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RESUMEN

Este trabajo resume los resultados obtenidos a lo largo de este proyecto de investigacion doctoral
Y que tuvo como proposito, 1) desarrollar una metodologia sintética versatil e innovadora para la
obtencion de heterociclos nitrogenados fusionados basada en el uso de complejos (n*-
vinilcetena)Fe(CO); como intermediarios clave. Estos complejos permitieron la obtencion
eficiente de sistemas aza-heterociclicos del tipo 4H-quinolizin-4-onas, 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-
a]piridin-1-onas y 5H-tiazolo[2,3-a]piridinonas mediante un proceso de aza-anillacién promovido
por el fragmento metélico [Fe(CO)s]. Las propiedades luminiscentes de los heterociclos obtenidos
permitieron 2) aprovechar su arquitectura molecular para incorporar fragmentos coordinantes de
tipo hidroxilo que permitieron su aplicacion como quimiosensores fluorescentes selectivos a iones
metdlicos, logrando que varias de las sondas obtenidas demostraran una alta selectividad y
sensibilidad hacia Fe(lll) a través de un mecanismo de apagamiento de fluorescencia, con
interferencia minima de otros iones metalicos. Para caracterizar estas propiedades, se realizaron
estudios detallados de UV-Visible y fluorescencia, determinando maximos de absorcién y

emision, desplazamientos de Stokes y rendimientos cuanticos.

De entre los quimiosensores obtenidos, destacan los compuestos 5a, 5b y 5c, los cuales
presentaron respuestas opticas significativas frente a Fe(lll) con limites de deteccion tan bajos
como 13.15 yM en un sistema DMSO:H.0 (1:1). La estequiometria de los complejos formados y
las constantes de asociacion se determinaron mediante graficas de Job y el método de Benesi-
Hildebrand.

Ademads, se logré aislar y caracterizar completamente el complejo formado entre la sonda 5a y
Fe(lll) mediante analisis elemental, espectroscopia EPR, espectrometria de masas, IR lejano,
UV-Visible y fluorescencia, confirmando la formacién de un complejo 1:2 metal-ligante coordinado
a través de los atomos de oxigeno incluidos en el compuesto 5a. Estudios teéricos de tipo TD-
DFT, permitieron entender el mecanismo de apagamiento de la fluorescencia y a través del
modelo NTOs fue posible identificar los orbitales involucrados en las transiciones electronicas

responsables de la emision en 5a y de su apagamiento cuando se combina con el Fe(lll).

Estos resultados contribuyen al entendimiento de la relacién entre la estructura quimica y las
propiedades fluorescentes de estos sistemas heterociclicos nitrogenados, resaltando su potencial
como quimiosensores selectivos y eficientes para la deteccidn de Fe(lll). Estudios futuros podrian
centrarse en la expansién de esta metodologia para la sintesis de sistemas heterociclicos mas

complejos y su aplicacién en muestras reales y entornos bioldgicos.
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ABSTRACT

This work summarizes the results obtained throughout this doctoral research project, which aimed
to 1) develop a versatile and innovative synthetic methodology for the synthesis of fused nitrogen
heterocycles, based on the use of (n*vinylketene)Fe(CO); complexes as key intermediates.
These complexes enabled the efficient formation of aza-heterocyclic systems such as 4H-
quinolizin-4-ones, 1H-benzo[4,5]thiazolo[3,2-a]pyridin-1-ones, and 5H-thiazolo[2,3-a]pyridinones
through an aza-annulation process promoted by the [Fe(CO);] metal fragment. The luminescent
properties of the synthesized heterocycles allowed 2) the incorporation of hydroxyl-type
coordinating fragments, facilitating their application as fluorescent chemosensors for metal ions.
Several of the obtained probes exhibited high selectivity and sensitivity toward Fe(lll) via a
fluorescence quenching mechanism, with minimal interference from other metal ions. To
characterize these properties, detailed UV-Visible and fluorescence studies were performed,

determining absorption and emission maxima, Stokes shifts, and quantum vyields.

Among the obtained chemosensors, compounds 5a, 5b, and 5c¢ exhibited significant optical
responses to Fe(lll), with detection limits as low as 13.15 yM in a DMSO:H,0 (1:1) system. The
stoichiometry of the formed complexes and their association constants were determined using Job

plots and the Benesi-Hildebrand method.

Additionally, the complex formed between probe 5a and Fe(lll) was successfully isolated and fully
characterized using elemental analysis, EPR spectroscopy, mass spectrometry, far-IR, UV-
Visible, and fluorescence spectroscopy, confirming the formation of a 1:2 metal-ligand complex
coordinated through oxygen atoms within compound 5a. TD-DFT theoretical studies provided
insights into the fluorescence quenching mechanism, and through the NTOs model, it was
possible to identify the orbitals involved in the electronic transitions responsible for the emission

in 5a and its quenching upon interaction with Fe(lll).

These results contribute to a better understanding of the relationship between chemical structure
and the fluorescent properties of nitrogen heterocyclic systems, highlighting their potential as
selective and efficient chemosensors for Fe(lll) detection. Future studies could focus on
expanding this methodology to synthesize more complex heterocyclic systems and exploring their

applications in real samples and biological environments.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La deteccion selectiva y sensible de iones metalicos en soluciones acuosas o disolventes
organicos biocompatibles es de gran interés en el campo de la quimica analitica y la bioquimica,
debido a la amplia gama de aplicaciones que tienen estos compuestos en procesos biolgicos y
ambientales.! En particular, el hierro(lll) es un ién metélico de gran importancia en biologia, ya
que esté involucrado en una amplia variedad de procesos bioquimicos, como la sintesis de ADN
y la produccién de energia en las células.? Por esta razén, la deteccién selectiva y sensible de

este metal es de gran interés tanto para la investigacién fundamental como aplicada.

Los compuestos heterociclicos con un atomo de nitrégeno como unién de dos anillos fusionados
son de gran interés debido a las propiedades bioldgicas y farmacéuticas de varios de sus
derivados.® Especificamente, el anillo 4H-quinolizin-4-ona ha sido objeto de interés y desafio en
el campo de la quimica debido a su complejidad estructural y a las dificultades asociadas con los
métodos de sintesis, que a menudo implica pasos sintéticos complicados y condiciones muy

reactivas, lo que ha limitado su desarrollo y aplicaciéon en el campo.*

En el proceso de sintesis de la sonda fluorescente presentada en este trabajo, se emplea un
enfoque innovador que implica el uso de cetenas estabilizadas con metales.® Las cetenas son
intermediarios reactivos con una alta capacidad de reactividad debido a la presencia de un grupo
carbonilo altamente polarizado. Estas cetenas estabilizadas, que contienen uno o mas enlaces
hapticos, permiten la obtencion de un método viable para la generacion de este tipo de

heterobiciclos.

1a) Wu Q., Anslyn. E., J. Am. Chem. Soc. 2004, 45, 14682. b) Ajayaghosh, A., Carol, P., Sreejith, S. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 43, 14962. ¢) Guo, X., Qian, X., Jia L., J. Am. Chem. Soc. 2004, 8, 2272. d) Shukla, M.
R., Patra, S., Verma, M. et. al. J. Med. Chem. 2020, 63, 14700-14723. e) Al-Omran, F., Abdel-Zaher, E.,
El-Khair, A. Tetrahedron, 2001, 57, 10163-10170. f) Yi-Sheng, X., Cheng-Chu, Zeng., Zi-Guo, J., Li-Ming,
H., Ru-gang, Z. Molecules. 2009, 14, 868-883. g) Good, J. A. D., Silver, J., NGfiez-Otero, C., Bahnan, W.,
Krishnan, K. S., Salin, O., Engstrom, P., Svensson, R., Artursson, P., Gylfe, A., Bergstrom, S., Almqvist, F.
J. Med. Chem. 2016, 59, 2094-2108. h) Fuijii, T.; Shindo, Y.; Hotta, K.; Citterio, D.; Nishiyama, S.; Suzuki
K.; Oka, K. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 2374.

2 Sebulsky, M. M., Brian H. Shilton, B. H., Speziali, C. D., Heinrichs, D. J. Biol. Chem. 2003, 278, 49890

3 a) Vaquero J. J., Alvarez-Builla, J. Heterocycles Containing a Ring-Junction Nitrogen, Modern
Heterocyclic Chemistry, Wiley-VCH, 2011, 4, 1989-2070. b) Elsner, J., Boeckler, F., Davidson, K.,
Sugden D., Gmeiner, P. Bioorg. Med. Chem., 2006, 14, 1949.

4 Kulkarni, M.R., Gaikwad, N.D. Tetrahedron 2020, 76, 131409.

5 a) Miyashita, A., Shitara, H., Nohira, H. Organometallics, 1985, 4, 1463-1434. b) Roper, M., Strutz, H.,
Jeim, W. J. Organomet. Chem. 1981, 219, C5-C8.



Anteriormente, en nuestro grupo de investigacién se informé la obtencion de moléculas que
incluyen el ndcleo de 4H-quinolizin-4-onas, teniendo como intermediarios clave complejos
vinilcetena estabilizados con Fe(0), obtenidos a partir de la reaccion de complejos [n2-(1-fenil-3-
(2-piridil)-2E-propen-1-ona)]-Fe(CO)s con MeLi en atmésfera de CO.°® Estos compuestos
presentaron propiedades fluorescentes, lo que motivé el presente trabajo. A diferencia del estudio
previo, en este trabajo se llevo a cabo una optimizacion significativa del método sintético basado
en una metodologia que incluye la obtencién de complejos vinilcetena estabilizados con Fe(0),

mejorando el rendimiento y la reproducibilidad.

Por otro lado, se amplié el estudio hacia la sintesis de nuevos sistemas heterociclicos, incluyendo
1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-onas y 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona. Estas nuevas estructuras
permitieron evaluar como la modificacion del esqueleto base y la introduccion de fragmentos
coordinantes influyen en las propiedades Opticas y la capacidad de deteccidon selectiva de

cationes, particularmente Fe(lll), con miras a su aplicacibn como sondas fluorescentes selectivas.

6a) A. Rosas-Sanchez, J. G. Lopez-Cortés, A. Toscano, M. C. Ortega-Alfaro, Dalton Trans. 2015, 44,
578. b) Ortega-Alfaro, M. C.; Rosas-Sanchez, A.; Zarate-Picazo, B. E.; Lépez-Cortés, J. G.; Cortés-
Guzman, F.; Toscano, R. A. Organometallics 2011, 30, 4830-4837.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Sensores
Los sensores pueden definirse como unidades capaces de recibir y traducir informacién a través
de muestras fisicas, quimicas y bioldgicas. Especificamente, los sensores quimicos se basan en
una interaccion que conduce a una o varias respuestas analiticas, por lo que son sistemas
capaces de detectar la presencia de una especie a nivel molecular mediante una sefial que puede

ser medida.”

Los primeros trabajos en el campo de los sensores quimicos se remontan al siglo XIX, cuando
los cientificos comenzaron a experimentar con métodos para detectar y medir la presencia de
sustancias quimicas en soluciones. Uno de los primeros desarrollos significativos fue el uso de
indicadores de pH, como el tornasol, para determinar la acidez o alcalinidad de una solucién.
Otros sensores mas sofisticados como la cromatografia de liquidos o de gases resultaron ser
muy sensibles, pero de muy alto costo, por lo que el acceso a estos métodos quedd reducido solo
a grandes industrias. Esta limitacion impulsé un creciente interés en desarrollar métodos con
menores costos, tiempos de respuesta mas rapidos y mayor accesibilidad, como los sensores

fluorescentes (Figura 1).

La historia de los sensores quimicos es un progreso continuo, impulsada por la necesidad de
herramientas cada vez mas sofisticadas para la deteccidn y andlisis de sustancias quimicas en
una variedad de aplicaciones, como en la deteccién de algunas especies téxicas o peligrosas en

los residuos, etc.

DA
- + M —> %ﬁ "
P \
Fragmento Sitio de Fragmento Sitio de
fluorescente union fluorescente uniéon

Figura 1 Modelo de accion de una sonda fluorescente.

7J. X. J. Zhang, K. Hoshino, Molecular Sensors and Nanodevices: Principles, Designs and Applications in
Biomedical Engineering, Elsevier, Chapter 1, pp. 1-42, 2014.



1.1.2 Tipos de sensores
El proceso mediante el cual lleva a cabo al deteccion un sensor quimico se suele dividir en tres

pasos fundamentales; reconocimiento del analito, transduccién de la sefial y medicién/analisis. 8

Reconocimiento . E’ '
de la muestra i

Figura 2 Etapas basicas en el funcionamiento de un sensor quimico

Las diferencias entre sensores estan relacionadas con las sefiales que se miden y/o en como

se traducen y analizan. Algunos de estos sensores se mencionan a continuacion.

Sensores electroquimicos: estos responden a cambios en la corriente eléctrica y existen varias
opciones dependiendo de lo que se quiera medir. Algunas de las opciones son los sensores
voltamétricos, que miden la corriente entre el electrodo y el medio con potencial constante o los
sensores potenciométricos, que miden los cambios de potencial entre el electrodo y una

referencia.®

Sensores termomeétricos: estos sensores se basan en una superficie semiconductora, cuya
conductividad depende de la temperatura (efecto termoeléctrico) y tienen una gran sensibilidad.

Algunos ejemplos de este tipo de sensores son los calorimétricos o piroeléctricos.

Sensores sensibles a la masa: son capaces de emitir diferentes sefiales mediante un cambio en
la corriente eléctrica en respuesta a una variacién de masa. Algunos sensores de este tipo son

los gravimétricos, de ondas acusticas superficiales y de onda acustica de superficie de Rayleigh.°

Sensores magnéticos: son dispositivos que detectan cambios en las propiedades magnéticas
como resultado de una interaccidén con sustancias paramagnéticas. Un ejemplo de ello es la

espectroscopia por EPR.

Sensores Opticos: La deteccidn se basa en la interaccion de la luz con la materia. La presencia
de un analito provoca modificaciones en la sefial Optica captada. Esta categoria se subdivide en

diversos grupos, lo que permite la medicion simultanea de multiples propiedades (Figura 3).

8 P. Grundler, Chemical Sensors: An Introduction for Scientists and Engineers, Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Chapter 1, pp. 1-13, 2007.

% E. Bakker, Y. Qin, Analytical Chem. 2006, 78, 3965-3984.

10 G.Gauglitz, Anal Bioanal. Chem. 2018, 410, 5-13.



Estimulo de luz

Dispersién Absorcién Quimioluminiscencia

Bioluminiscencia

Rayleigh Raman Fosforescencia Fluorescencia Fotoluminiscencia { Luminiscencia

Termoluminiscencia

Electroluminiscencia

Figura 3 Algunas propiedades que se pueden medir con sensores Opticos.

1.1.3 Parametros analiticos que definen a un sensor.
Aunque los sensores quimicos pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de sefial que generan,
independientemente del principio de funcionamiento, todos los sensores comparten
caracteristicas que permiten evaluar su desempefo. Estas propiedades, conocidas como
parametros analiticos, son distintivos clave que determinan la eficiencia de un sensor. A

continuacion, se resumen algunos de los parametros mas importantes:!!

Sensibilidad: La sensibilidad de un sensor se refiere a su capacidad para detectar cambios en la
cantidad o la concentracién del analito que se esta midiendo. Un sensor altamente sensible puede

detectar incluso pequefias variaciones en la cantidad del analito.

Selectividad: La selectividad se refiere a la capacidad del sensor para responder especificamente
al analito de interés, sin verse afectado por la presencia de otros compuestos en la muestra. Un
sensor altamente selectivo minimizara las interferencias de otros componentes presentes en la

muestra.

11 a) H. P. Loock and P. D. Wentzell, Sens. Actuators B: Chem., 2012, 173, 157-163. b) G. Gauflitz, Anal.
Bioanal. Clem., 2018, 410, 5-13



Precision: La precision se refiere a la reproducibilidad de las mediciones realizadas por el sensor.
Un sensor preciso producira resultados consistentes y confiables cuando se repita la medicién

bajo las mismas condiciones.

Tiempo de respuesta: El tiempo de respuesta de un sensor es el tiempo que tarda en producir
una respuesta detectable después de que el analito entre en contacto con el sensor. Un tiempo
de respuesta rapido es deseable en aplicaciones donde se requiere una deteccion rapida de

cambios en la concentracion del analito.

Rango de medicion: El rango de medicion de un sensor se refiere al intervalo de concentraciones
del analito sobre el cual el sensor puede realizar mediciones precisas y confiables. Un sensor con

un amplio rango de medicién es mas versatil y puede adaptarse a una variedad de aplicaciones.

Estabilidad: La estabilidad de un sensor se refiere a su capacidad para mantener su rendimiento
a lo largo del tiempo y bajo diferentes condiciones ambientales. Un sensor estable producira

mediciones consistentes y confiables durante un periodo prolongado de tiempo.

1.1.4 Fluorescencia.
Como se menciond anteriormente, las sondas quimicas son herramientas fundamentales en
campos cientificos y médicos debido a su capacidad de proporcionar informacion detallada sobre
la composicion quimica y el comportamiento de sistemas biolégicos, ambientales, etc. La
fotoluminiscencia ha surgido como una técnica analitica clave en las ultimas décadas, gracias a
su alta sensibilidad, especificidad y amplia aplicabilidad. Este fenbmeno abarca la emision de luz
por parte de una sustancia previamente excitada mediante radiacion electromagnética, e incluye

procesos como la fluorescencia y la fosforescencia.

Dentro de estas técnicas, la espectroscopia de fluorescencia ha surgido como una técnica
indispensable en las dltimas dos décadas. Su amplio uso se debe a la versatilidad de las
aplicaciones que permite, desde el descubrimiento de farmacos y la obtencidon de imagenes

celulares, hasta el analisis ambiental y estudios médicos.*?

