de pirrol se formé una mezcla azeotrdpica
con etanol. El producto crudo fue soportado sobre celita y purificado mediante
cromatografia en columna utilizando silica gel como fase estacionaria y como eluyente
una mezcla 85:15 hexano:acetato de etilo. Se obtuvieron 0.24 g de un soélido color café
correspondiente al compuesto 2 con un rendimiento del 35%. IR (ATR, v, cm') 3423 (w),
3403 (w), 2935 (w), 2850 (w), 1685 (m), 1614 (m), 1590 (m), 1560 (m), 1519 (m), 1309
(s), 1172 (m), 738 (m), 711 (s). RMN *H (400 MHz, CDClIz, d, ppm): 8.00 (s, 2H, N-H),
7.65 (d, J=8.3 Hz, 2H, H-19), 7.61 (s, 1H, H-9), 7.28 (d, J=8.3 HZ, 2H, H-18), 6.91 (s,
2H, H-8), 6.72 (td, J1=4.0 Hz, J.=2.7 Hz, 2H, H-25), 6.18 (q, J=2.7 Hz, 2H, H-24), 6.00-
5.98 (m, 2H, H-23), 5.52 (s, 1H, H-21), 3.29 (q, J=5.2 Hz, 4H, H-3, H-5), 2.94 (t, J=6.4
Hz, 2H, H-1), 2.79 (t, J=6.4 Hz, 2H, H-7), 2.02-1.98 (m, 4H, H-2, H-6). RMN 3C (100
MHz, CDCls, &, ppm): 161.8 (C-11), 151.7 (C-12), 147.4 (C-14), 146.5 (C-20), 144.0 (C-

38



9), 141.8 (C-25), 139.2 (C-17), 132.8 (C-22), 131.7 (C-23), 130.8 (C-19), 128.2 (C-18),
125.6 (C-8), 119.0 (C-24), 118.6 (C-15), 118.1 (C-10), 109.0 (C-16), 106.4 (C-13), 50.2
(C-3), 49.9 (C-5), 47.1 (C-21), 27.7 (C-1), 21.6 (C-2), 20.6 (C-6), 20.5 (C-7) HRMS
(DART): Calculado para m/z CsoH27N3O2+H* 462.2181, encontrado 462.2175, error -
1.40 ppm.

10-(4-(5,5-difluoro-5H-414,514-dipirrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,2]diazaborinin-10-il)fenil)-
2,3,6,7-tetrahidro-1H,5H,11H-pirano[2,3-f]pirido[3,2,1-ij]quinolin-11-ona (1)

El compuesto 2 (0.24 g, 0.52 mmol) y DDQ (2,3-diciano-5,6-diclorobenzoquinona) (0.14
g, 0.62 mmol) fueron disueltos en diclorometano anhidro (25 mL). La mezcla de reaccion
se purg6 con Nz y se agité durante 1.5 h. Después, se adiciondé BF3OEt2 (1.3 mL, 10.4
mmol) gota a gota, seguido de la adicion de EtsN (1.1 mL, 7.8 mmol). La reaccion se
calenté a reflujo durante dos horas y se lavé con H20, los disolventes organicos se
evaporaron bajo presion reducida. El producto crudo se soport6 sobre celita y se purificd
por medio de cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria silica gel y
como fase movil un sistema de elucién 85:15 hexano:acetato de etilo. Se obtuvieron
0.06 g de un sélido color verde correspondiente al compuesto 1 con un rendimiento del
23%. Punto de fusién: 214-216 °C. IR (ATR, v, cm) 2925 (w), 2849 (w), 1696 (m), 1559
(m), 1516 (m), 1386 (m), 1259 (m), 1112 (m), 1073 (s), 980 (m), 734 (m). RMN H (300
MHz, CDCls, 5, ppm): 7.94 (s, 2H, H-25), 7.89 (d, J=8.0 Hz, 2H, H-18), 7.75 (s, 1H, H-
9), 7.62 (d, J=8.0 Hz, 2H, H-19), 7.03-7.02 (m, 2H, H-23), 6.95 (s, 1H, H-8), 6.58-6.57(m,
2H, H-24), 3.31 (q, J=5.2 Hz, 4H, H-3, H-5), 2.95 (t, J=6.4 Hz, 2H, H-1), 2.80 (t, J=6.4
Hz, 2H, H-7), 2.0-1.98 (m, 4H, H-2, H-6). RMN 13C (75 MHz, CDCls, 5, ppm): 161.8 (C-
11), 151.7 (C-12), 146.5 (C-14, C-20), 144.0 (C-9), 141.8 (C-25), 139.2 (C-17), 135.1 (C-
21), 132.9(C-22), 131.8 (C-23), 130.8 (C-19), 128.2 (C-18), 125.6 (C-8), 119.0 (C-24),
118.7 (C-15), 118.2 (C-10), 109.0 (C-16), 106.4 (C-13), 50.2 (C-3), 49.9 (C-5), 27.7 (C-
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1), 21.6 (C-2), 20.7 (C-6), 20.5 (C-7). RMN 1B (160.4 MHz, CDCls, d, ppm): -0.66 (t, Js-
F = 28.9 Hz). RMN °F (282.4 MHz, CDCls, 8, ppm): -144.87 (q, Js-r = 28.9 Hz). HRMS
(DART): Calculado para m/z CzoH24BF2N302+H* 508.2008, encontrado 508.2005, error