12.3) D. Wu, A. C. Sedgwick, T. Gunnlaugsson, E. U. Akkaya, J. Yoon, T. D. James, Chem. Soc. Rev., 2017,
46, 7105-7123 b) L. B. Daly, A. P. de Silva, Chem. Soc. Rev., 2015, 44, 4203—-4211 c) J. Wu, B. Kwon, W.
Liu, E. V. Anslyn, P. Wang, J. S. Kim, Chem. Rev., 2015, 11, 7893-7943 d) L. You, D. Zha, E. V. Anslyn,
Chem. Rev., 2015, 115, 7840-7892 e) M. H. Lee, J. S. Kim, J. L. Sessler, Chem. Soc. Rev., 2015, 44,
4185— 4191 f) X. Li, X. Gao, W. Shi, H. Ma, Chem. Rev., 2014, 114, 590-695. g) A. W. Czarnik, Fluorescent
Chemosensors for lon and Molecule Recognition, ed. American Chemical Society, Washington, D. C., 1994.
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Cuando una molécula absorbe energia en forma de luz, es promovida a un estado excitado de
mayor energia. Desde este estado, la molécula puede regresar a su estado basal o de menor
energia mediante varios procesos, varios de los cuales se resumen en la Figura 4. Estos procesos
pueden involucrar la emisién de luz como en la fluorescencia, o la disipacion de energia en forma
de calor o vibraciones, como ocurre en la conversion interna o la relajacion vibracional y pueden
suceder si tienen lugar en una escala de tiempo comparable con el tiempo de vida Gtil durante el

cual las moléculas permanecen en el estado excitado.

Fluorescencia

Fosforescencia Conversion interna

Transferencia de carga

hv .
intramolecular

MOLECULA

EXCITADA Transferencia de electrones

Transformacion

. Transferencia de protones
fotoquimica

Cambio conformacional Transferencia de energia

Formacion de excimeros

Figura 4 Posibles vias de relajacion de moléculas excitadas.!?

El fendmeno de fluorescencia es un tipo de luminiscencia, en el cual se emiten fotones desde el
estado excitado singulete al estado electrénico basal después de absorber luz. Durante este
proceso, la multiplicidad de espin del electron en el estado excitado mantiene sus propiedades
diamagnéticas en relacion con el electron en el estado fundamental. Como resultado, la existencia

del estado excitado es notablemente breve, generalmente inferior a 10° segundos.

La fosforescencia es otro tipo de luminiscencia que también implica la absorcion y emision de luz,
pero en este caso, un electrén retorna desde el estado excitado triplete al estado fundamental.
En este proceso, la multiplicidad de espin del electron en el estado excitado triplete es
paramagnética en comparacion con el electréon en el estado fundamental, por lo que el retorno de
los electrones al estado fundamental implica un cambio en el espin del electron, lo que resulta en

una emisién de luz prolongada que puede variar desde milisegundos hasta segundos.

13 B. Valeur, Molecular Fluorescence Principles and Applications, Wiley-VCH, 2002.
14 D. A. Skoog, F. J. Holler, S. R. Crouch, Principles of instrumental analysis. Cengage learning: 2017.



El proceso de excitacion y emision de luz puede ser explicado con el diagrama de Jablonski
(Figura 5). Cuando un compuesto fluorescente absorbe luz, el electrén en el nivel de energia méas

alto (HOMO) pasa de un estado basal a un estado excitado con la misma multiplicidad.

Estado excitado

singulete
Relajacion vibracional c . Estado excitado
10125 onversién interna triplete
——10555— ~10-2s
éyég / gf Cruce entre sistemas
N z z / -
S, g E
& T
o
1 .z
o Absorcion Fluorescencia gDecaimineto
5 ~1015 s e no radiativo
~10% s Fosforescencia
10%-10s
S0 £

Figura 5 Diagrama de Jablonski (promocion de un electrén a un estado excitado por la absorcion de luz y relajacion a
un estado basal por distintas vias).

1.1.5 Variables gque afectan la fluorescencia
El fenébmeno de fluorescencia es un proceso que puede parecer simple a primera vista, sin
embargo, es extremadamente sensible a varios factores. Esta complejidad se debe a que la
fluorescencia no es un proceso estético, pues depende de la interaccion dinamica entre las
moléculas fluorescentes y su entorno (Figura 6).1> Ademas, los estados electréonicos excitados
que dan lugar a la fluorescencia son altamente sensibles a cambios en la estructura molecular,

debido a que los procesos de excitacion y emision implican cambios en la distribucion de cargas.

La naturaleza de estos cambios significa que la fluorescencia puede variar considerablemente
bajo diferentes condiciones, lo que la convierte en una herramienta poderosa para el analisis y la
deteccién en ciencias quimicas, biolégicas y materiales. Sin embargo, esta misma variabilidad
presenta desafios, ya que pequefias modificaciones en el entorno pueden alterar drasticamente

la sefial fluorescente, lo que requiere un control riguroso de las condiciones experimentales.

15a) Y.Y. Fu, N. S. Finney, RSC Adv. 2018, 8, 29051-29061. b) K. Zhou, M. Ren, D. Baoli and L. Weiying
New J. Chem. 2017, 41, 11507-11511. c) N. Kuzkova, O. Popenko and A. Yakunov, Int. J. Biomed. Imaging.
2014, 243564. d) M. Ghosh, S. Nath, A. Hajra and S. Sinha, J. Lumin. 2013, 141, 87-92.
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temperatura

Fluorescencia

Figura 6 Factores que pueden tener un efecto sobre la fluorescencia.

1.1.6 Modos de deteccion de fluorescencia
En el campo de la deteccién mediante fluorescencia, los mecanismos de encendido ("turn-on"),
apagado (“turn-off") y desplazamiento de la emisién juegan un papel crucial en la identificacion y
cuantificacion de diversas especies quimicas.!® Estos procesos pueden parecerse al
funcionamiento de un interruptor molecular, que cambia entre dos estados (encendido y
apagado), sin embargo, en el caso de los sensores fluorescentes, la diferencia en el cambio de
la sefial es proporcional a la concentracién del analito, lo que permite una medicidn cuantitativa,
por lo que el sensor actia como un transductor que convierte informacion quimica en una sefal

Optica medible.

El mecanismo de encendido de fluorescencia ("turn-on") ocurre cuando la presencia de un analito
especifico induce o incrementa la emision fluorescente de un fluoréforo. Este aumento en la sefial
puede ser el resultado de diversas interacciones, como la unién de un metal a una sonda
fluorescente que bloguea un proceso de desactivacién no radiativa o como resultado de la

restriccion conformacional inducida por la unién de la sonda con el analito.

El apagado de fluorescencia ("turn-off") se produce cuando la presencia del analito o una
modificacion en el entorno provoca una disminucion o extincion de la emision fluorescente. Este
efecto puede deberse a mecanismos como el apagamiento dinamico o estatico, transferencia de
energia por resonancia (FRET), o la interrupcién de la conjugacién de un sistema 1-conjugado

en la molécula fluorescente.

16 B, T. Huy, D. T. Thangadurai, M. Sharipov, N. N. Nghia, N. V. Cuong and Y. I. Lee, Microchem. J.,
2022, 179, 107511. L. Trong-Nghia,L. Kuan-Yu,V. Anusha, L. Cheng-Kang, J. Jyh-Chiang and N. R.
Vijayakameswara, Mater. Adv., 2021, 2, 4685-4693.



Por otro lado, el mecanismo de desplazamiento de emisién no solo cambia la intensidad de la
fluorescencia, sino que también experimentan un desplazamiento en la longitud de onda de
emisién cuando el fluoréforo interactia con el analito. Este desplazamiento puede ser hacia
longitudes de onda mas largas (desplazamiento hacia el rojo) o mas cortas (desplazamiento hacia

el azul), dependiendo del tipo de interaccion.

1.1.7 Tipos de sondas fluorescentes.
Las sondas fluorescentes son moléculas disefiadas para modificar su fluorescencia como
respuesta a un estimulo, como la presencia de un analito, cambios en el ambiente quimico, o
interacciones bioldgicas. En el caso especifico en el que las sondas fluorescentes son disefiadas
para la deteccion de analitos especificos se puede tener una clasificaciéon que depende de la

interaccion entre un fluoréforo y un receptor.t’

Sondas de Transferencia de Electrones Fotoinducida (PET)
Las sondas PET se basan en un proceso de transferencia de electrones que ocurre después de

que el fluoréforo ha sido excitado por la absorcion de luz. En estas sondas, el receptor y el
fluordforo estan disefiados de tal manera que, en ausencia del analito, un electrén se transfiere
del receptor al fluoréforo, desactivando su fluorescencia. La presencia del analito puede inhibir
esta transferencia de electrones, restaurando o aumentando la fluorescencia (Figura 7). Este tipo

de sonda es muy Util para la deteccién de iones metdlicos, aniones, o moléculas pequefias.*®
" K N
VRN /)& e

LUMO —l—>
HOMO ‘T—l‘ 'T_ —T—l—

Fluoroforo Receptor Fluoroforo Receptor
excitado libre excitado ocupado

Figura 7 Ejemplo general de una sonda fluorescente de tipo PET.

17a) H. Longwei, D. Baali, L. Yong and L. Weiying, Chem. Soc. Rev., 2016, 45, 6449-6461. b) S. Xiao-Ya,
L. Teng, S. Jie and W. Xiao-Jing, RSC Adv., 2020,10, 10826-10847.
18 N. A. Bumagina and E. V. Antina, Coord. Chem. Rev. 2024, 505, 215688.
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Sondas de Transferencia de Carga Fotoinducida (PCT)

En las sondas basadas en PCT, la interaccion entre el fluoréforo y el receptor genera un estado
excitado en el que se induce una transferencia de carga entre diferentes partes de la molécula.
Este cambio en la distribucion de la carga puede resultar en un cambio en la intensidad de
fluorescencia o en un desplazamiento en la longitud de onda de emisién, como se ejemplifica en
la Figura 8. Estas sondas son Utiles para detectar cambios en la polaridad del entorno o en la

interaccion con moléculas especificas.!®

GED

-~ Desplazamiento S~

m

\
\
\
\
m

al azul

Desplazamiento
al rojo

Figura 8 Ejemplo general del funcionamiento de una sonda fluorescente de tipo PCT con grupos electrodonadores
(GED) y grupos electroatractores (GEA).

Sondas de Formacién de excimeros

Las sondas de formacion de excimeros se basan en la formacion de un dimero excitado
(excimero) cuando dos moléculas de fluoréforo se acercan lo suficiente en el estado excitado
(Figura 9). La emision de fluorescencia de un excimero suele ser diferente de la del monomero,
tanto en intensidad como en longitud de onda, lo que permite la deteccion de interacciones

moleculares o cambios conformacionales que aproximan las moléculas de fluoréforo.?°

T

Figura 9 Representacion general del funcionamiento de sondas fluorescentes por formacion de excimeros.

19y. Jiao, B. Zhu, J. Chen and X. Duan, Theranostics. 2015, 5, 173-187.
20 S, Muthaiah, V. Parthiban, T. Natesan, W. Shu-Pao and S. Kien-Wen. Chemosensors, 2023, 11, 115.
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Sondas de Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia (FRET).
FRET es un mecanismo en el que la energia de excitacion de un fluor6foro donante se transfiere

no radiativamente a un fluoréforo aceptor cercano (Figura 10). Este proceso es altamente
dependiente de la distancia entre los dos fluoréforos, generalmente en un rango de 1-10 nm.
FRET es ampliamente utilizado para estudiar interacciones moleculares y conformacionales en

tiempo real.?*

— v
e/

Figura 10 Ejemplo general de sondas fluorescentes con respuesta de tipo FRET.

En el presente trabajo se disefiaron, sintetizaron y estudiaron nuevas familias de quimiosensores
gue presentan una respuesta de tipo apagamiento al interactuar con los analitos de interés, por
lo que es importante tener en cuenta cuales pueden ser los errores comunes que pueden

presentar interferencia en el proceso de apagamiento de fluorescencia.

1.1.8 Interferencias en el proceso de apagamiento de fluorescencia
Como se mencioné anteriormente, la fluorescencia es un propiedad que puede verse afectada
por diversos factores. Sin embargo, las interacciones especificas (interacciones entre el fluoréforo
y analitos, disolventes u otras especies presentes en el medio) también pueden disminuir la
fluorescencia. Al interpretar y analizar datos de apagamiento de fluorescencia, es crucial evitar
errores que pueden conducir a conclusiones incorrectas. A continuacion, se resumen algunos de

los errores mas comunes.??

Modelo de apagamiento: Uno de los errores mas comunes es asumir que el apagamiento sigue
un unico modelo. En realidad, el apagamiento puede ser un proceso complejo que involucra
multiples mecanismos, como apagamiento dinamico, estatico o procesos de transferencia de

energia.

21|, Wu, C. Huang, B. P. Emery, A. C. Sedgwick, S. D. Bull, X. P. He, H. Tian, J. Yoon, J. L. Sessler and
T. D. James, Chem. Soc. Rev., 2020, 49, 5110-5139.
22T, Wenzel, Molecular and atomic spectroscopy, Bates College, 2025.
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Efecto de absorcién o filtro Interno: El apagador de la fluorescencia o incluso el fluoréforo pueden
absorber la luz de excitacion o la emision fluorescente, lo que resulta en una disminucién aparente

de la fluorescencia que no se debe al apagamiento verdadero, sino a la absorcién interna.

Este error esta relacionado con la concentracién del fluoréforo y del apagador, por lo que es
importante controlar las concentraciones y considerar la intensidad de fluorescencia para

concentraciones variables del fluor6foro y apagador.

Influencia del Medio Ambiente: El entorno en el que se llevan a cabo las mediciones, como la
polaridad del disolvente, la presencia de iones u otras moléculas puede afectar significativamente
el proceso de apagamiento, por lo que es necesario realizar experimentos controlados en
diferentes condiciones ambientales para evaluar cémo estas variables afectan el apagamiento.
Se pueden considerar factores como el pH, la fuerza ibnica, y la polaridad del medio, ya que

pueden influir en la eficiencia del apagamiento.

En la Figura 1123 se muestra la relacién entre distintos mecanismos de apagado de fluorescencia,
por ejemplo, mediante cruce entre sistemas (CES), transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET), transferencia de electrones Dexter (TED, ocurre en distancias mas cortas
que FRET), formacién de excimeros, etc en relacion con la proximidad entre fluoréforo y

enfriamiento, divididas como colisiones, asociacién directa e indirecta y por concentracion.

L
H Q
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g b F
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Figura 11 Diagrama de flujo entre el medio y el mecanismo de apagamiento fluorescencia, clasificando los
mecanismos como enfriamiento dindmico, estatico o trivial.

2 W. R. Algar and M. Massey, Spectrosc. 2019, 34, 12-14.
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1.1.9 Parametros a considerar en el disefio de una sonda fluorescente
Una sonda fluorescente ideal debe poseer varias propiedades clave para ser efectiva en la
deteccion y cuantificacion de analitos. A continuacién, se describen las principales propiedades

gue se consideran esenciales para una sonda fluorescente ideal:*

Especificidad: La sonda debe tener una alta afinidad y selectividad por el analito objetivo,
minimizando la interferencia de otras especies presentes en el entorno. Este aspecto es muy
importante, pues evita sefales falsas y garantiza que la respuesta fluorescente esté directamente

relacionada con el analito de interés.

Sensibilidad: La sonda debe ser capaz de detectar concentraciones muy bajas del analito con
una alta relacion sefial/ruido. Una sonda sensible permite la deteccidn temprana de cationes, lo
cual es importante en aplicaciones biol6gicas y ambientales donde las concentraciones de los

analitos pueden ser muy pequefas.

Estabilidad Quimica y Fotoquimica: Es importante que la sonda permanezca estable bajo
condiciones experimentales, evitando la degradacién quimica y fotoquimica. Esto incluye la
estabilidad frente a cambios de pH, temperatura y exposicién prolongada a la luz, lo que garantiza

la consistencia y reproducibilidad de las mediciones.

Rendimiento cuantico de fluorescencia: La sonda debe tener un buen rendimiento cuantico, es
decir, una alta relacién de fotones emitidos por fotones absorbidos. Esto maximiza la intensidad

de la sefial fluorescente, lo que es crucial para la deteccién de analitos en concentraciones bajas.

Solubilidad y compatibilidad de los disolventes: La sonda debe de ser soluble en disolventes
relevantes dependiendo de la aplicacion; por ejemplo, en medios acuosos si se pretende utilizar
en estudios celulares. También se debe tener en cuenta la compatibilidad con disolventes

utilizados en la preparacion de muestras y en las condiciones experimentales.

Longitud de onda de excitacién: Es recomendable que la longitud de onda de excitacion se
encuentre por arriba de 400 nm, pues longitudes de onda mas energéticas puede promover la

degradacion de las sondas.

24 M. D. Heagy, New fluorophore design. In Chemosensors, principles, strategies and application; John
Wiley & Sons, 2011; pp 253-273.
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Longitud de onda de emisién: Para mediciones experimentales, es mejor si la emisién esta por
arriba de los 450 nm. Esto debido a que los detectores suelen ser més sensibles en la region de
450-750 nm. Ademas, en el caso de muestras biolégicas, éstas tienen menor interferencia entre
500-900 nm.

Desplazamiento de Stokes: Una sonda ideal deberia tener un gran desplazamiento de Stokes
(diferencia entre el maximo de absorcién y el maximo de emisién). Este parametro es importante
porque ayuda a minimizar los procesos de reabsorcién de la luz emitida y reduce la superposiciéon
entre los espectros de excitacion y emision, lo que facilita la interpretacion de los datos

espectroscopicos.

Ancho de banda de los espectros de absorcién y emisiéon: El ancho de la banda de absorciéon y
emisién puede influir en la resolucion de los espectros obtenidos y en la posibilidad de
solapamiento espectral. Un pico de absorcibn o emisién estrecho favorece la separacién

espectral.

Algunos de los parametros descritos, como el rendimiento cuantico y el desplazamiento de
Stokes, requieren de un tratamiento especifico, ya que su determinacion implica el uso de
métodos experimentales y calculos complementarios. Por ello, resulta importante describir su

metodologia.

1.1.10 Rendimiento cuantico
La obtencion del rendimiento cuantico de fluorescencia (®) permite identificar la eficiencia de una
sonda para convertir la energia de excitacién en emision fluorescente. Este parametro se define
como la fraccién de fotones absorbidos que son reemitidos como fluorescencia, como se muestra
en la Ecuacioén (1), y esta influenciado por factores como la estructura molecular, el entorno del

disolvente, y las interacciones con otros compuestos presentes en la solucion.

namero de fotones emitidos

b, =
T~ namero de fotones absorbidos )

Aungue valores superiores a 0.5 son considerados ideales para fluor6foros comerciales, en el
caso de sondas quimicas especificas, rendimientos cuénticos cercanos a 0.1 se consideran

adecuados para aplicaciones practicas,?® incluyendo bioimagen y sensores 6pticos. Un ejemplo

25 J. R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3rd Edition, Springer, 2006.
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de ello son los colorantes Alexa Fluor 555 (®; de 0.10) y el Alexa Fluor 750 (®r de 0.12)

ampliamente utilizado en bioimagen.?®

Experimentalmente, existen varios métodos para determinar el rendimiento cuantico de
fluorescencia. Algunos métodos, como los que emplean esferas integradoras, permiten hacer
mediciones absolutas, pero requieren equipos especializados. Otra opcién son los métodos
comparativos o indirectos, que utilizan un estandar de referencia con un ®; conocido.?” En este
trabajo se opté por el método comparativo debido a su accesibilidad experimental y
reproducibilidad. Ademas, este método no requiere equipo especializado como los métodos
absolutos, lo que lo convierte en una opcién confiable y practica para la caracterizacion de nuevas

sondas fluorescentes.

Para calcular el rendimiento cuantico de fluorescencia (®) por el método comparativo, se debe
comparar la intensidad de emisidon de la muestra con la del compuesto de referencia bajo
condiciones controladas. Para ello, se mide el &rea integrada bajo las curvas de emisién de
ambos compuestos, excitados a la misma longitud de onda. Ademas, se consideran otros factores
como la diferencia en los indices de refraccion de los disolventes utilizados. La Ecuacion (2)

muestra la relaciéon empleada para este célculo.?®

ch — (Dref (mmuestra)(nmuestra 2 (2)

Mye f Nye f

Donde:

e @ es el rendimiento cuantico del compuesto estandar.
e Mmuestra Y Mrer SON las pendientes de la relacion entre la intensidad de fluorescencia
integrada vs absorbancia de la muestra y del estandar de referencia respectivamente.
e nNmuesta Y Nret SON l0s indices de refraccion de los disolventes utilizados para la muestra y
el estandar de referencia.
Entre los compuestos mas utilizados como estandares para este tipo de mediciones se
encuentran el sulfato de quinina disuelto en &cido sulfdrico al 0.1 M, con un rendimiento cuéntico

de 0.546, y la fluoresceina en solucion de NaOH 0.1 M, con un rendimiento cuéntico de 0.92.

26 Thermo Fisher Scientific. Fluorescence Quantum Yields and Lifetimes for Alexa Fluor Dyes; Thermo
Fisher Scientific: Website, April 25, 2025. https://www.thermofisher.com/mx/es/home/references/molecular-
probes-the-handbook/tables/fluorescence-quantum-yields-and-lifetimes-for-alexa-fluor-dyes.html.

27 C. Wurth, M. Grabolle, J. Pauli, M. Spieles and U. Resch-Genger, Nat Protoc. 2013, 8, 1535-1550

28 A. T. R. Williams, S. A. Winfield and J. N. Miller, Analyst, 1983, 108, 1067-1071.
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Estos fluoréforos se emplean con frecuencia debido a su alta estabilidad, buena solubilidad en
medios acuosos y perfiles espectrales bien caracterizados, lo que los convierte en referencias

confiables para célculos comparativos en condiciones controladas.?®

1.1.11 Desplazamiento de Stokes
El desplazamiento de Stokes es un parametro fundamental en el analisis espectroscépico de
sondas fluorescentes, ya que describe la diferencia entre la longitud de onda de maxima
absorcion y la longitud de onda de maxima emision de un fluoréforo. Este fenémeno se debe a
los procesos de relajacibn molecular que ocurren entre la absorcién de un fotdn y la posterior
emision de fluorescencia, reflejando cambios en la estructura electrénica y el entorno del

fluoréforo.

En este trabajo, los desplazamientos de Stokes fueron evaluados con el objetivo de analizar la
separacion espectral entre los procesos de absorcidn y emisién, ya que un desplazamiento de
Stokes amplio minimiza la superposicion entre los espectros de excitacién y emision, lo que

mejora la sensibilidad de deteccién y reduce interferencias Opticas en aplicaciones analiticas.

El valor del desplazamiento de Stokes se calcula con la siguiente relacion:

AA = Aemision + Aabsorcion

1.1.12 Importancia de identificacion de cationes
La identificacion y cuantificacion de cationes en diferentes sistemas es de gran importancia
debido a su papel en diversos procesos bioldgicos, ambientales e industriales. Los cationes, como
los iones metalicos, son esenciales en muchas funciones bioldgicas, pero su exceso o deficiencia

puede llevar a trastornos graves, tales como la anemia, derivada de la deficiencia de Fe(ll).

En el medio ambiente, la presencia de ciertos cationes puede ser indicativa de contaminacion o
de cambios en la calidad del agua y el suelo. Ademas, en la industria, el control preciso de
cationes es vital para procesos como la fabricacion de productos quimicos, la purificacion de agua

y la produccion de alimentos.

En el caso particular de los sistemas bioldgicos, cationes como Ca?*, Mg?*, Na*, K*, Cr¥*, Fe?*,
Fe3" entre otros, desempefian roles esenciales en la sefalizacién celular, la contraccion muscular,

la actividad enzimaética, la regulacion del equilibrio osmético, entre otros procesos.*

29 A. M. Brouwer, Pure Appl. Chem., 2011, 83, 2213-2228.
30 M. de la Guardia and S. Garrigues, Handbook of mineral elements in food, Wiley-Blackwell, 2015.
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De entre estos elementos, el Fe(lll) es un catién metalico de gran importancia a nivel biol6gico,
pues esta involucrado en una amplia variedad de procesos bioquimicos.®! Algunos ejemplos de
ello son su participacion indirecta en el transporte de oxigeno, ya que forma parte de la ferritina y
la hemosiderina, proteinas encargadas del almacenamiento seguro de hierro en las células.
Aunque la hemoglobina contiene Fe(ll), este se oxida a Fe(lll) para almacenarse en estos
complejos y evitar toxicidad.®> También es un cofactor esencial para las enzimas hidroxilasas,
como la tirosina hidroxilasa y la triptéfano hidroxilasa, que son cruciales en la sintesis de

neurotransmisores como la dopamina, norepinefrina y serotonina.*?

Un ejemplo mas es su importancia en la sintesis de ADN, donde el Fe(lll) actia como cofactor
en la ribonucledtido reductasa, una enzima clave para la sintesis de desoxirribonucleétidos, los
blogues de construccién del ADN. La deficiencia de hierro puede comprometer la replicacion y
reparacion del ADN, afectando la proliferacion celular.®* Por esta razén, la deteccion selectiva de

este metal es de particular interés en la investigacion aplicada.

1.1.13 Apagamiento de la fluorescencia mediante cationes metélicos
El apagamiento de la fluorescencia mediante iones metdlicos se ha convertido en una
herramienta versatil para muchas aplicaciones cientificas. En biologia, se utilizan para estudiar la
interaccion entre metales y biomoléculas, como proteinas y acidos nucleicos.*® En ciencias
ambientales, permite la deteccibn y monitoreo de metales pesados en aguas y suelos,

proporcionando informacién clave para la evaluacién de la contaminacion y la salud ambiental.®

Los iones de metales como el Cu?*, Fe?*, Fe3*, Ni2*, Co?*, etc, tienen una alta afinidad por los
electrones y pueden interactuar con fluor6foros de manera que disminuyen o eliminan su emisién
fluorescente. Este proceso no solo afecta la intensidad de la fluorescencia, sino que también

puede proporcionar informacioén valiosa sobre la naturaleza de las interacciones entre los metales

31 a) J. Gérard, Bioorganometallics, Wiley-VCH, Weinheim, 2006. b) X. B. Zhang, G. Cheng, W.J. Zhang,
G. L. Shen, R.Q. Yu, Talanta, 2007, 71, 171-177. c) J. J. R. Frausto da Silvia and R. J. P. Williams, The
biological chemistry of the elements. Oxford University Press, 2001. d) P. Li, M. Zhang, X. Sun, S. Guan,
G. Zhang, M. Baumgarten and K. Miillen. Biosens. Bioelectron. 2016, 85, 785-791.e) J. Boccio, J. Salgueiro,
A. Lysionek, M. Zubilaga, C. Goldman and R. Weill, ALAN, 2003, 53, 119-132.

32 p, Arosio, L. Elia and M. Poli, IUBMB Life. 2017, 69, 414-422

33 C. Berthou, J. P. lliou and D. Barba, eJHaem. 2022, 3, 263-275.

34 S. Puig, L. Ramos-Alonso, A. M. Romero, M. T. Martinez-Pastor, Metallomics, 2017, 9, 1483-1500.

35 a) M. Wang, M. Tsukamoto, V. G. Sergeyev and A. Zinchenko, Biosensors, 2021, 11, 333. b) I. J. Kim,
Y. Xu and K. H. Nam, Molecules 2022, 27, 2922.

36 a) N. D. Acha, C. Elosua, J. M. Corres and F. J. Arregui, Sensors, 2019, 19, 599 b) L. Burratti, E. Ciotta,
F. D. Matteis and P. Prosposito, Nanomaterials, 2021, 11, 276.
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y las moléculas fluorescentes. Algunos de los mecanismos fundamentales por los cuales los iones

de metales de transicion inducen la extincion de fluorescencia se muestran en la Figura 12.3’

ﬁT n* (ligante)

1) Centrada en el metal
W %
Orbitales/, 2) Transferencia de carga Ligante-Metal
d del ’
metal < 3) Transferencia de carga Metal-Ligante
\\
tag 4) Centrada en el ligante
n (ligante)

Figura 12 Diagrama de transiciones simplificado para un complejo con un metal d6 con coordinacion octaédrica y un
ligante de campo alto.

Cuando se tienen sondas fluorescentes (ligantes) formadas por compuestos organicos TI-
conjugados, la fluorescencia resulta de una transicion 1*-1 centrada en el ligante. Por otro lado,
cuando se forma un complejo Metal-Ligante, hay varias transiciones electrénicas posibles.*® Estas
pueden ser por una transicion d-d de un orbital ocupado a un orbital desocupado, centrada en el
metal, o por transiciones metal-ligante, involucrando un electron excitado del ligante al metal,
llamado transferencia de carga de ligante a metal (LMCT por sus siglas en inglés), o del metal al

ligante (MLCT por sus siglas en inglés).

En el primer caso de estudio, un electrén se transfiere desde un orbital d ocupado del metal (M)
al orbital m medio lleno del fluoréforo excitado F*, formando un radical aniéon F*~ en el fluoréforo y

un M* en el metal (Figura 13).%°

NET I S
AT

F* M F’ M F M

Figura 13 Apagamiento de la fluorescencia mediante un proceso de transferencia de electrones de M a F*. El metal
debe de ser facilmente oxidable.

87 Z. Aydin, Developing sensors for the bioimaging of chelatable iron (1) ions, Thesis for the degree of
Doctor of Philosophy, University of Massachusetts Amherst, 2015.

%8 N. A. Smith and P. J. Sadler, Phil. Trans. R. Soc. A, 2013, 371, 20120519

% J. P. Sauvage, Transition metals in supramolecular chemistry; John Wiley & Sons, 1999.
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Posteriormente, se da una transferencia de electrén (Te) desde el nivel T del fluoréforo F- al
orbital medio lleno del metal M*, regenerando las especies a su estado basal. De este modo, la

energia absorbida por el fluor6foro ya no se libera de forma radiativa.

Otro posible mecanismo de extincion de la fluorescencia consiste en la transferencia de un
electréon desde el nivel T del fluoréforo excitado F* a un metal M con un orbital vacio con la
energia adecuada, obteniéndose el catién F* y el aniébn M. Posteriormente, un electron del metal
M- se transfiere al nivel semiocupado 1 del fluoréforo F*, regenerando las especies a su estado

basal por otra via no radiativa (Figura 14).%

4/\ - retro |~
T

F* M FFooom F M

Figura 14 Apagamiento de la fluorescencia mediante un proceso de transferencia de electrones de F* a M.

Un proceso adicional capaz de apagar la fluorescencia es mediante la transferencia de energia
(TE). Este proceso puede ocurrir en cationes con configuracion electrénica d1-d9 con niveles de
energia vacios o medio llenos y que se encuentran entre los niveles de energia 1 y 1* del
fluoréforo. Este proceso ocurre mediante un intercambio simultaneo de dos electrones, uno del
orbital 7 del fluoréforo al nivel vacio del metal y otro del nivel lleno del metal a  del fluoréforo.
Este proceso apaga la fluorescencia transfiriendo el estado excitado al metal M*. Los estados
excitados centrados en metales (d-d) suelen dar lugar a una desintegracion no radiativa (Figura
15).

4\ — |
HE E

*

FF M F M

Figura 15 Apagamiento de la fluorescencia mediante un proceso de transferencia de energia (TE).

La exploracién de los diferentes tipos de sondas, asi como del proceso de apagamiento de
fluorescencia, ha proporcionado un marco teérico adecuado para sentar las bases tedricas para

el disefio racional de nuevas sondas con alta selectividad y sensibilidad.
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1.1.14 4H-quinolizin-4-onas
Dentro del disefio de sondas fluorescentes, la eleccion adecuada de los fragmentos estructurales
es indispensable para determinar tanto las propiedades Gpticas como la selectividad hacia el
analito objetivo.*® En este contexto, la 4H-quinolizin-4-ona es un compuesto heterociclico que
posee una estructura n-conjugada que favorece la emision de fluorescencia, ademas de ofrecer
sitios reactivos que permiten la incorporacion de diversos grupos funcionales, que lo hace apto
como estructura base para el disefio de sondas fluorescentes con afinidad especifica hacia
cationes metalicos. Este anillo contiene un atomo de nitrdgeno en una de las uniones de los dos
anillos que lo componen, el cual le da la caracteristica de ser capaz de acceder a un hibrido de

resonancia zwitterionico que presenta aromaticidad, como se muestra en la Figura 16.

0 o® o®
I N N ——> | NN N =— 77 NN
AN N N\ | 2

Figura 16 Estructura resonante de la 4H-quinolizin-4-ona.

Este tipo de compuestos tiene particular interés como sondas fluorescentes. En la Figura 17 se
muestran ejemplos de compuestos que incorporan el fragmento 4H-quinolizin-4-ona optimizados
para la deteccion de Mg?* usando como grupos coordinantes el oxigeno del heterobiciclo y un
fragmento p-carbonilico, unidos también a un xanteno. Este disefio molecular resulté en una
intensa respuesta fluorescente de tipo apagado, debido a la modificacién del orbital HOMO del

fluoréforo inducida por los grupos coordinantes unidos al magnesio.*

o o
o o
ZoNTNOR
ZINT N on s
X=CLF XX R = H, CH,0Ac
S

N X S e,

N o N

o o) OH I |

Figura 17 Sondas fluorescentes que incorporan 4H-quinolizin-4-onas en su estructura.

40 3. V. Jun, D. M. Chenoweth and E. J. Petersson, Org Biomol Chem., 2020, 18, 5747-5763. C. A. Briones-
Véazquez and A. Alvarez-Hernandez, Pub. Sem. Padi. 2021, 17, 9-16.

4l a) H. Komatsu, N. Iwasawa, D. Citterio, Y. Suzuki, T. Kubota, K. Tokuno, Y. Kitamura, K. Oka and K.
Suzuki, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 16353-16360. b) Y. Shindo, T. Fujii, H. Komatsu, D. Citterio, K.
Hotta, K. Suzuki and K. Oka, PL0oS One, 2011, 6, €e23684.
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Por otro lado, la 4H-quinolizin-4-ona posee propiedades Unicas y una amplia gama de
aplicaciones en quimica medicinal, existiendo varios ejemplos donde este heterociclo se
encuentra incorporado en compuestos anticancerigenos, antibacterianos, antimicrobianos, para
el tratamiento de la atrofia muscular espinal, la diabetes tipo 2 o la enfermedad de Alzheimer.

Algunos ejemplos representativos se muestran en la Figura 18.4?

NH, o o o) (\N/

NC CN F N o,
| N Z N | OH | N \)
AN AN ~ 0 A2
N S
<\
F HN\ N
Antibacterial Antibacterial Tratamiento de la atrofia

espinal muscular

(o]
NC | N™
AN
s
(0] 0]
I
Tratamiento de canceres Enfermedades
hematolégicos relacionadas a la

inmunoglobulina E

Figura 18 Compuestos con actividad biolégica que incluyen 4H-quinolizin-4-onas en su estructura.

Obtencion de 4H-quinolizin-4-onas.

El desarrollo de nuevos métodos sintéticos para los compuestos heterociclicos que contienen
nitrégeno en cabeza de puente es muy importante en el area de investigacion relacionada con
nuevos medicamentos, descubrimiento de farmacos, productos quimicos finos e ingredientes
farmacéuticos activos. Pese a que el fragmento 4H-quinolizin-4-ona es un heterociclo que se

encuentran como estructura central de varias moléculas con actividad biologica, los métodos

42 (@) M. R. Shukla, S. Patra, M. Verma, et. al. J. Med. Chem. 2020, 63, 14700-14723. (b) Q. Li, D.T.W.
Chu, A. Claiborne, C.S. Cooper, et. al. J. Med. Chem. 1996, 39 3070. (c) Y.S. Xu, C.C. Zeng, Z.G. Jiao,
L.M. Hu, R.G. Zhong, Molecules, 2009, 14, 868. (d) P.A. Otten, R.E. London, L.A. Levy, Bioconjugate
Chem., 2001, 12, 203. (e) H. Komatsu, N. Iwasawa, D. Citterio, Y. Suzuki, T. Kubota, K. Tokuno, Y.
Kitamura, Oka K.; suzuki, K. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 16353. (f) T. Fuijii, Y. Shindo, K. Hotta, D. Citterio,
S. Nishiyama, Suzuki K.; Oka, K. J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 2374. (g) S.D. Kuduk, R.K. Chang, Di
Marco, C N, W.J. Ray, L. Ma, M. Wittmann, M.A. Seager, K.A. Koeplinger, C.D. Thompson, G.D. Hartman,
M.T. Bilodeau, ACS Med. Chem. Lett. 2010, 1, 263.
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disponibles para su obtencién son limitados y poco versatiles, lo que ha restringido su exploracion

y Uso en investigaciones mas amplias.