-0.55 ppm.
RESULTADOS Y DISCUSION
Esquema general de sintesis
"L
1) POCl5, DMF EtO OEt X
2) H,0 H Piperidina, EtOH
N OH N oH  2)HCl, CHsCOOH N 0" "0
8-hidroxijulolidina 5 (86%)
6 (77%)
JBrz, AcOH
Q SN Br
Pd(PPhg)s, K,CO4 /©)LH
+
HO. N (0] (0]
>8
OH
4 (80%)

3 (81%)

1) DDQ
2) BF;0Et,, Et3N

2 (35%) 1(23%)
Esquema 45. Ruta de sintesis realizada para obtencion de intermediarios 6-2 y la

molécula objetivo 1.

La molécula objetivo 1 fue sintetizada siguiendo la ruta de sintesis que se describe en
el Esquema 45 con las metodologias que se describieron previamente. Como primer
paso, se realizé una formilaciéon de Vilsmeier-Haack'%® partiendo de 8-hidroxijulolidina,
empleando POCIs3 y DMF, seguida de una hidrolisis para obtener el compuesto 6.

Posteriormente, se realizé una reaccion de condensacion de Knoevenagel entre el
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compuesto 6 y malonato de dietilo, empleando piperidina como base. El éster resultante
fue hidrolizado y posteriormente se efectué una descarboxilacion en condiciones &cidas
para obtener el compuesto 5, el cual fue bromado en la posiciéon 3 utilizando Brz en
AcOH, obteniendo asi el compuesto 4. Este compuesto fue sometido a una reaccion de
acoplamiento de Suzuki-Miyaura®®® con &cido 4-formilfenilborénico con Pd(PPhs)4 como
catalizador y K2COs como base, consiguiendo el compuesto 3. La reaccion de
condensacion entre el compuesto 3 y exceso de pirrol conduce a la formacion del
derivado de dipirrometano 2, que por reaccion de oxidacion con DDQ y una reaccion de
complejacién con BF3OEt2 empleando como base EtsN conduce a la formacién de la
molécula objetivo 1.

Espectroscopia de RMN para los compuestos 6-1

En esta seccion se analizardn los espectros obtenidos de RMN de 'H, °C, y

adicionalmente, de 'B y 19F para la molécula 1.
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Figura 16. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDClIz del compuesto 6.

En la Figura 15 se muestra el espectro de RMN *H para el compuesto 6, donde se puede
observar una sefal simple a 11.80 ppm correspondiente al &tomo de H del grupo O-H
de la posicién 8. Asimismo, a 9.37 ppm se encuentra la sefial del aldehido H-14,y a 6.84
ppm la sefial aromatica del hidrégeno H-10. A 3.27 ppm se observa una sefial cuadruple
correspondiente a los hidrogenos H-3 y H-5 (N-CH2), los cuales se encuentran
acoplados a los hidrogenos H-2 y H-6 con una constante de acoplamiento J=5.82 Hz. A
2.68 ppm se observa una sefal triple propia a los hidrégenos bencilicos H-1 y H-7, los
cuales se encuentran acoplados con los hidrégenos H-2 y H-6 con una J=6.04 Hz.
Finalmente, entre 1.96 y 1.60 ppm se observa un multiplete correspondiente a H-2 y H-
6.

En la Figura 16 se muestra el espectro de RMN 3C para el compuesto 6. En 191.6 ppm
se observa la sefial de C-14 correspondiente al grupo carbonilo de aldehido. En 159.4
ppm se observa la sefal de C-8, enlazado al oxigeno fendlico. En 149.5 ppm se observa

la sefial del carbono C-12, enlazado al nitrégeno.
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A 131.2, 113.6 ppm, 110.7 ppm, y 105.3 ppm se observan las sefiales de C-10, C-11,
C-13 y C-9, respectivamente, correspondientes a los carbonos aromaticos. Los
carbonos alifaticos se encuentran en campo alto; a 50.3 ppm y 49.9 ppm se observan
las sefiales de C-3 y C-5, enlazado al nitrégeno. En 27.3 ppm se observa la sefial de C-
1. Finalmente, a 21.7 ppm, 20.6 ppm, y 19.7 ppm se observan las sefiales respectivas
de C-2, C-6,y C-7.

En la Figura 17 se muestra el espectro de RMN H para el compuesto 5, donde se puede
observar una sefial doble correspondiente al H-9 a 7.45 ppm, el cual se encuentra
acoplado con H-10, cuya sefial también es doble a 5.98 ppm, con una J=9.2 Hz. Cabe
resaltar que las sefiales correspondientes al aldehido y al hidroxilo de la molécula 6
etiquetadas como H-14 y O-H, Figura 15, han desaparecido una vez que la
condensacion de Knoevenagel se llevd a cabo. También, se encuentra la sefial
aromatica del hidrégeno H-8 a 6.83 ppm. La presencia de cada una de estas sefiales
confirma la formacion del nucleo de cumarina. Adicionalmente, en comparacién con el
espectro de RMN 'H del compuesto 6, Figura 15, las sefiales de los hidrégenos H-1y
H-7 se encuentran desdobladas, a 2.88 ppm y 2.75 ppm, respectivamente; cada una da
lugar a una multiplicidad triple los hidrogenos H-1 se encuentran acoplados con los
hidrogenos H-2 y los hidrégenos H-7 se encuentran acoplados con los hidrogenos H-1,

ambos acoplamientos tienen una J=6.4 Hz.

En la Figura 18, se muestra el espectro de RMN 3C para el compuesto 5. Es posible
observar que para los carbonos alifaticos correspondientes al nicleo de julolidina no hay
cambio alguno, comparandolo con el espectro de RMN *3C del compuesto 6, Figura 16.
Sin embargo, la sefial del carbonilo del aldehido desaparece y aparecen tres nuevas
sefiales: C-11 a 162.6 ppm debida al carbono del carbonilo del éster, C-10 a 108.1 ppm
y C-9 a 143.9 ppm, correspondientes a los carbonos de las posiciones a y 3 del

carbonilo, respectivamente.

En la Figura 19, se muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 4. Se puede
observar la pérdida del hidrégeno H-10 que es sustituido por un atomo de Br, quedando
asi unicamente las sefiales correspondientes a los hidrogenos H-8 a 6.78 ppm y H-9 en
7.78 ppm a campo bajo, este ultimo cambia su multiplicidad a una sefal simple con

respecto a la sefial doble que se obseva en el espectro de RMN H para el compuesto
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5. Las sefales correspondientes a los hidrégenos del nucleo de julolidina son casi

idénticas a las observadas en el espectro de RMN *H del compuesto 5, Figura 17.
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En la Figura 20, se muestra el espectro de RMN 13C para el compuesto 4. La sefial
correspondiente al C-10 se desplaza a campo alto (de 108.0 a 106.3 ppm) por la

presencia del bromo, el cual actiia como grupo electrodonador por efecto de resonancia.

En la Figura 21, se muestra el espectro de RMN H para el compuesto 3. Se perciben
dos nuevas sefiales: H-21 a 10.01 ppm y H-18,19 a 7.90 ppm. La sefial del hidrégeno
H-21 integra para 1H, la cual corresponde al hidrégeno del aldehido, mientras que la
sefial de los hidrégenos H-18,19 integra para 4H, correspondientes a los cuatro
hidrogenos del anillo de arilo.

En la Figura 22, se muestra el espectro de RMN 3C para el compuesto 3. Es notable la
presencia de cinco nuevas sefiales: C-17 a 134.9 ppm, C-18 a 128.4 ppm, C-19 a 129.7
ppm, C-20 a 142.5 ppm y C-21 a 191.8 ppm. Las sefales de los carbonos C-17, C-18,
C-19 y C-20 corresponden al nacleo de arilo que se encuentra como puente entre el
nacleo de cumarina y el aldehido C-21. Las sefiales de los carbonos C-17 y C-20 son
notablemente menos intensas que las de los carbonos C-18 y C-19, ya que