En el Esquema 1 se resumen algunos de los métodos sintéticos desarrollados hasta la fecha para
la obtencion de derivados de 4H-quinolizin-4-onas. Aunque estos métodos permiten la
funcionalizacion en diversas posiciones de este fragmento, la mayoria de ellos presentan una
tendencia hacia el uso de catalizadores con ligantes muy especificos y metales costosos, como
el Pd o el Rh. Ademas, muchas de las materias primas utilizadas en estas sintesis son dificiles
de preparar, lo que limita ain mas la accesibilidad y aplicabilidad de estos métodos.** Esta
combinacién de factores ha restringido el desarrollo de métodos generalizados y econémicos
para la sintesis de derivados de 4H-quinolizin-4-ona, aumentando la necesidad de nuevas

estrategias sintéticas que puedan superar estas limitaciones.
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Esquema 1 Resumen de métodos sintéticos para la obtencion de derivados de 4H-quinolizin-4-onas.

43 a) S. Lee, W. Kim and I. Kim, ACS Omega, 2024, 9, 38126-38141. b) D. Zhao, J. H. Kim, L. Stegemann,
C. A. Strassert and F. Glorius, Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 1-5. c) Z. Chen, T. Liu, X. Ma, P. Liang, L.
Long and M. Ye, Synlett., 2019, 30, 863-867. d) Y. Baek, Y. Gob-Kim and P. Ho-Lee, Bull. Korean Chem.
Soc. 2021, 42, 495-498. e) D. Qiu and Y. Su, Org. Chem. Front., 2024, 11, 2319-2325. f) T. A. Alanine, W.
R. J. D. Galloway, T. M. McGuire and D. R. Spring, Eur. J. Org. Chem. 2014, 5767-5776. g) J. Li, Y. Yang,
Z. Wang, B. Feng and J. You, Org. Lett. 2017, 19, 3083-3086. h) Dong, C. C., Xiang, J. F., Xu, L.J., Gong,
H.Y. J. Org. Chem. 2018, 83, 9561-9567.
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1.1.15 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona.
El 1H-benzol[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona es un heterociclo fusionado que combina las
propiedades estructurales y electrénicas de los anillos de benceno, tiazol, y piridinona. En la
Figura 19 se muestra esta estructura, la cual, al igual que la de la 4H-quinolizin-4-ona, cuenta con
un atomo de nitrégeno compartido al lado de un carbonilo, por lo que es capaz de acceder a un

hibrido de resonancia zwitteriénico que presenta aromaticidad.

o o® o®
w geY gsY
|
s Z~s X~ s
Figura 19 Estructura resonante de la 4H-quinolizin-4-ona.

El fragmento 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona (a partir de ahora abreviado como BTP) es
un heterociclo interesante en la quimica de materiales, especialmente por sus propiedades
optoelectrénicas, como su elevada eficiencia de fluorescencia o su capacidad para participar en
procesos de transferencia electrénica. Su estructura conjugada y la presencia de atomos de
nitrégeno y azufre en el anillo contribuyen a su capacidad para absorber y emitir luz, lo que lo
convierte en un candidato ideal para aplicaciones en dispositivos emisores de luz, en sensores
fluorescentes, y otros materiales. La Figura 20 muestra esta relacion entre estructura y actividad
optoelectrénica.** Ademas, la posibilidad de modificar su estructura mediante la introduccién de
diferentes sustituyentes permite ajustar sus propiedades Opticas, haciendo de este heterociclo

una andamio versatil para el desarrollo de nuevas tecnologias en optoelectrénica.

SZ
We sV
N o)
Z s
a) Sensor fluorescente b) Material matriz para
para acido citrico emisores OLED

Figura 20 Ejemplos de compuestos reportados en la literatura que incorporan en su estructura un centro de BTP.

44 a) M. Hori, T. Kometani, H.Ueno and H. Morimoto, Biochem. Med. 1974, 11, 49-59. b) P. A. Hossain
and E. Christian. Compounds for use in organic electroluminescent devices as matrix, electron transport
or hole transport materials to improve device properties. US2023-18039988.
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Ademas de sus aplicaciones en el area de materiales, el BTP ha sido incorporado en una variedad
de compuestos que exhiben actividad bioldgica, incluyendo propiedades antimicrobianas,
anticancerigenas y antivirales (Figura 21).4* Su estructura permite una interaccién especifica con
enzimas Yy receptores bioldgicos, lo que ha facilitado el desarrollo de nuevas moléculas con

potencial terapéutico.

oc i
y
o o R I N’@
| N’@ N s
S CN

~Z S Z
CN CN R= CH3, Csz
a) Actividad anticancerosa b) Marcador de NS5B c) Citotoxicidad en
contra HepG2 polimerasa del VHC células EAC
OoCy OCy
o
O O
N‘N N
S L H | P
HO S
ZC\/\N 0
H CN
d) Actividad contra SAR-CoV-2 e) Actividad contra Dengue f) Actividad antimicrobiana

Figura 21 Compuestos con actividad biolégica que incluyen BTP en su estructura.

Obtencién de 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona.

La sintesis de derivados de BTP ha sido abordada mediante varios enfoques en la literatura. Sin
embargo, estos presentan varios desafios, ya que implican la formaciéon de tres anillos
fusionados. No obstante, la utilidad de este tipo de compuestos ha llevado al desarrollo de
diversas estrategias para obtener la estructura con funcionalizacion en diversas posiciones del

heterociclo.

45 a) A. M. Youssef, A. Malki, M. H. Badr, R. Y. Elbayaa and A. S. Sultan, Med. Chem., 2012, 8, 151-162.
b) G. Manfroni, F. Meschini, M. L. Barreca, P. Leyssen, A. Samuele, N. Iraci, S. Sabatini, S. Massari, G.
Maga, J. Neyts, V. Cecchetti, Bioorg. Med. Chem., 2012, 20, 866-876. c) A. M. Youssef, E. Noaman,
Arzneim.-Forsch, 2007, 57, 547-553. d) M. Dejmek , E. Konkol'ova, L. Eyer, P. Strakova, P. Svoboda, M.
Sala, K. Krejcova, D. Ruzek, E. Boura and R. Nencka, Viruses, 2021, 13, 1585. e) R. Cannalire, K. W. K.
Chan, M. S. Burali, C. P. Gwee, S. Wang, A. Astolfi, S. Massari, S. Sabatini, O. Tabarrini, E. Mastrangelo,
M. L. Barreca, V. Cecchetti, S. G. Vasudevan and G. Manfroni, ACS Med. Chem. Lett. 2020, 11, 773-782
f) A. A. Fadda, N. N. Soliman and N. M. Bayoumy, J. Heterocyclic Chem., 2019, 56, 2369-2378.
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Al analizar algunos de los métodos sintéticos mas recientes reportados en la literatura, se observa
gue la mayoria de ellos parten de precursores complejos, que en la mayoria de los casos implican
varios pasos adicionales de sintesis y/o materias primas muy costosas. Ademas, muchos de
estos métodos se basan en ciclaciones, donde los precursores ya contienen el heterociclo
benzotiazol en su estructura. Por esta razon, en este trabajo se consideré que partir de
precursores que incluyeran el benzotiazol era una estrategia adecuada para la formacién de los

compuestos propuestos.

En el Esquema 2, se describen los principales métodos de sintesis reportados hasta el dia de

hoy en la literatura.*®
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Esquema 2 Resumen de métodos sintéticos para la obtencién de derivados de 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-
ona.

46 a) W. Kasprzyk, S. Bednarz, P. Zmudzki, M. Galica, D. Bogdat RSC Adv., 2015, 5, 34795-34799. b) E.
A. Lystsova, A. S. Novikov, M. V. Dmitriev, A. N. Maslivets and E. E. Khramtsova, Molecules 2023, 28,
5495. ¢) Y. Zhang, D. R. Han, D. Ye, H. Lu and H. Wei, Chin. Chem. Lett. 2024, 35, 108529. d) T. Felicetti,
M. S. Burali, C. P. Gwee, K. W. K. Chan, S. Alfonso, S. Massari, S. Sabatini, O. Tabarrini, M. L. Barreca, V.
Cecchetti, S. G. Vasudevan and G. Manfroni. Eur. J. Med. Chem. 2021, 210, 112992. e) X. Zhou, A. Chen,
W. Du, Y. Wang, Y. Peng and H. Huang, Org. Lett. 2019, 21, 9114-9118 f) K. S. Mohamed and E. H. El-
Sayed, Heterocycles, 2019, 98, 1089-1103. g) R. Cannalire, D. Tarantino, G. Piorkowski, T. Carletti, S.
Massari, T. Felicetti, M. L. Barreca, S. Sabatini, O. Tabarrini, A. Marcello, M. Milani, V. Cecchetti, E
Mastrangelo, G. Manfroni and G. Querat, Antiviral Res. 2019, 167, 6-12.
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1.1.16 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona
La 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona es un heterociclo fusionado que contiene un anillo de tiazol
fusionado con un anillo de 2-piridonio (Figura 22), lo que le confiere caracteristicas electronicas

Unicas que pueden interactuar con sistemas biolégicos de manera especifica.

@ ®
| N/\> B | N N/\> - |N/\>
s Z~s X5
Figura 22 Estructura resonante de la 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona.

El anillo de 2-piridona fusionado con un anillo de tiazol es un andamio peptidomimético,*” por lo
que sus derivados exhiben un amplio espectro de actividades biolégicas. Su capacidad para
interactuar con biomoléculas, como enzimas y receptores, lo convierte en un candidato atractivo
para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, como antivirales y antimicrobianos.*® Esta
interaccion puede ser modulada por la funcionalizacién del esqueleto heterociclico, lo que abre
la posibilidad de disefar derivados con propiedades especificas para aplicaciones farmacolégicas
(Figura 23). Ademas, la flexibilidad de esta estructura permite explorar diferentes modificaciones
guimicas que podrian optimizar su desempefio en diversas areas, que lo hace relevante no solo
en el campo terapéutico, sino también en otras &reas, donde se buscan nuevas soluciones

basadas en compuestos heterociclicos. En la Figura 23 se muestran algunos ejemplos.

47'S. Sarkar, P. Singh, S. Edin, O. F. Wendt and F. Almqyvist, J. Org. Chem. 2024, 89, 731-739.

48 3) J. G. Samuel, B. Malgija, C. Ebenezer and R. V. Solomon, Struct. Chem. 2023, 34, 1289-1308 b) T.
M. Nye, H. Tukenmez, P. Singh, A. L. Flores-Mireles, C. L. P. Obernuefemann, J. S. Pinkner, S. Sarkar, M.
Bonde, A. E. G. Lindgren, K. W, Dodson, J. Johansson, F. Almgvist, M. G. Caparon and S. J. Hultgren.
Microbiol. 2022, 119, e2210912119. c) Z. Zuwen, T. Rui, X. Hua, L. Qihong, Z. Huajie, L. Bin, Z. Weipeng,
L. Zhifu, L. Yanxin, L. Shu, Z. Xingdong and W. Weibo, Compounds as protein kinase inhibitors, 2021, WO
2021/233227 Al. d) C. Nuiez-Otero, W. Bahnan, K. Vielfort, J. Silver, P. Singh, H. Elbir, F. Almgvist, S.
Bergstrom and A. Gylfe, Antimicrob. Agents Chemother. 2021, 65, e01826-20. e) S. Hultgren, J. S. Pinker,
M. G. Caparon, A. L. F. Mireles, F. Almgvist, P. Singh, A. Lindgren, A. J. L. Lynch, 2018, WO 2018/229141
Al.
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Figura 23 Compuestos con actividad bioldgica que incluyen 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona en su estructura.

1.1.16.1 Obtencion de 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona.
La introduccién de sustituyentes en el anillo 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona, permite ajustar las

propiedades electrénicas y fisicoquimicas del compuesto, lo que puede influir en su
biodisponibilidad y selectividad hacia blancos biol6gicos o en sus propiedades 6pticas. Sin
embargo, a pesar de los usos que pueden tener compuestos con este heterociclo en su
estructura, la exploracion de sus aplicaciones ha sido limitada debido a las dificultades en su
sintesis. ElI Esquema 3 resume la mayoria de los métodos reportados en la literatura para la
sintesis de derivados de 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona, los cuales utilizan reactivos como el acido
de Meldrum o varios tipos de alquinos sustituidos. Estos métodos permiten la sustitucién en
diferentes posiciones del heterociclo final; sin embargo, muchos de los precursores utilizados son
Costosos o requieren preparacion previa, lo que resalta la necesidad de desarrollar enfoques mas

generales y basados en materias primas accesibles.
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Esquema 3 Resumen de métodos sintéticos para la obtencion de derivados de 5H-tiazolo[2,3-a]piridinona.*®

1.1.17 Cetenas
Luego de la revision de algunos de los métodos de sintesis de los compuestos anteriores, resulta
evidente que las cetenas son una opcién interesante para superar varias de las limitaciones de
los enfoques actuales. Este tipo de intermediarios, al ser compuestos altamente reactivos, ofrecen
una via alterna para la sintesis de compuestos heterociclicos complejos. A continuacién, se
exploraran las propiedades e importancia de las cetenas como precursores sintéticos en la

obtencioén de diversos heterociclos fusionados.

4% a) J. Huang, G. Hu, S. An, D. Chen, M. Li and P.Li, J. Org. Chem., 2019, 84, 9758-9769. b) M. W. D.
Perry, K. Bjorhall, B. Bonn, J. Carlsson, Y. Chen, A. Eriksson, L. Fredlund, H. Hao, N. S. Holden, K.
Karabelas, H. Lindmark, F. Liu, N. Pemberton, J. Petersen, S. Rodrigo-Blomqvist, R. W. Smith, T.
Svensson, |. Terstiege, C. Tyrchan, W. Yang, S. Zhao and L. Oster. J. Med. Chem. 2017, 60, 5057-5071.
c) R. A. M. Faty and A. M. S. Youssef. Curr. Org. Chem. 2009, 13, 1577-1584. d) H. I. De Silva, W. P. Henry,
C. U. Pittman, Synthesis, 2012, 44, 3337-3352. e) K. T. Potts and S. Kanemasa, J. Org. Chem., 1979. 44,
3808-3811. f) I. Hachiyam M. Atarashi and M. Shimizu, Heterocycles, 2006, 67, 523-528.
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Las cetenas son intermediarios reactivos muy versatiles, con propiedades Utiles que abarcan
desde la quimica sintética hasta la quimica teérica.’® Algunas de sus aplicaciones mas
destacadas incluyen adiciones estereoselectivas a cetenas, aplicaciones en quimica de
polimeros, la interaccién entre cetenas y carbenos, la fotogénesis de cetenas, y la preparacion

de bis-B-lactamas.®?

Estructuralmente, las cetenas son un tipo de cumuleno con un patron de unién distintivo
consistente en un atomo central de carbono con hibridacion sp unido mediante dobles enlaces a
otros dos atomos, uno de oxigeno y otro de carbono, con la formula general RR'C=C=0, donde

Ry R’ representan grupos alquilo, arilo o hidrogeno (Figura 24).

R
Cg—C,—0O
R'
Figura 24 Estructura general de las cetenas.

1.1.18 Estructuray propiedades quimicas
Las cetenas son compuestos con muy alta reactividad, por lo que usualmente no se pueden aislar
y tienden a reaccionar entre si mediante procesos de dimerizacion. Para entender esta
reactividad, se puede usar como modelo fundamental la etenona (CH,=C=0). Para esta cetena,
el orbital molecular ocupado més alto (HOMO) se encuentra perpendicular al plano, mientras que
el orbital molecular desocupado més bajo (LUMO) se encuentra en el plano de la cetena (Figura
25a). Esto muestra que la cetena tiene carga negativa en el oxigeno y el carbono 8, mientras que
hay una carga positiva en el carbono a. Esta distribucién de carga también se puede observar
mediante los distintos equilibrios resonantes de la cetena, como se muestra en la Figura 25b.
Como consecuencia, se espera que los electréfilos ataquen de forma perpendicular al plano de
la cetena en el carbono By el oxigeno, mientras que los nucledfilos atacan en el plano de la

cetena en el carbono a.%?

50 ¢) T. Machiguchi, T. Hasegawa, A. Ishiwata, S. Terashima, S. Yamabe and T. Minato, J. Am. Chem. Soc.
1999, 121, 4771-4786. b) N. D. Staudaher, A. M. Arif and J. Louie, J. Am. Chem. Soc. 2016, 138,
14083-14091. ¢) P. W. Antoni, J. Reitz, and M. M. Hansmann, J. Am. Chem. Soc. 2021, 143, 12878-12885.
Y. Shang, P. Gao, F. Jiao, Y. Chen, Y. Ding, G. Hou, X. Pan and X. Bao. J. Am. Chem. Soc. 2022, 144,
18251-18258.

5L A. D. Allen and T. T. Tidwell, Eur. J. Org. Chem. 2012, 1081-1096

52 a) A. P. Scott and L. Radom, Int. J. Mass. Spectrom. lon Proc. 1997, 160, 73—-81. b) M. T. Nguyen and
H. M. T. Nguyen, Chem. Phys. Lett. 1999, 300, 346-350.

30



H H

HOMO LUMO

"N e o "\ N ®

Cp—cC,—0O - Cg—C,—o0 —~<~—> OC;—C,—0

H H H

Figura 25 a) Orbitales moleculares HOMO y LUMO y b) estructuras resonantes de la etenona.

Sintesis y Reactividad
Las cetenas son intermediarios extremadamente reactivos y por lo general se generan in situ

debido a su corto tiempo de vida y su tendencia a dimerizarse. Sin embargo, su reactividad
particular ha permitido el desarrollo de reacciones sintéticas Utiles, como la sintesis de

Staudinger, la cual es lleva a cabo mediante la cicloadicién 2+2 entre una cetena y una imina.>3

Por otro lado, debido a las propiedades particulares de reactividad de cetenas, es posible llevar
a cabo reacciones con nucledfilos sobre el carbono a y con electrofilos sobre el carbono 8. En la
literatura hay ejemplos de ello, con los que se pueden obtener polimeros mediante la reaccién

entre una cetenay bencilmercaptano o amidas, por reaccién entre una cetena y fenilmetilamina.>*

Existen varios enfoques para la obtencion de cetenas, siendo los métodos mas comunes aquellos
gue involucran la descomposicion térmica o fotolitica de compuestos precursores como carbenos

o dimeros de cetena®?° o la eliminacion de HCI a partir de un cloruro de acilo.5

53 a) H. Staudinger and H. W. Klever, Chem. Ber. 1906, 39, 968. b) H. Staudinger, H. Chem. Ber. 1907, 40,
115.

54 a) B. Li, Y. Wang, D. M. Du and J. Xu J. Org. Chem. 2007, 72, 990-997. b) C. M. Rasik and M. K. Brown,
J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 1673-1676. c) Y. Xiang, S. Mitchell, A. L. Rheingold, D. S. Lambrecht and
E. Pentzer, Macromolecules, 2019, 52, 6126-6134. d) K. R. Munger, K. M. Anreise, R. P. Jensen, D. H.
Peyton and R. M. Strongin, JACS Au 2024, 4, 2403-2410. e) X. Xu, K. Wang and S. G. Nelson, J. Am.
Chem. Soc. 2007, 129, 11690-11691. f) M. Wang, L. Shi, Y. Li, Q. Liu and L. Pan, J. Org. Chem. 2019, 84,
9603-9610.

55 a) E. Wedekind, Chem. Ber. 1901, 34, 2070. 33, b) F. Ledst, B. Chantegrel and S. Deshayes, Tetrahedron
1998, 54, 6457, ¢) H. Zang and D. C. Neckers, J. Org. Chem. 1999, 64, 2103-2106, d) C.M. Rasik and M.
K. Brown, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 1673-1676. e) Z. Zhang, Y. Liu, L. Ling, Y. Li, Y. Dong, M. Gong,
X. Zhao, Y. Zhang and J. Wang, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 4330-4341. f) R. Shelkov, M. Nahmany and
A. Melman, J. Org. Chem. 2002, 67, 8975-8982. g) K. R. Munger, R. P. Jensen and R. M. Strongin, Chem.
Res. Toxicol. 2022, 35, 1202-1205. h) D. Yamane, H. Tanaka, A. Hirata, Y. Tamura, D. Takahashi, Y.
Takahashi, T. Nagamitsu and M. Ohtawa, Org. Lett. 2021, 23, 2831-2835.
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Otra via para la generacion de cetenas es mediante la descomposicién térmica de
diazocetonas.>% En este proceso, las cetenas se forman a través de una reaccion de expulsion

de nitr6geno a partir de un diazocompuesto, en condiciones térmicas o fotoliticas.

En métodos mas recientes, se pueden obtener cetenas mediante el proceso de vaporizacion del
acetato de A8-THC (variante del tetrahidrocannabinol que cambia de posicién un doble enlace),>

0 mediante procesos secuenciales de desprotonacion / boracion / oxidacion de alquinos.5"

Estabilizacion de cetenas
El desarrollo de métodos para la estabilizacion de cetenas abarca varios enfoques, que incluyen

la incorporacién de grupos protectores voluminosos, el disefio de condiciones de reaccién mas
controladas, o la utilizacion de complejos metalicos que ayuden a moderar su reactividad. Estos
avances en la estabilizacién de cetenas no solo han permitido su estudio mas detallado, sino que
también han ampliado su rango de aplicaciones en diversos campos, incluyendo la sintesis de
productos farmacéuticos, materiales avanzados, y polimeros especializados. A continuacion, se

resumen varios de estos métodos de estabilizacion.

Los sustituyentes unidos directamente a las cetenas, tienen un efecto directo sobre la estabilidad
de estos compuestos, viéndose estabilizados por sustituyentes electropositivos, que son capaces
de donar densidad electrénica desde el enlace R-Cg al Cq, deficiente en densidad electronica,
mientras que grupos electronegativos desestabilizan el intermediario.>® Por otro lado, los atomos
como el O, N y los halégenos tienen pares de electrones que pueden tener una interaccion

repulsiva con el carbono Cg de la cetena, el cual tiene alta densidad electronica.

Un caso particular de estabilizadores de cetenas son los alquenos (vinilcetenas), los cuales
pueden estabilizar mediante conjugacion del fragmento Cg = Cq de la cetena con el enlace C=C

del alqueno (o alquenos).®’

1.1.19 Vinilcetenas
Las vinilcetenas son una clase particular de cetenas que contienen un grupo vinilo (CH,=CH-)
unido al grupo carbonilo de la cetena. Esta molécula puede tener una deslocalizacion electronica
generando un equilibrio resonante como el mostrado en la Figura 26, el cual es sustentado por el

valor del momento dipolar de la molécula (0.97 D).%8

% R. J. Boyd and S. L. Boyd, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1652-1655.
5" H. M. Badawi, W. Forner and A. Al-Saadi, J. Mol. Struct. 2001, 535, 183-197.
%8 R. D. Brown, P. D. Godfrey and M. Woodruff, Aust. J. Chem., 1979, 32, 2103-21009.
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Figura 26 Deslocalizacién electronica de una vinilcetena.

Las vinilcetenas juegan un papel crucial como intermedios reactivos en diversas reacciones
organicas, incluidas la cicloadicion y la formacién de enlaces carbono-carbono, lo que las

convierte en un recurso valioso en la sintesis de compuestos heterociclicos y otros productos
organicos complejos.

Los métodos para la obtencién de vinilcetenas parten de precursores como cloruros de acilo o
carbenos. El Esquema 4 muestra un resumen de algunos métodos para la obtencién de

vinilcetenas.>®

R; = R1 (0] =
Cr(CO)s A, C¢Hg, 24h 3 A\ A Ri=Me
u\ + R;———R; 660 °C , R,=R;=Ph
R? “R® R
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0
Et;N 0
N, hy c) b) 3
iy CIJV\
Si-iPr3
R;=R,=H
R,=Si(iPr3) R, = Ry = Me Rz : H“Me

R3=H
&

Esquema 4 Métodos de sintesis de vinilcetenas.

1.1.20 Complejos de vinilcetenas
Los complejos de vinilcetenas con metales ofrecen una via efectiva para estabilizar estos

intermediarios altamente reactivos, permitiendo asi su manipulacién controlada y ampliando sus

59 a) M. T. Nguyen, T. K. Ha and R. A. M. O’ferrall, J. Org. Chem. 1990, 55, 3251-3256. b) Jackson, D. A,
Rey, M., Dreiding, A. S. Helv. Chim. Acta 1983, 66, 2330-2341. c) J. L. Loebach, D. M. Bennett and R. L.
Danheiser, J. Org. Chem. 1998, 63, 8380-8389. d) Z. Li, W. H. Moser, W. Zhang, C. Hua and L. Sun, J.
Organomet. Chem. 2008, 693, 361-367. e) E. V. Dehmlow and M. Slopianka, Angew. Chem. Int. Ed. 1979,

18, 170.
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aplicaciones en sintesis quimica. La coordinacién de una vinilcetena a un centro metalico puede
disminuir su reactividad, al estabilizar el carbono electrofilico del grupo carbonilo y el sistema
vinilico a través de interacciones electrénicas con el metal. Este fendmeno no solo protege la
vinilcetena de su tendencia a reaccionar de manera no selectiva, sino que también puede ayudar
en ciertas reacciones quimicas, ya que el metal puede actuar como catalizador en reacciones

posteriores.

Como se muestra en la Figura 27, los complejos de vinilcetena tienen tres representaciones
principales (1, 2y 3), en el que el metal se une de diversas formas a los cuatro &tomos de carbono
de la vinilcetena. La representacion 1y 3 son las mas comunes cuando se consideran reacciones
posteriores. Por otro lado, la representacion 2 es la méas explicita, pues es util para considerar el
movimiento de electrones alrededor del sistema. La representacion 4 surge de la base de estudios
cristalograficos, que muestran similitud en las longitudes de enlace. Ademas, ciertas reacciones
resultan en la insercion sobre el enlace metal-acilo, por lo que esta representacion resulta Gtil

para explicar esa reactividad.

Finalmente, la representacion 5 se suele utilizar para demostrar que la descoordinacion del
carbono Cg es un proceso viable, sugerido como el primer paso del mecanismo de varias

reacciones de complejos de vinilcetena.®°

\ ML, B /ML,, _ o M, /ML,, ML,
Ny =D =Wy ) L =D
1 2 3 4 5

M=Cr, Co, Mo, W, Mn

Figura 27 Representaciones principales de los complejos n* vinilcetena.

En la literatura también se encuentran excepciones a los modos de coordinacion mostrados en
la figura anterior; sin embargo, en este trabajo solo se consideraran aquellos complejos que se
ajustan a las representaciones mencionadas anteriormente, ya que coinciden mejor con los

resultados obtenidos.

60 3, E. Gibson, Transition Metal Complexes of Vinylketenes. In Advances in organometallic chemistry,
vol. 44, 15t Edition, 2015, pp 276-277
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1.1.21 Vinilcetenas estabilizadas con hierro
Las vinilcetenas estabilizadas con hierro han sido estudiadas debido a su versatilidad como
intermediarios sintéticos en la formacién de sistemas heterociclicos y policiclicos, asi como por

su capacidad para facilitar la activacion y funcionalizacion de enlaces mudltiples.

Generalmente, las vinilcetenas estabilizadas con hierro se obtienen a partir de la reaccién de
cetonas a,B-insaturadas con reactivos organometalicos y una fuente de Fe(0). Esta interaccion
genera un sistema donde el hierro actlla como estabilizante, favoreciendo una distribucion

electrénica que permite una reactividad controlada y regioselectiva. Este proceso se ilustra en el

Esquema 5.
( (OC)4Fe A
——R'
R
HNMe,
Et,0
R2
(OC)4FWR1
1) MeLi/ CO
Q' Fe(CO); 2)ButBr R H MeLi/ CO 0 Fe(CO)
R AR ld) R” NI Rt
c) 6
H R Fe,(CO)q Acido de Lewis 1
Reflujo, eter, ah _P) i) CO, RT, 1h. &" YV R
R1R2 R Fe(CO),
\. y,

Esquema 5 Métodos reportados para la obtencion de complejos n*-vinicetenas estabilizadas con hierro (0).61

Entre las aplicaciones méas importantes de las vinilcetenas estabilizadas por hierro(0) se
encuentra su uso en la formacion de heterociclos nitrogenados y oxigenados, donde las

propiedades electronicas del complejo metalico facilitan ciclaciones intramoleculares de alta

61 @) T. Okauchi, N. Sata, A. Urakawa and M. Kitamura, Chem. Commun., 2015, 51, 8454-8456. b) P.
Binger, B. Cetinkaya and C. Kriiger, J. Organomet. Chem., 1978, 159, 63-72. ¢) S. E. Gibson and M. A.
Peplow, in Advances in Organometallic Chemistry, ed. W. Robert and F. H. Anthony, Academic Press,
1999, vol. 44, pp. 275-355. d) J. Park and J. Kim, Organometallics, 1995, 14, 4431-4434.
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selectividad. Asimismo, estas especies han sido empleadas como plataformas para la
construccion de sistemas policiclicos con potencial actividad fluorescente, lo que las convierte en

herramientas valiosas en el disefio de sensores épticos.

El Esquema 6 muestra algunas de las principales aplicaciones reportadas por nuestro grupo de
investigacion, incluyendo procesos de ciclaciéon controlada y la formacion de estructuras
complejas que han sido utilizadas en el desarrollo de nuevos materiales y compuestos
bioactivos.®?

( R1 )
co ) A
OC\-R' < 6 ejemplos
_/hyeﬁ' Rend. 30-50 %
R='Fe é:o R=Fc, R'= Ar
oc’ 10 "R
co
- (o)
(( = R Benceno
N /Il)\N I a |85°C
Benceno
S N
85°C
6 ejemplos® o~
d (0] [CagN
Rend. 60-90 % b N
Benceno R 3
R= FC, Ar 85 °C I VN
1) |2! Etzo / /
2) R?NH
'?2 ) ? 15 ejemplos®
O0~N<_R' T amb. o Eo Rend. 60-90 %
25 2 -
p/ 2) H,0, t. amb. R= Fc, Ar, Het
R R'= 2-py, 2-quin
3 ejemplos? 0~ O _R! 10 ejemplos®
Rend. 43-96 % Rend. 43-96 %
R=Fc, R'=Ar K R= Fc, Ar, Het
1
. R'=Ar )

Esquema 6 Aplicaciones sintéticas de vinilcetenas estabilizadas con hierro reportadas por nuestro grupo de
investigacion.

62 a) D. A. Resendiz-Lara, A. Rosas-Sanchez, D. Hashizume, J. E. Barquera-Lozada, R. A. Toscano, J. G.
Lépez-Cortés and M. C. Ortega Alfaro, Dalton Trans., 2023, 52, 2722, b) Ref. 6 c) V. Gonzélez-Lépez, D.
A. Resendiz-Lara, A. Rosas-Sanchez, L. G. Ledesma-Olvera, J.C. Daran, J. E. Barquera-Lozada, J. G.
Lépez-Cortés and M. C. Ortega-Alfaro, Dalton Trans., 2022, 51, 6868-6875.
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1.2 Planteamiento del problema

La sintesis de nuevos sistemas heterociclicos fusionados representa un area de creciente interés
debido a su amplio potencial en campos como la quimica de materiales y la biomedicina. En
particular, aquellos compuestos que integran atomos de nitrégeno en cabeza de puente han
demostrado ser andamios versatiles para el disefio de moléculas funcionales con propiedades
Opticas relevantes. Sin embargo, las metodologias actuales para la obtencién de estos sistemas
presentan limitaciones importantes en cuanto a eficiencia, selectividad estructural y acceso a

estructuras novedosas.

En este contexto, las cetenas se perfilan como intermediarios de gran interés que podrian superar
varias de estas limitaciones. Su uso permitiria acceder de forma eficiente a estructuras complejas
como las 4H-quinolizin-4-onas, las 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-onas y las 5H-tiazolo[2,3-
a]piridinonas. Sin embargo, el uso de cetenas en la sintesis de heterociclos funcionalizados

apenas ha sido explorada.

Por otro lado, el disefio de sondas fluorescentes que puedan detectar de manera precisay eficaz
ciertos cationes metalicos contintia siendo un desafio importante en diversas areas cientificas
como la medicina o la quimica ambiental. Entre ellos, el Fe(lll) tiene especial relevancia debido a
su participacién en procesos biolégicos esenciales, asi como por los efectos negativos que
pueden derivarse tanto de su deficiencia como de su acumulacion. En este sentido, la exploracion
de rutas sintéticas mas eficientes, como aquellas que involucran cetenas, junto con un disefio
molecular orientado a modular las propiedades O6pticas de los compuestos, abre nuevas

posibilidades para el desarrollo de sondas fluorescentes con alta especificidad hacia este metal.
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1.3 Hipodtesis

Si el alcance sintético de la metodologia previamente descrita en nuestro grupo de investigacion
permite la obtencién de nuevos heterociclos fusionados, como 4H-quinolizin-4-onas, 1H-
benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-onas y 5H-tiazolo[2,3-a]piridinonas, que incluyan un atomo de
nitrégeno en cabeza de puente, entonces sera posible evaluar si estas estructuras presentan
propiedades fluorescentes favorables, como buenos rendimientos cuanticos o desplazamientos
de Stokes amplios. Estas caracteristicas son importantes para su potencial aplicacion como
sondas fluorescentes, por lo que se estudiard el impacto de la arquitectura estructural en el

comportamiento éptico de los compuestos sintetizados.

Ademds, mediante la introduccion de grupos funcionales como metoxilos o alcoholes en el
andamio principal, se espera mejorar la afinidad de las moléculas por cationes metalicos, como
el Fe(lll), mediante la integracion de mas de un sitio de coordinacion. Estas modificaciones
podrian favorecer interacciones especificas con el metal, aumentando asi la sensibilidad y

selectividad de las moléculas como sondas fluorescentes en medios biolégicos o ambientales.
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1.4 Objetivos
1.4.1 General

Disefiar, sintetizar y evaluar una familia de heterociclos que incorporen en su estructura un atomo
de nitr6geno en cabeza de puente como potenciales sondas fluorescentes para la determinacion
de hierro(lll).

1.4.2 Particulares
1. Extender el estudio de la reactividad de complejos (n*-vinilcetena)Fe(CO)s incorporando
diversos aza-heterociclos para la obtencion de compuestos biciclicos con atomos de
nitrégeno en cabeza de puente.
2. Funcionalizar las 4H-quinolizin-4-onas con grupos coordinantes O,0 con el objetivo de
obtener ligantes quelantes con potenciales propiedades fluorescentes que permitirian

desarrollar sus aplicaciones como sensores selectivos para la deteccion de metales.

{Grupos coordinantes}

(Grupos coordinantes] - =
T
s

OR
| N 0 _-_-\) R = Me, H
Az 7N W
Z~s

Esquema 7 Estructura general de las sondas fluorescentes propuestas.

3. Realizar el estudio solvatocromico de UV-visible y florescencia de los compuestos
sintetizados, para observar el efecto de la polaridad y viscosidad en sus propiedades
Opticas.