corresponden a carbonos cuaternarios.
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En la Figura 23, se muestra el espectro de RMN 'H para el compuesto 2. La sefial
correspondiente al hidrogeno H-21 se desplaza a campo alto, pasando de 10.01 a 5.52
ppm con respecto al compuesto 3. Esto se debe a que esta posicion se funcionalizo
generando un dipirrometano a partir de un aldehido. Adicionalmente, se perciben cuatro
nuevas sefales: H-23 como un multiplete entre 6.00 ppm y 5.98 ppm, H-24 a 6.18 ppm,
H-25 a 6.72 ppm y N-H a 8.00 ppm, cada una integrando para 2 hidrogenos ya que
corresponden al nucleo de dipirrometano. Los hidrégenos H-24 y H-25 se encuentran
acoplados con una J=2.7 Hz. Las sefales de H-18 y H-19 ahora se encuentran

separadas, H-18 esta a 7.28 ppm y H-19 a 7.65 ppm.

En la Figura 24 se muestra el espectro de RMN *3C para el compuesto 2, en el cual hay
4 nuevas sefales, correspondientes al nicleo de dipirrometano: C-25 a 141.8 ppm, C-
22 a132.8 ppm, C-23 a 131.7 ppm, y C-24 a 119.0 ppm. Adicionalmente, la sefal de C-
21 es desplazada hacia campo alto debido a la conjugacién del sistema.

En la Figura 25 se muestra el espectro de RMN *H para el compuesto 1. Es de gran
importancia notar que en este espectro desaparece la sefial correspondiente a H-21 en
5.52 ppm (Figura 23), gracias a la oxidacion del grupo dipirrometano a dipirrometeno por
accion del DDQ. Adicionalmente, no esta presente la sefial atribuida al hidrégeno del
enlace N-H, indicando que el nucleo de dipirrometeno se coordind exitosamente con el
boro. Debido al efecto electronegativo del grupo BF2, la sefal de los hidrégenos vecinos
a los &tomos de N (H-25), sufre un desplazamiento notorio a campo bajo pasando de

6.72 ppm a 7.94 ppm.
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En la Figura 26 se muestra el espectro de RMN 13C para el compuesto 1, donde se
pueden observar las sefiales propias del nacleo de BODIPY: C-22 a 132.8 ppm, C-23 a
131.7 ppm, C-24 a 119.0, y C-25 a 141.8 ppm. La sefal de C-21 nuevamente se
encuentra en campo bajo, ademas de ser menos intensa, ya que este carbono fue

oxidado para formar el BODIPY y ahora es cuaternario.

En la Figura 27 A se muestra el espectro de '°F para el compuesto 1, en el cual se
observa una sefial cuadruple en -144.87 ppm con una Js-r = 28.9 Hz. En la Figura 27 B
se muestra el espectro de !B para el compuesto 1, en el cual se observa una sefial
triple en -0.66 ppm con una Js-r = 28.9 Hz. Ambos espectros confirman la presencia del

grupo BF:2 en el nucleo del BODIPY.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCIs del compuesto 2.
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Figura 24. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz en CDCIs del compuesto 2.
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Figura 25.

Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCIs del compuesto 1.
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Andlisis solvatocrémico de absorcién y emision fluorescente

Con el objetivo de estudiar las propiedades fotofisicas de 1, se realizé un analisis
solvatocromico de absorcién UV/Vis y emision fluorescente empleando 9 disolventes de
diferente polaridad a una concentraciéon de 4 x 10° M (4 uM). Este andlisis brinda

informacion sobre la sensibilidad de 1 respecto a la polaridad del medio.

En la Figura 28 se muestran los espectros UV/Vis y de emision fluorescente de 1. En
general, se puede observar que la absorcion maxima se presenta en un intervalo de 500
a 504 nm, con la excepcion del agua (511 nm). En el caso de la emision fluorescente,
se observa que en los disolventes con menor polaridad (hexano, tolueno, y xileno), la
intensidad fluorescente se ve drasticamente aumentada y su longitud de onda
desplazada, posiblemente debido a la formacion de agregados moleculares.
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1.00 —— DCM 1 —— Hexano
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—— Butanol —— Tolueno
'ID'(_JIUenO Dioxano
ioxano ~ i
—~ — Xileno S s | Xileno |
5 < Ll6x10 DMSO
S 0.75 - DMSO | A L — DMF
s —— DMF © L Agua
S Agua Q
= $ 8.70x10°
£ 2
3 o050 =
2 S 5.80x10°
L
2.90x10°
0.25
400 450 500 550 600 650 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 28. Espectros de UV/Vis y de emision fluorescente para la sonda 1 en

diferentes disolventes a una concentracion de 4 uM.