4. Realizar estudios de reconocimiento molecular de los compuestos fluorescentes utilizando
técnicas espectroscopicas, evaluando su interaccidbn con distintos metales para

determinar su selectividad y sensibilidad.
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CAPITULO 2. DISENO Y SINTESIS DE LAS SONDAS FLUORESCENTES
BASADAS EN 4H-QUINOLIZIN-4-ONAS

El disefio de sensores fluorescentes dirigidos a la deteccion de cationes metalicos implica
considerar diversos elementos estructurales y electrénicos. Entre ellos, la eleccién del fluoroforo
es fundamental, ya que sus propiedades de absorcion y emision, la longitud de onda vy el
rendimiento cuantico, pueden modificarse debido a los grupos funcionales presentes o por la
rigidez estructural del sistema. Sin embargo, para que el sistema funcione de manera adecuada,
no basta con que el sensor sea intrinsecamente fluorescente; también debe exhibir una
interaccion especifica y eficiente con el ion de interés. Esta capacidad de reconocimiento depende
de la geometria del sensor, asi como de la disposicién y naturaleza de los grupos funcionales
encargados de la coordinacion, factores que en conjunto determinan la intensidad y selectividad

de la sefial 6ptica.®®
2.1 Base estructural para el disefio de las sondas

En este trabajo, se seleccion6 un anillo de 4H-quinolizin-4-ona (Figura 28) como base estructural,
principalmente debido su capacidad de absorber luz en la region UV-Vis y sus propiedades

fluorescentes.*37d

I NTN
e,

Figura 28 Estructura base propuesta

Este heterociclo presenta ademds una gran rigidez estructural, pues la presencia de dos anillos
fusionados conjugados favorece una menor movilidad conformacional. Esta rigidez limita la
cantidad de estados vibracionales que podrian conducir al ensanchamiento de las lineas de

absorcion y emision, y disminuye la desactivacion interna del estado excitado.!%?

Ademas de sus caracteristicas Opticas, este andamio también cuenta con un centro de
coordinacién natural, pues el grupo carbonilo en posicién 4 actila como un sitio de coordinacion,

capaz de interaccionar con iones metalicos como donador de electrones.

53 a) H. Kobayashi, M. Ogawa, R. Alford, P. L. Choyke and Y. Urano, Chem. Rev. 2010, 110, 2620-2640.
b) P. R. Dongare and A. H. Gore, ChemistrySelect, 2021, 6, 5657 — 5669. c) S. Park, N. Kwon, J. H. Lee,
J. Yoon and I. Shin, Chem. Soc. Rev., 2020, 49, 143-179.
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A partir del andamio de 4H-quinolizin-4-ona, se propuso la incorporacion de un anillo fenilo unido
en posicion 3 de este anillo. Esta incorporacién es relevante debido a que, en trabajos anteriores
en nuestro grupo de investigacién, se demostré que la funcionalizacion con un anillo aromatico

en esa posicion se incrementa el rendimiento cuéntico de fluorescencia (Figura 29).%4

F3C
a) 0 b) 0 c) 3 0
| N | N | N
A A N
@ = 0.25 (CHCI,) @ = 0.25 (CHCI,) @ = 0.36 (CHCIj)

Figura 29 Estructura de algunos compuestos reportados previamente por nuestro grupo de investigacion.

2.2 Incorporacién de los sitios de coordinacion

La selectividad de una sonda depende en gran medida de la geometria y la disposicién de sus
sitios de coordinacién.®® En este contexto, los sistemas bidentados juegan un papel crucial, ya
que permiten una interaccidon mas fuerte y especifica con el ion objetivo. Ademas, la disposicion
de dos sitios coordinantes dentro de la misma estructura garantiza una mayor afinidad hacia

ciertos metales, mejorando la selectividad y la eficiencia del proceso de reconocimiento.

En este trabajo se propusieron tres posibles estructuras de sondas fluorescentes, cada una con
dos sitios de coordinacion que se encontrarian unidos directamente sobre la 3-fenil-4H-quinolizin-
4-ona (Figura 29a). Para todas las propuestas, el sitio de coordinacién primario es el oxigeno del
carbonilo ubicado en el centro de la 4H-quinolizin-4-ona, cuya capacidad de coordinacion puede
verse incrementada debido al equilibrio resonante presente en el anillo (Figura 16). Para el
segundo grupo coordinante, responsable de la selectividad, se sugirieron tres posiciones

diferentes.

En la primer propuesta, se planted la incorporacion del fragmento coordinante en la posicién 6
del anillo de 4H-quinolizin-4-ona. La segunda propuesta consistié en sustituir el anillo de fenilo en
la posicibn 3 por un anillo de 2-piridina. Finalmente, la tercer propuesta consistid en la
funcionalizacién de la posicion 2 del anillo de fenilo unido a la 4H-quinolizin-4-ona, como se

muestra en la Figura 30.

64 Rosas-Sanchez, A. [Fe[CO]s]-Vinilcetenas como bloque constructor en la sintesis de heterociclos. Tesis
de Doctorado, UNAM, 2015.
8 B. Valeur, I. Leray, Coord. Chem. Rev., 2000, 205, 3-40.
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(Z =0, N Fragmentos coordinantes )
R=H, Me
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Propuesta 1 Propuesta 2 Propuesta 3

Figura 30 Estructuras propuestas para las sondas fluorescentes.

La eleccion de las posiciones para incorporar el segundo sitio de coordinacién se basé en la
necesidad de lograr una proximidad espacial adecuada entre ambos grupos coordinantes, de
modo que se facilitara la formacion de ciclos de seis o siete miembros tras la interaccion con un
ion metalico, considerados 6ptimos en quimica de coordinacion por su equilibrio entre estabilidad
y flexibilidad.5®

Ademds, ubicar los grupos coordinantes en estas posiciones permiti6 mantener la molécula
relativamente compacta, evitando estructuras demasiado grandes o complejas que podrian

afectar tanto la eficiencia de fluorescencia como su posible aplicacion en sistemas bioldgicos.®’

Estos criterios de disefio buscaron equilibrar la simplicidad sintética, la organizacion espacial
favorable de los fragmentos coordinantes y la preservacion de las propiedades fotofisicas

deseables para el desempefio de las sondas fluorescentes.

Durante el desarrollo de este proyecto, se intentaron sintetizar las tres estructuras arriba
mostradas, sin embargo, solo se logré obtener el producto final de la propuesta 3, siendo esa la
estructura general de las sondas fluorescentes presentadas en este trabajo. No obstante, los
resultados obtenidos en las propuestas 1 y 2 resultaron valiosos, ya que se obtuvieron
compuestos inesperados e interesantes desde el punto de vista sintético, los cuales podrian abrir
nuevas areas de investigacion mas all4 del alcance de este proyecto. A continuacion, se

presentan los resultados obtenidos en el proceso de sintesis de las 3 propuestas sugeridas.

% a) R. D. Hancock and A. E. Martell, Chem. Rev. 1989, 89, 1875-1914. b) R. D. Hancock, J. Chem. Educ.
1992, 69, 615-621. c) Y. N. Kukushkin, N. P. Kiseleva, E. Zangrando and V. Y. Kukushkin, Inorganica
Chim. Acta. 1999, 285, 203-207.

57 A. Ghosh and A. Adhikary, Coord. Chem. Rev. 2025, 536, 216654.
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2.3 Propuesta 1. Funcionalizacidon sobre la posicion 6 del anillo de 4H-quinolizin-

4-ona

La primer propuesta de sonda fluorescente consistié en la incorporacién de un segundo fragmento
coordinante en la posicién 6 del andamio de 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona (Figura 31). Con esto en
mente, se plantearon varias estrategias sintéticas orientadas a activar la posicién 6 del

heterobiciclo para facilitar la funcionalizacion deseada.

Fragmentos
/ /_ coordinantes
ZR
Z=0,N
R=H, Me

Andamio principal

Figura 31 Propuesta inicial de la estructura de la sonda fluorescente.

2.3.1 Andélisis retrosintético
Para comenzar con la funcionalizacion del andamio principal, se decidio llevar a cabo la sintesis
de la 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona. El procedimiento original para la obtencién de este heterobiciclo
fue optimizado con el objetivo de establecer condiciones de reaccién que pudieran aplicarse
también a la sintesis de los compuestos analogos descritos en este trabajo. Con esto en mente,
se planted el andlisis retrosintético mostrado en el Esquema 8, establecido a partir en la ruta

previamente reportada.®

Se propuso comenzar por la sintesis de las cetona a,8-insaturada D, partiendo de acetofenona y
2-piridincarboxaldehido, mediante una reaccion de condensacion aldélica. Posteriormente, se
propone obtener el complejo n2-vinilcetona [Fe(CO),] C, mediante la reaccion de la cetona a,8-
insaturada previamente obtenida con una fuente de hierro(0). Como siguiente paso, se puede
llevar a cabo una reaccién de carbonilacién, mediante un primer paso de litiacién seguido por un
intercambio de atmoésfera a CO, la cual conducira a la formacion del complejo n*-vinilcetena
[Fe(CO)s] B. Finalmente, el compuesto A (3-fenil-4H-quinolizin-4-ona) puede ser obtenido

mediante condiciones de cierre electrociclico térmico.>®
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Cierre 1 Fe(CO 0 Fe(CO),
o electrociclico ¢ / (€0 Carbonilacién I—
_ A —— z O
I NN | N |
AN N. ~ [\~

A B C

3-fenil-4H-quinolizin-4-ona Formacion del

complejo n?
(o) (o) (0]
I S
LYY ¢ |
N 2 [\~
D

Esquema 8 Andlisis retrosintético general para la obtencion del andamio principal 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona.

Una vez se obtuvo un plan de trabajo, se comenzo con la sintesis de la cetona a,B-insaturada,
mediante una reaccién de condensaciéon alddlica entre 2'-metoxiacetofenona y 2-

piridincarboxaldehido, obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1 Variacion de condiciones para la condensacion alddlica (se muestran resultados mas significativos).

(0]
+ I N Base » S N
| ] Eter:EtOH 9:1 |
/7 Z
Eq. Eq. de 2-piridin- Tiempo
Ensayo a a P Base Eq. base P R (%)
Acetofenona carboxaldehido (h)
1 1 11 NaOH 3 18 -

2 1 1.1 LiOH-H.0O 0.1 4 78
3 1 1.1 LiOH-H0 0.1 5 85
4 1 1.1 LiOH-H20 0.1 6 92
52 1 1.1 LiOH-H.0O 0.1 4 92

a) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.®*

De los datos obtenidos, se observé que las mejores condiciones para llevar a cabo las
condensaciones alddlicas son usando como base 10% mol de LiOH-H>O en 6 horas de reaccion.
El rendimiento se compar6 con el reportado previamente, obteniéndose un resultado similar,
aungue en un tiempo de reaccién mayor. Una posible explicacion a esto fue la solubilidad de la
base, la cual en los primeros experimentos no se logré solubilizar completamente, haciendo que

la base disponible en la reaccién fuera menor a la adicionada.
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Esto se traté de solucionar asegurandose de que el LiOH-H,O estuviera disuelto en la soluciéon
de la reaccion. Para ello, se disolvid la base en la cantidad adecuada de etanol, dejandola en
agitacion durante 30 minutos antes de afiadir el resto de los reactivos al matraz de reaccién. Sin
embargo, es probable que la base no estuviera bien disuelta ain después del tiempo de agitacion,
aumentando el tiempo de reaccion necesario. El producto fue caracterizado por RMN H, 3C e

IR, coincidiendo con lo reportado previamente.

El siguiente paso consistié en la sintesis para la formacién del complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)4],
haciendo reaccionar la cetona a,3-insaturada previamente obtenida con una fuente adecuada de
hierro(0). En este caso se uso Fe,(CO)q, pues es mucho menos toxico y mas facil de manejar que
otras fuentes de hierro(0) como el Fe(CO)s. La sintesis de este compuesto se describe en la

seccion de resumen espectroscopico.

Una vez obtenida la fuente de hierro(0), se procedié a llevar a cabo la reaccién de complejacioén,

obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2 Resultados de optimizacién para la formacién del complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)4]. (se muestran los
resultados mas significativos)

o} Fe(CO)4
y/ N 1.5 eq. Fe,(CO)q
l NS CHZCIZ > ©)J\ /U
=
Eqg. de cetona a,-
Ensayo g _ Eq. de Fex(CO)o Tiempo (h) R (%)
insaturada
1 1 15 4 92
1 15 5 89
3 1 15 6 80
42 1 15 4 79

a) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.%*

Esta reaccion se llevo a cabo en condiciones de atmdésfera inerte, obteniéndose como tiempo
O6ptimo 4 horas. Para esta reacciéon no fue necesario modificar las condiciones de reaccion
previamente reportadas, pues se obtuvieron buenos rendimientos en las mismas condiciones. La
reaccion fue monitoreada por cromatografia en capa fina, hasta la desaparicion total de la cetona
a,B-insaturada. ElI compuesto se logré obtener en mejores rendimientos que el reportado

previamente. Este fue caracterizado por RMN *H, *C e IR.
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La siguiente reaccion llevada a cabo fue la formacion del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s]. Este
compuesto se obtuvo al hacer reaccionar el complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] con MeLi a -78 °C
en condiciones anhidras, seguido de un posterior cambio de atmésfera a CO, como se resume
en el Esquema 9. La reaccién fue completa, por lo que no fue necesario purificar el compuesto
por cromatografia en columna, llevando a cabo solo un proceso de filtracion con celita y sulfato

de sodio anhidro y removiendo el disolvente por destilacion a presion reducida.

(@)

O Fe(CO), 1) MeLi, CH,CI, % Fe(CO);

d~ N -78 °C, Ar, 0.5 h /
>
| 3] 2co,-718°cata.4n NN
= | _

Esquema 9 Reaccion de formacion del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s]

Esta reaccion se repitié varias veces sin modificar las condiciones de reaccion, obteniendo un

rendimiento promedio del 85 % comparable con el reportado previamente (82 %).

Finalmente, se llevd a cabo la reaccién de anillacion, para la cual se colocé el complejo n*-
vinilcetena [Fe(CO)s] previamente obtenido en condiciones de reflujo de benceno, variando el

tiempo de reaccién. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Resultados de optimizacion para la formacion del compuesto 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona.
(se muestran los resultados mas significativos).

(o]
4 Fe(CO)s o]
Reflujo de
= N\ Benceno | N™
| _ A2
—y
Ensayo ~ Mmolde complejon mLde benceno  Tiempo (h) R (%)
vinilcetena [Fe(CO)s]
1 1.1 30 4 22
2 1.1 30 5 47
3 1.1 60 5 52
4a 0.5 30 5 77

a) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.64

A pesar de las distintas modificaciones realizadas para llevar a cabo esta reaccién, no fue posible

obtener el producto esperado en un rendimiento mayor al 52 %, siendo las modificaciones mas
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importantes el aumento del volumen de benceno y el aumento del tiempo de reaccién. Por otro
lado, la reaccion no puede quedarse més alld de 5 horas bajo calentamiento, pues el principal
subproducto de reaccion es un complejo de tipo (u? ,n? -alil-n® -oxapentadienil)pentacarbonilo de

dihierro, el cual aumenta en proporcion con el tiempo, descomponiendo el producto esperado. %22

De esta manera, se concluyé la optimizacion del procedimiento sintético para la obtencion del
andamio principal, la 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona, bajo las condiciones anteriormente mostradas.
A partir de este punto, los esfuerzos experimentales se enfocaron en la funcionalizacién de este

andamio en la posicién 6 del heterociclo.

2.3.2 Halogenacion
Una vez obtenido el compuesto 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona, se intentd llevar a cabo la
funcionalizacion sobre la posicion 6 del heterociclo mediante reaccién de halogenacién, que
permitiria posteriores funcionalizaciones sobre esta posicion. Para esto, se propuso llevé a cabo
la reaccion de halogenacion con NIS disuelto en CH,Cl, a 0 °C (Esquema 10), debido a la
eficiencia de estas condiciones para lograr bromaciones selectivas en sistemas aromaticos

activados, minimizando reacciones secundarias y favoreciendo la obtencién del producto

monohalogenado.
o}
N NS, CHoClp NBS, CH,ClI,
|// ~h,0°C - ta. N™S 1h0Cta’x
A S

|

4f
70 %

Esquema 10 Reaccién de bromacion: Producto esperado vs. producto obtenido.

Luego de terminar la reaccién, el compuesto obtenido fue aislado y caracterizado mediante RMN
de H, 3C e IR. Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron que el producto obtenido fue la
halogenacion sobre la posicion 1 (compuesto 4f) del heterobiciclo. Esto se puede confirmar de
forma clara al analizar el espectro de RMM de !H, en el que se observa la desaparicién de la
sefial correspondiente al protén en posicion 1 del heterobiciclo, que antes aparecia en 6.75 ppm.
Ademds, no desaparece la sefial correspondiente al protén en la posicion 6 del heterociclo,

aproximadamente en 9.3 ppm.
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Estos resultados llevaron al descartar esta metodologia, pues la posicion activada para las

reacciones de halogenacion es la posicion 1 del anillo.

El compuesto obtenido, si bien no fue el esperado, logré incorporar un atomo de bromo en la
estructura de 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona con buenos rendimientos y en condiciones suaves, lo
que abre la posibilidad de llevar a cabo funcionalizaciones posteriores sobre ese compuesto,

como reacciones de acoplamiento C-C catalizadas por Pd.

2.3.3 Litiacién
El siguiente intento de funcionalizacion de la posicidén 6 del heterociclo se llevé a cabo mediante
una reaccion de litiacion. Esta estrategia se propuso debido a que, en el espectro de RMN de H
del compuesto 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona, se observa que el hidrégeno de la posicion 6 esta muy
desplazado hacia campo bajo (9.26 ppm), es decir, que puede ser un hidrégeno labil, por lo que
una reaccion de litiacién tendria preferencia sobre esta posicion. Los resultados obtenidos se

resumen en la Tabla 4.

Tabla 4 Variaciones de la reaccién de litiacion de la 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona.

oH o O CH,
< tBuLi THF t-BuLi, THF

i N ~ CH,l | NTR CH;l - | N

P A2 AN

Eq. de 3-fenil-4H- % de producto

Ensayo quinolizin-4-ona Eq. CHal Eq. t-BuLi T (°C) t (min) recuperado
1 1 3 1.2 -40 30 42
2 1 3 1.2 0 60 45
3 1 5 1.2 -78 15 40

Como se puede observar, aunque se llevaron a cabo variaciones sobre las condiciones de
reaccién de litiacién, enfocadas principalmente en el control de tiempo y temperatura para
disminuir la reactividad de t-BuLi, tampoco fue posible lograr la funcionalizacién deseada. En su
lugar, el fragmento terc-butilo proveniente del t-BulLi fue el que llevé a cabo una reaccion de
adicion sobre la posicién 6 del anillo, abriendo el heterobiciclo y obteniéndose el producto

mostrado en la Tabla 4.
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La estructura del compuesto fue determinada por el espectro de RMN de 'H del producto
recuperado después de las reacciones. En éste, se observa la aparicion de las sefales
correspondientes a los dobles enlaces provenientes de la apertura de uno de los anillos que
conformaban la 4H-quinolzini-4-ona. El primer sistema AB, correspondiente a los protones 12 y
13 se encuentra en 6.12 ppm, mientras que el segundo sistema AB correspondiente a los
protones 14 y 15 se encuentra en 6.03 ppm y 5.32 ppm respectivamente. Ademas, en 0.95 ppm

se observa una sefal correspondiente a los 9 protones del terc-butilo incorporado a la estructura.

El producto obtenido en esta reaccién, una piridina sustituida en la posicién 2 con un fragmento
1,3-dieno, posee una estructura interesante desde el punto de vista sintético. Los compuestos
que contienen fragmentos de piridina y sistemas dieno conjugados, son interesantes en diversas
areas de la quimica debido a su potencial reactividad. Por ejemplo, el sistema dieno puede actuar
como un precursor en reacciones de cicloadicion tipo Diels-Alder, permitiendo la construccion de
otros sistemas policiclicos. Estas reacciones son especialmente Utiles en la sintesis de productos

naturales y moléculas bioactivas.

BBEETARRRARNNARS] I5=288
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L s s b
8‘,0 7‘45 7‘ 0 é 5 6‘.0 5‘.5 5‘40 4‘.5 4‘,0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘40 d.S d.o

1 (ppm)

Espectro 1 RMN de *H (300 MHz, CDCIs) del compuesto obtenido después de la reaccion de litiacion.
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2.3.4 Funcionalizacién previa
Debido a que los métodos de funcionalizacion sobre el esqueleto de la 3-fenil-4H-quinolizin-4-
ona no tuvieron éxito, se decidi6 cambiar de enfoque. En esta nueva estrategia, el segundo
fragmento coordinante se incorpord desde la materia prima, utilizando como punto de partida el

6-metoxi-2-piridincarboxaldeido, como se muestra en el Esquema 11.

( (o) N\
Il Fe(CO
o o Cierre c ,ecok o Fe(CO),
electrociclico '~ Carbonilacion I_
— N = z A
B® N |
AN N 2
N O
Formacién del
complejo n?
o]
(o} (o} —
+ I N 0\ —— | =
| N &
=
\_ 0\ )

Esquema 11 Analisis retrosintético para la incorporacion del segundo fragmento coordinante partiendo de las
materias primas .

Una vez establecida la propuesta retrosintética, se inicié el proceso de sintesis con la obtencién
de la cetona a,B-insaturada (E)-3-(6-metoxipiridinil)-1-fenilprop-2-en-1-ona, empleando las

condiciones previamente optimizadas como se muestra en el Esquema 12-A.

El rendimiento maximo para la obtencién de la cetona a,B-insaturada fue del 85 %. Se tuvo la
precaucién de no escalar la reaccién mas allad de 2.5 mmol de acetofenona y 2.75 mmol de
aldehido, pues el rendimiento se abate considerablemente, probablemente debido a una reaccién

secundaria de adicion tipo Michael sobre la cetona a,B-insaturada previamente formada.

La siguiente reaccion consistio en la obtencion del complejo de Fe n?-vinilcetona, la cual se llevé
a cabo siguiendo las condiciones de estandarizacion obtenidas previamente como se muestra en

el Esquema 12-B.

Posteriormente, se realizé la reaccion de formacién del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3], la cual
se llevo a cabo también en las condiciones previamente reportadas, de acuerdo con el Esquema
12-C.
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El paso final de reaccién fue la anillacion electrociclica en condiciones térmicas siguiendo también
las condiciones de estandarizacion. Esta reaccion, sin embargo, no dio como resultado el
producto esperado, obteniéndose el producto de anillacion con la pérdida del grupo metoxilo,

como se muestra en el Esquema 12.

(o~ o o o Fe(CO)4
. | N 0 LiOHe HZO 10% Fez(CO)g
| N EtOHIEter etilico CHZCI2 U
g7
85 % 82 %
1) MeLi, CH,CI,
-78 °C, Ar, 30 min
2) CO, -78 °C-t.a, 3h
(o} o~ ﬂ Fe(CO)
e 3
A Benceno ¢ /
NN Z N (o)
| | N ~
A _
C
90 %
A Benceno
4h
(o]
| NN
e
\ y,

Esquema 12 Resumen del proceso de sintesis y rendimientos para la obtencion de la propuesta 2 mediante una
funcionalizacion previa.

La estructura del compuesto obtenido se confirmé mediante RMN de H y 13C. Una de las sefiales
que verificaron la obtencion de este compuesto aparece en el espectro de RMN de 'H, donde se
observa la sefial correspondiente al proton en la posicion 6 del heterobiciclo (Espectro 2).
Ademas, todas las sefiales coinciden con la del espectro del anillo de 3-fenil-4H-quinolizin-4-ona
sin sustituyentes, lo que confirma la estructura del producto obtenido. Un resultado similar habia
sido obtenido previamente al utilizar como sustrato de partida 6-bromo-2-piridincarboxaldeido,>®

sin embargo, se tenia la teoria de que el hierro no seria capaz de eliminar el fragmento metoxilo.

Esta reaccion resulta interesante desde el punto de vista sintético, ya que el Fe(0) demostr6 ser
capaz de promover la eliminacion del grupo metoxilo sin el uso de un reductor externo como

hidrégeno.
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Una reaccion similar ya habia sido explorada antes, pero usando en su lugar Ni(0).%® Este
resultado abre la posibilidad de explorar las condiciones de reaccion adecuadas para llevar a

cabo una eliminacién reductora de éteres aromaticos haciendo uso de Fe(0).
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Espectro 2 RMN de *H (300 MHz, CDClIs) del producto de anillacién electrociclica.

2.4 Propuesta 2. Cambio del grupo fenilo por 2-piridilo en el andamio principal

Después de varios intentos para lograr la funcionalizacion en la posicién 6 del fragmento de 4H-
quinolizin-4-ona, se decidié abordar un enfoque diferente, cambiando de posicion el fragmento
coordinante. Esto con el objetivo de tener una estructura sintéticamente viable. La estructura

propuesta se muestra en la Figura 32.

68 M. Tobisu, T. Morioka, A. Ohtsuki and N. Chatani. Chem. Sci., 2015, 6, 3410-3414.
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Figura 32 Segunda propuesta estructural de sonda fluorescente.

Para la obtencion de este compuesto, se siguiendo la misma ruta sintética obtenida en la
estandarizacién las condiciones, pero en este caso, partiendo de las materias primas 2-

acetilpiridina y 2-piridincarboxaldehido. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 Variacién de condiciones para la condensacion alddlica.

|
| N\ . I N\ Base
~ Z

Eq. 2-piridin- Eq. 2- . o R
Ensayo Eq. Base carboxaldehido  acetilpiridina Disolvente T(C) t(h) (%)
1 0.1 (LiOH) 11 1 Eter;{ano' ta. 4 22

269 3 (NaOH) 11 1 Ag”al'_itano' 10 > .

4 0.25 (Na2CO:s) 1 11 Agua t.a. 2 51

5 0.25 (Na2CO:s) 1 11 Agua t.a. 4 60

Como se observa en los datos de la tabla anterior, al aplicar las condiciones de estandarizacion
establecidas previamente en este trabajo, el rendimiento de la cetona a,B-insaturada fue muy
bajo. Por ello, se decidié explorar otras metodologias reportadas en la literatura. Finalmente, se
logré obtener el compuesto con un rendimiento maximo del 60 %. La caracterizacion del

compuesto se realizé mediante RMN e IR, coincidiendo con los datos reportados en la literatura.”

Posteriormente, se llevé a cabo la sintesis del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4]. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 6.

89 a) R. Hicks, B. Koivisto and M. Lemaire, Org. Lett. 2004, 6, 1887-1890 b) P. Zhao, W. Jing, L. Jing, F.
Jian and Y. Li, Bull. Korean Chem. Soc. 2013, 34, 3743-3748.
707, Zhang, Y. W. Dong and W. Wang, Chem. Lett., 2003, 32, 966-967.
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Tabla 6 Variacién de condiciones para la formacion del complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)4] (se muestran los resultados
mas significativos).

o Fe(CO),
Fey(CO)y, N ,l' N
CH,Cl, | |
= =
Eq. de cetona
Ensayo Eq. de Fex(CO)q Eq. de (CHs3)sNO R (%)
a,B-insaturada
1 1 15 - -
27 1 4 2 20
3 1 4 4 69

Las condiciones de reaccion para la formacién de este complejo también fueron diferentes en
comparacion a las condiciones de optimizaciéon. En este caso, la reaccion procedié hasta que se
us6 como aditivo N-6xido de trimetilamina. Ademas, el proceso de purificacion del complejo fue

bastante complicado, debido a la rapida descomposicién del complejo en solucion.

El paso siguiente fue la formacién del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3], el cual también se llevo
a cabo en las condiciones reportadas previamente. Sin embargo, como se muestra en el

Esquema 13, la reaccién no procedio.

o)
o Fe(CO) 1) MeLi (1,6 M), CH,C, ¢ Fe(CO);

N ," N -78 °C, Ar, 0.5 h
| ~ | ~ 2) CO, -78 °C t.a. 4h
= =

Esquema 13 Condiciones de reaccién para la sintesis del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)a.

En esta reaccién, no fue posible obtener el complejo esperado, a pesar de las diversas
modificaciones realizadas en las condiciones de reaccién. Una posible explicacion es el efecto
coordinante del nitrdgeno en la piridina (proveniente de la 2-acetilpiridina) y del oxigeno del
carbonilo. Es probable que el hierro, que actia como estabilizante de la vinilcetena, sea
envenenado por estos fragmentos coordinantes, lo que impide que la reaccion proceda. Ademas,
también podria explicar la baja estabilidad del complejo n2. Debido a estos resultados, se decidi6
no continuar con esta propuesta de sonda fluorescente, ya que el método sintético planteado no

resulté compatible con la modificacion propuesta.

I M. Lozano-Gonzalez, Nuevos complejos de hierro a partir de sistemas carbonilicos a,B-insaturados
policonjugados. Tesis de Maestria. UNAM. 2012.
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2.5 Propuesta 3. Funcionalizacién sobre la posicion 2 del anillo de fenilo

La siguiente estrategia para funcionalizar la estructura del esqueleto de la sonda fluorescente
consistio en la incorporacién de un grupo coordinante en la posicién 2 del anillo fenilo, como se

muestra en la Figura 33.

Fragmentos

CI) ,/O/_ coordinantes

N™
e,

Andamio principal

Figura 33 Tercera propuesta estructural de sonda fluorescente.
Para intentar obtener este compuesto, se propuso el siguiente analisis retrosintético. Al igual que
en los casos anteriores, se planted obtener el producto final a partir de un complejo n*-vinilcetena-
[Fe(CO)3], el cual podria sintetizarse a partir de un complejo n?-vinilcetona-[Fe(CO)4], como se

muestra en el Esquema 14.

N
(o]

(o) Ci ~ Il Fe(CO 0 Fe(CO)4
o electrlzgf:lico o c / e(CO)s Carbonllamon
— '~
NN N
| | N Z
A I~
4a Formacioén del

complejo n?

S0 o 0 o o
+ IN\ &—— 4 |\
o/ N =2
\.

Esquema 14 Analisis retrosintético general para la obtencion del compuesto 4a.

El proceso de sintesis se inici6 mediante una reaccion de condensacion alddlica. En este caso,
se emplearon 2-piridincarboxaldehido y 2'-metoxiacetofenona, selecciondndose esta Ultima
debido a que ya incorpora el fragmento coordinante requerido. La reaccién resumida se presenta

en el Esquema 15, para la cual se obtuvo un rendimiento maximo del 90%.
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1a

Esquema 15 Reaccidn de condensacion alddlica para la formacion del compuesto 1a.

El compuesto obtenido se caracterizé por RMN de 'H, 3C, IR y EM. Los datos completos

obtenidos se encuentran en la seccidn de Resiimenes espectroscopicos.

En el espectro de RMN de 'H de la cetona a,B-insaturada (Espectro 3) se pueden identificar
sefiales caracteristicas del compuesto, como una sefial doble observada en 8.65 ppm
correspondiente al proton en posicién 15 desplazado por efecto de la piridina. También se
observan las sefales correspondientes al sistema AB del doble enlace, en 7.82 (H10) y 7.60 (H9)
ppm, con una J = 15 Hz. Finalmente, se observa una sefal simple en 3.90 ppm que integra para

3 protones, correspondiente a los hidrégenos en posicion 8 del grupo metilo.
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Espectro 3 RMN de 'H (300MHz, CDCls) del compuesto 1a.
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La siguiente reaccion, correspondiente a la formacion del complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)],
también se realizé en las condiciones estandarizadas (Espectro 24), obteniendo un rendimiento

maximo del 84 %.

N o No o Fe(CO
N Fe,(CO)o ,l' N 849
| ~ W | ~ °
Z Z
2a

Esquema 16 Reaccion de formacion de complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)a4] 2a.

El compuesto obtenido también fue caracterizado por RMN de H, *C, IRy EM.

En este punto, es importante mencionar el efecto que tiene la interaccion entre el metal y el doble
enlace en los espectros de RMN. Un modelo que sirve para esto es el de Chatt-Dewar-Ducanson,
el cual explica la naturaleza de la interaccidn metal-ligante a través de la donacién de electrones

del ligante al metal y la retrodonacién de electrones del metal al ligante.

En el caso de los alquenos, los electrones del orbital 11 pueden ser donados hacia un orbital vacio
del metal, generalmente de caracter d. Este paso es conocido como la donacién o, en la que los
electrones del alqueno fluyen hacia el metal, formando un enlace entre el metal y el alqueno. En
respuesta a esta donacion, el metal de transicion, si tiene electrones disponibles en sus orbitales
d, puede devolver parte de estos electrones hacia los orbitales de antienlace 1 del alqueno, en
un proceso conocido como retrodonacion m (Figura 34). Ambos efectos reducen el orden de

enlace del alqueno, lo que lleva a un alargamiento del enlace C=C."?

cO Q O\

- 5 do J Moy 0
Donacion ¢ desde el orbital Retrodonacion de un orbital
n lleno (HOMO) del alqueno a d lleno del metal a un orbital
un orbital del metal aceptor n* vacio (LUMO) del alqueno

Figura 34 Modelo de Dewar-Chatt-Duncanson para Metal-Alquenos.
El Espectro 4 muestra la RMN H para el compuesto 2a, en el cual se observan las sefiales
correspondientes al doble enlace que se encuentran ahora desplazadas a campo alto,

apareciendo a 5.43 ppm (H8) y 5.03 ppm (H9).

72 3. Chatt and L. A. Duncanson, J. Chem. Soc. 1953, 2939-2947.
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Este corrimiento, como se menciond anteriormente, es consecuencia de la coordinacién con el
Fe(0), ya que los electrones 1 del doble enlace ahora se encuentran compartidos con el metal.
Cabe sefalar que la resolucion del espectro es baja debido al hierro paramagnético que se

empieza a descoordinar en solucion, lo que también ensancha las sefales.
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Espectro 4 RMN de *H (300MHz, CDCls) del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] 2a.

Por otro lado, el espectro de RMN C (Espectro 5) muestra una sefial en 207 ppm,
correspondiente a los carbonilos metélicos, mientras que el carbonilo de la cetona a,B-insaturada
se encuentra en 196.1 ppm. Otras sefales destacadas son las correspondientes a los carbonos
del doble enlace C8 y C9, los cuales también se desplazan a campo alto por efecto de la

coordinacion al metal, apareciendo en 57.8 y 55.4 ppm respectivamente.
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Espectro 5 RMN de *C (75MHz, CDCIs) del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] 2a.

La espectroscopia infrarroja es especialmente (til para la caracterizacion de complejos de tipo
M(CO)», debido a que las absorciones que surgen de los modos de estiramiento de enlaces C-O
(CO) son fuertes y se observan facilmente en un espectro IR. La banda correspondiente al CO
aparece en 2143 cm?, mientras que los carbonilos metélicos suelen aparecer alrededor los 2000
cm™. Esto se debe a que los estiramientos C-O en los complejos de carbonilos de metales se ven
influenciados por la retrodonacion 1 desde el metal al orbital de antienlace del CO, lo que reduce
la frecuencia del estiramiento del CO (baja el nimero de onda) cuanto mayor es la retrodonacion
(Figura 35).7

Qo 0
M c—=—0

OPM3OC=0 ] =
d VD
Donacién ¢ desde el orbital Retrodonacion de un orbital
HOMO del CO a un orbital d lleno del metal a un orbital
del metal aceptor n* vacio (LUMO) del CO

Figura 35 Interaccién de orbitales en complejos M-CO.

73 C. E. Housecroft and A. G. Sharpe, Inorganic Chemistry, 3rd ed., Pearson Education Limited, 2008.
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Por otro lado, el nimero de bandas también da informacién respecto a la geometria del complejo.
Para el caso del Fe(CO)s el cual posee 5 carbonilos, cada uno de ellos presenta un estiramiento
caracteristico. Sin embargo, debido a la simetria D3, del complejo, el nUmero de bandas
observadas se reduce a dos (alrededor de 2022 y 2000 cm™) debido a que algunas vibraciones

son degeneradas (comparten la misma frecuencia).”

Cuando se sustituye un ligante por otro (4 carbonilos y un ligante), la simetria cambia, lo que
afecta el nUmero de bandas observadas en el IR. En el caso de complejos con cuatro carbonilos
y un ligante adicional, puede haber dos posibles arreglos espaciales. En ambos casos, la simetria
del complejo disminuye, y el nUmero de vibraciones observadas en el IR aumenta debido a la

pérdida de degeneracion en los modos vibracionales.