Las longitudes de onda de maxima emision se encuentran entre 514 y 530 nm —
excluyendo los disolventes de mas baja polaridad — por lo que esa sefial se atribuye a
las transiciones -1 correspondientes al nucleo de BODIPY. En el caso del agua, la

emision maxima se presenta a 502 nm.
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Tabla 1. Longitudes de maxima absorcién, maxima emisién, y desplazamientos de

Stokes de 1 en diferentes disolventes a una concentracién de 4 uM.

Disolvente AT¥ (nm) mex (nm) AA (nm)
DCM 502 518 16
Hexano 500 558 58
Butanol 500 519 19
Tolueno 504 649* 145
Dioxano 501 493* 8
Xileno 503 649* 146
DMSO 503 530 27
DMF 501 526 25
Agua 511 502 9

* Posible formacién de agregados moleculares.

En la Tabla 1 se presentan los valores de longitud de onda de maxima absorcion, de

méaxima emision, y los desplazamientos de Stokes de 1. En general, los

desplazamientos de Stokes son pequeifios, indicando que este sensor fluorescente

muestra una baja sensibilidad a los cambios de polaridad del disolvente. Estos

resultados son positivos ya que, sin importar la polaridad del medio, las bandas de

absorcién y emision no se veran afectadas permitiendo una medicién mas exacta de la

fluorescencia asociada a la viscosidad del medio.

Andlisis de emisién fluorescente a diferentes valores de viscosidad

Fluorescencia (u.a.)
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Figura 29. A. Espectros de emisién fluorescente a diferentes valores de viscosidad de
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0.59 a 647.71 cP para la sonda 1 utilizando mezclas metanol-glicerol a una
concentracion de 4 uM, B. Curva de calibracién en 530 nm (log intensidad fluorescente

vs. log viscosidad).

En la Figura 29 A se muestran los espectros de emision fluorescente de 1 a diferentes
valores de viscosidad, en un intervalo de 0.59 a 647.71 cP. Es posible observar que la
intensidad de emisién fluorescente aumenta al aumentar la viscosidad, ya que un medio
altamente viscoso limita la rotacion de la molécula, favoreciendo la transferencia de
carga intramolecular en el estado excitado de la molécula. Es posible que esta
transferencia de carga intramolecular sea tan fuerte que provoca que la emision del
nacleo de cumarina se desplace hasta traslaparse con la emision del nicleo de BODIPY,
resultando en una sola sefial de emision a pesar de tener dos fluoréforos, por lo que

esta sonda no se puede considerar ratiométrica.

En la Figura 29 B se muestra la curva de calibracién realizada en 530 nm, tomando en
cuenta el logaritmo de la viscosidad (n) vs. el logaritmo de la intensidad fluorescente (1).
De acuerdo con la curva de calibracion, existe una buena relacion lineal entre estos
parametros (r> = 0.9576) por lo que esta sonda fluorescente podria utilizarse para
estimar el valor de la viscosidad dentro de una célula mediante la técnica de microscopia

de imagen fluorescente.
CONCLUSIONES

Se logré la sintesis de la molécula 1, asi como su caracterizacion mediante técnicas
espectroscopicas de RMN !H, 13C, °F, 1B, IR, y espectrometria de masas de alta
resolucién. Asimismo, se realizé un analisis solvatocrémico en el cual se encontré que
1 muestra poca sensibilidad a los cambios de polaridad del disolvente, aunque en

disolventes no polares tiende a formar agregados moleculares.

La sonda fluorescente 1 mostr6é sensibilidad a la viscosidad, ya que el logaritmo de la
intensidad fluorescente incrementa de manera lineal conforme aumenta la viscosidad
del medio. Por lo que esta sonda fluorescente podria utilizarse para determinar la

viscosidad celular mediante la técnica de microscopia confocal fluorescente.
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Espectros de IR para los compuestos 6-1
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Figura Al. Espectro de IR del compuesto 6.
100 T T T T T T T T
90
80
3091 L 2836
C-H C-H
70 Aromatico
2929
C-H
Alifatico
60 - N l -
o 1311 115p
50 1691 o-co |-~ C-O -
5 C=0 1602 Aromaético
c=C 1178
C-N
40 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm?

Figura A2. Espectro de IR del compuesto 5.
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Figura A4. Espectro de IR del compuesto 3.
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Espectros de masas para los compuestos 4-1
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