Cuando el ligante se encuentra en una posicion axial, el complejo adquiere una simetria Cs, con
tres modos vibracionales activos en IR, mientras que cuando el ligante se encuentra en posicion

ecuatorial, el complejo adquiere una simetria C,, (Figura 36).”

co L co
oc., | oc.., | oc.., |
‘'Fe—CO 'Fe—CO ‘Fe—L
oc” | oc” | oc” |
co co co
Fe(CO)s Fe(CO)4L o ial Fe(CO)4L¢cyatorial
D3h C3v C2V
2 seinales 3 senales 4 senales

Figura 36 Geometrias posibles de complejos Fe(CO)s y Fe(CO)aL.

Al analizar con detenimiento la estructura del complejo nZ-vinilcetona [Fe(CO).], se observa que
el ligante cetona a,B-insaturada es muy voluminoso, por lo que es probable que el ligante se
acomode en el sitio con menor impedimento estérico, siendo esta la posicion ecuatorial. En el
caso del espectro de IR correspondiente al complejo 2a (Espectro 6), se observan 4 bandas de
carbonilos metélicos en 2092, 2066, 2014 y 1976 cm™, lo que es consistente para un complejo
de tipo Fe(CO)sLecuatorial-

74 a) M. Haas, CHEM 431: Inorganic Chemistry, LibreTexts. Saint Mary's College Notre Dame, IN. April 26,
2025 b) P. Portius, M. Buhl, M. W. George, F. W. Grevels and J. J. Turner, Organometallics, 2019, 38,
4288-4297.

5 J. E. Huheey, E. A. Keiter and R. L. Keiter, Quimica Inorganica, Principios de estructura y reactividad. 42
ed. Oxford University Press, México, 1997, 671-675.
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Espectro 6 IR-ATR del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] 2a.

Una vez obtenido el complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4], se siguié con la sintesis del compuesto
n*-vinilcetena [Fe(CO)s], siguiendo las condiciones reportadas previamente, como se muestra en

el Esquema 17.

o]
~o o Fe(cO) 1) MeLi (1,6 M), CH,Cl, ~No & Fe(co);
e N -78 °C, Ar, 0.5 h 70 %
S 2 - / N 0 0
| ) CO, -78 °C t.a. 4h S
_ I

y
3a

Esquema 17 Reaccion de formacion del complejo

En este caso, el rendimiento del complejo n* no superé el 70 %. Esto se debid a que el producto
fue purificado por cromatografia en columna para mejorar el rendimiento de la reaccion posterior,
y el complejo no es muy estable en las condiciones de purificacion. No obstante, se encontré que
con un sistema de disolventes hexano:diclorometano se puede purificar el compuesto con una

gran separacién de otros compuestos, como del complejo n? que no reaccioén o la misma cetona
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a,B-insaturada descoordinada del Fe(0). Esto facilit6 aumentar la velocidad de purificacion
evitando una mayor degradacion del compuesto 3a. El producto obtenido se aislé como un soélido
amarillo y fue caracterizé por RMN de !H, 13C, IRy EM.

El espectro de RMN de 'H (Espectro 7) muestra varias sefiales caracteristicas, como la
correspondiente al protén H14 desplazado por efecto del nitrégeno de la piridina a 8.60 ppm vy la

sefial de los protones del metilo H15 en 3.91 ppm.
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Espectro 7 RMN de H (300MHz, CDCls) del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3] 3a.

Por otro lado, los protones del doble enlace se ven afectados por la coordinacién con el hierro y
la resonancia con la cetena, lo que provoca un desplazamiento a 7.42 ppm (H8) y 3.18 ppm (H9).
La gran diferencia en el desplazamiento entre las sefiales H8 y H9 puede explicarse a través de

las representaciones estructurales del complejo formado que se muestran en la Figura 37.

62



No O3c—Fe(CO); ~o Osc—Fe(CO);

Representacion 1 Representacion 2 Representacion 3

Figura 37 Estructuras resonantes del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3] 3a.

En éstas se observa que, en el caso del

H8, éste mantiene una hibridacion sp? en todas las

representaciones, mientras que en la representacion 3, el protén H9 puede encontrarse como un

enlace sencillo con hibridacion sp3, o que explica su desplazamiento a campo alto.

Un efecto similar al observado en el espectro de RMN de *H se manifiesta en el espectro de *C

(Espectro 8), donde las sefiales de los carbonos C8 y C9 también aparecen desplazadas a campo

alto, con valores de 96.3 ppm y 58.6 ppm,
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Espectro 8 RMN de *2C (75MHz, CDCIs) del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] 3a.

El complejo n*vinilcetena [Fe(CO)s] 3a tiene una estructura tipo Fe(CO)sL.. Para este tipo de

complejos, existen dos posibles arreglos espaciales. El primero caso, donde los ligantes L se

encuentran en posiciones axiales, el complejo adopta una simetria Dsn, en el que los tres
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carbonilos en posiciones ecuatoriales presentan solo una sefial activa en IR. En el segundo caso,
los ligantes L pueden acomodarse de forma axial y ecuatorial, adquiriendo una simetria Cs y

mostrando tres sefiales activas en IR (Figura 38).7®

L co
oc., | oc,, |
‘Fe—CO ‘Fe—L
oc” | oc” |
L L
Fe(co)3|—2trans Fe(co)3|—2cis
D3p, Cs
1 senal 3 senales

Figura 38 Geometrias posibles para el complejo Fe(CO)sLz.

En el caso del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] 3a, el ligante vinilcetena es muy voluminoso y
los dos sitios de unién al metal se encuentran contiguos en una disposicién de dieno. Esto
imposibilita la formacién de un complejo con estructura de tipo Fe(CO)asLaans, por lo que lo méas
probable es que se tenga un complejo con estructura de tipo Fe(CO)4lcis, con los ligantes en

posiciones axial y ecuatorial, como se propone en la Figura 39.

N N\
CO)—
(o]0
Yoy I\/

Figura 39 Geometria mas probable del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)a].

El espectro de IR del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] 3a (Espectro 9) confirma la geometria
esperada para este compuesto, al observarse tres sefiales de carbonilos metalicos en 2061, 2045
y 1953 cmt. Ademas, es posible observar una sefial correspondiente al estiramiento del enlace

C=0 de la cetena en 1761 cm™.

76 C. Elschenbroich, Organometallics,3™ ed. Willey-VCH, 2006, pp. 372.
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Espectro 9 IR-ATR del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3] 3a.

El paso final para obtener el compuesto propuesto consistié en una ciclacion promovida por
temperatura. En un comienzo, la reaccion se llevo a cabo en las condiciones previamente
optimizadas, sin embargo, como se muestra en la Tabla 7, no se pudieron alcanzar rendimientos

muy buenos con estas condiciones.

Tabla 7 Resultados obtenidos para la formacion del compuesto 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 4a.

o) I
So ¢ Fe(CO) Reflujo °o
Z I N\ | NN
= AN
Ensayo mmolvcilr(]e"gg?;[r)]lzjo - Disolvente mL Tiempo (h) R (%)

1 1 Benceno 40 4 25
2 1 Benceno 60 4 46
3 1 Benceno 60 6 14
4 1 Tolueno 40 4 56
5 1 Tolueno 40 1 78

65



Al monitorear la reaccién por cromatografia en capa fina, se observé que, al aumentar el tiempo
de reaccion, comenzaba a formarse un complejo de tipo (W ,n® -alil-n® -

oxapentadienil)pentacarbonilo de dihierro entre otros subproductos.52

Teniendo en cuenta lo anterior, se propuso cambiar el disolvente por uno con caracteristicas
gquimicas similares, pero con un punto de ebullicion mas alto. En este sentido, se selecciond el
tolueno, cuya polaridad y constante dieléctrica son comparables a las del benceno. Esta
modificacién permitié incrementar la temperatura de reflujo, lo que redujo los tiempos de reaccion
y evitd en gran medida la descomposicién del producto de anillacién, asi como la formacion de

subproductos no deseados.

El producto obtenido fue caracterizado por RMN de H, 3C, IR y EM. En el espectro de RMN de
IH (Espectro 10) se observa una sefial en 9.21 ppm, correspondiente al proton H5, que aparece
muy desplazada debido al efecto del nitrégeno en cabeza de puente. Este desplazamiento se
debe a la estructura resonante de la 4H-quinolizin-4-ona, en donde el nitrégeno puede donar su
par de electrones al carbono del carbonilo, quedando como una sal de amonio, mientras que el

oxigeno del carbonilo se queda con el par de electrones.
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Espectro 10 RMN de *H (300MHz, CDCls) del compuesto 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 4a.
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También se observa que el resto de las sefiales se encuentran en zona de aromaticos,

coincidiendo el numero de sefales e integracion con la estructura de la molécula esperada.

Por su parte, en el espectro de RMN de **C (Espectro 11) muestra las sefiales esperadas para el
compuesto obtenido, siendo algunas de las mas destacadas las correspondientes al C9 del

carbonilo y la C15 del carbono del anillo aromatico unido al grupo metoxilo.
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Espectro 11 RMN de 3C (75MHz, CDCls) del compuesto 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 4a.

Por otro lado, el espectro de IR del compuesto 4a (Espectro 12) muestra la banda correspondiente

al carbonilo en 1648 cm™, y las bandas tipicas del estiramiento C-H en 1620 cm,

Finalmente, se observd que el compuesto 4a presentaba el fendmeno de fluorescencia (Figura
40), siento esta la primera sonda sintetizada en este trabajo que validé tanto el método sintético
para la obtenciéon de una sonda bidentada haciendo uso de un complejo n*vinilcetena
estabilizada con Fe(0), asi como la hipotesis de que los compuestos de este tipo exhibirian
propiedades fluorescentes.
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Espectro 12 IR-ATR del compuesto 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 4a.

Figura 40 Estructura de la primera sonda fluorescente 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 4a disuelta en CH2Cl2

observado bajo la lampara de UV-Visible a 364 nm.
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CAPITULO 3. MODIFICACION ESTRUCTURAL Y CAMBIO DE POSICION DE
GRUPOS COORDINANTES

3.1 Ajuste estructural para mejorar la capacidad de coordinaciéon

Las modificaciones estructurales son de suma importancia para mejorar o cambiar las
propiedades de las moléculas a aplicaciones especificas. En este caso, la estructura final
sintetizada en el capitulo anterior contiene dos grupos coordinantes: el oxigeno del carbonilo en
la posicion 4 de la 4H-quinolizin-4-ona y el oxigeno de un grupo metoxilo en la posicion 2 del
anillo de fenilo unido al heterobiciclo anterior. Pese a que este disefio es adecuado para explorar

la unién a metales, hay una limitacién en cuanto a la eficacia coordinante del grupo metoxilo.

En la literatura esta reportado que el oxigeno del grupo metoxilo tiene poca densidad electronica
sobre el &tomo de oxigeno, por lo que las constantes de unién con metales como Fe o Ni suelen
ser bajas. Por otro lado, el oxigeno de los alcoholes suelen ser mejores candidatos en su uso
para ligantes coordinantes debido a su mayor capacidad de donar electrones y formar enlaces

mas estables con metales.”’

Por esta razon, y con el objetivo de aumentar la diversidad de los sensores, se plante6 una
modificacién estructural nueva, la cual consistié en sustituir el grupo metoxilo por un grupo
hidroxilo, con el fin de mejorar la capacidad coordinante del compuesto (Figura 41). Esta decision
present6 nuevos desafios sintéticos, ya que fue necesario ajustar las condiciones de reaccién y

disefiar nuevas estrategias para la sintesis de la nueva sonda.

Fragmentos

gy coordinantes
OH
(o]
| NN
A2

Andamio principal

Figura 41 Estructura propuesta de sonda fluorescente 5a.

N. N. Greenwood and A. Earnshaw, Chemistry of the Elements. 2nd ed. Butterworth-Heinmann, UK
1997.
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3.1.1 Andélisis retrosintético.
Como primer paso para llevar a cabo la sintesis de la nueva sonda fluorescente, se realizo el
analisis retrosintético mostrado en el Esquema 18, basado en una estrategia que involucrara el

uso de un complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] como intermediario reactivo.

e A
(0]
OH Desproteccion OGP Cierre 1"
o del alcohol o electrociclico PO c Fe(CO)3
— p—
i N i NT Z N\
AN AN I Z

ﬂ Carbonilacion

Formacion del GPO 0 Fe(CO)4

pel ©*= caschanlean®

Proteccion
del alcohol

OH O

Esquema 18 Analisis retrosintético propuesto para la obtencién del compuesto 3-(2-metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona.

Para obtener la molécula final, se plante6 que el grupo hidroxilo debia ser protegido a lo largo de
las etapas de reaccion, ya que éste podia interferir con las condiciones de reaccidn necesarias
para llevar a cabo la reaccion de formacion del complejo n* o para la formacién de la cetona a,-
insaturada. Por ello, el paso final de la reaccion debia ser la desproteccion del grupo hidroxilo. El
resto del proceso de sintesis se propuso que fuera similar al planteado al inicio de este proyecto,
involucrando un proceso de cierre electrociclico a partir de un complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s],
la formacion de un complejo n?-vinilcetena [Fe(CO)4] como precursor del complejo n*y la sintesis

de una cetona a,B-insaturada adecuada.

Una vez definido el plan sintético, se inicid la experimentacion con las pruebas de optimizacion
para las condiciones de protecciéon del grupo hidroxilo. Para ello, se comenzdé con la proteccién
de la 2'-hidroxiacetofenona, utilizando distintos grupos protectores (a partir de ahora abreviados

como GP).
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Tabla 8 Variacién de condiciones para la reaccién de proteccién de la 2'-hidroxiacetofenona.

OH O GPO (0]
GP
Base
Ensaye 2-Hidroxi- mmol mmol Tledn;po R
acetofenona GP d Base Disolvente mL iy o
mmol e GP base reaccion (%)
(h)

178 25 TBglMS 3 Imidazol 3 CHzClz 10 6 -
2 2.5 TB2MS 3 imidazol 3 CHCL 10 24 .
37 25 TB(II;ll\/IS 3 Imidazol 3 DMF 10 6 -
480 25 TBglMS 3 DIPEA 3 DMF 10 18 -
5 4.4 MEM 8.78 NaH 4.4 THF 10 6 -

Como se observa en los datos de la Tabla 8, a pesar de las multiples variaciones al método de

proteccién del fenol, éstas no dieron resultados favorables.

Una posible explicacion a esto viene dada por la cercania del grupo carbonilo en posicién orto.
Este puede favorecer la formacion de enlaces de hidrégeno intramoleculares, lo que disminuye
el caracter nucleofilico del oxigeno del fenol. Ademas, el anillo aromatico puede estabilizar
parcialmente la carga negativa del oxigeno (luego de la desprotonacién del fenol), disminuyendo

aln mas su caracter nucleofilico.

3.1.2 Obtencién del compuesto 5a a partir de 4a.
Una segunda estrategia propuesta para la obtencion del compuesto 5a fue a partir de la
desmetilacion del compuesto 4a. En la literatura existen pocos métodos reportados para la
conversion de grupos metoxilo en hidroxilo (unidos a anillos aromaticos), y estos requieren
condiciones de reaccion relativamente drasticas que probablemente afectaria la estabilidad tanto
del precursor como del producto final. Por esta razon, se realiz6 una prueba para determinar si la
reaccién era viable y posteriormente se llevd a cabo una pequefia estandarizacion de condiciones

utilizando una reacciéon modelo.

8 K. Fujise, D. Pinkaew, B. Blagg, M. Serwetnyk, C. M. Brackett, A. Zuo and H. Halim, Small molecular
weight inhibitors of fortilin. 2024, WO 2024/059471 A2.

® T. Murata, S. Sakakibara, T. Yoshino, Y. Ikegami, T. Masuda, M. Shimada, T. Shintani, M. Shimazaki, T.
B. Lowinger, K. B. Ziegelbauer, K. Fuchikami, M. Umeda, H. Komura and N. Yoshida, 4-Aryl pyridine
derivatives, 2002, WO 02/44153 Al.

80 A, K. Shaikh and G. Varvounis, Org. Lett. 2014, 16, 1478-1481.
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Tabla 9 Variaciones de las condiciones de reaccion de desmetilacién en la reaccién modelo.

(o) (o)
HBr ac. 48 %_
Reflujo -
~o HO
Ensayo mmol de 4 mL HBr ac. al 48% Tiempo de reflujo R (%)
metoxiacetofenona (h)

1 1 15 4 60
2 1 15 5 74
3 1 15 6 85

Al analizar los rendimientos obtenidos en la Tabla 9, se concluy6 que la desmetilacion con HBr
era factible, obteniéndose las mejores condiciones de reaccion con un tiempo de reflujo de 6
horas en la reaccién modelo. Con base en estos resultados, se procedié a aplicar las condiciones

optimizadas para la obtencién del compuesto 5a, como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10 Variaciones de la reaccion de desmetilacion para la sintesis de 5a.

I OH

o o
9 HBr ac. 48 %
| N Reflujo | NTR
A A
4a 5a
Ensayo mm4o; de mL HBr ac. al 48% H,O  Tiempo de reflujo (h) R (%)
1 0.2 5mL 5mL 14 6
2 0.2 10 mL - 6 10
3 0.2 5mL - 4 12
4 0.2 5mL - 6 30
5 0.2 5 mL - 8 81

Las condiciones de reaccién para llevar a cabo la desmetilacién incluyeron reflujo en HBr, lo que
resulté ser demasiado agresivo para el compuesto 4a. Por esta razén, inicialmente se intentd
realizar la reaccion con HBr diluido, prolongando el tiempo de reaccion; sin embargo, los
rendimientos fueron bajos. Posteriormente, se probd con un mayor volumen de HBr y un tiempo
de reaccién reducido, pero el rendimiento no mejord. Finalmente, se decidié reducir el volumen

de HBr y variar el tiempo de reaccion, logrando el mejor rendimiento con 8 horas de reflujo.
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Cabe destacar que gran parte de la mejora en el rendimiento se debi6 al tratamiento posterior al
finalizar la reaccion, en el que fue necesario neutralizar el &cido hasta pH 7, filtrar el solido
formado y purificarlo mediante placa preparativa con un sistema de CH,Cl;:Hexano:Acetato de

etilo.

Se obtuvo un sdélido verde claro con emisién fluorescente en estado sélido y en disolucion. Este
fue caracterizado por RMN de !H, *C, IRy EM.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 13), se observan las sefiales correspondientes al
compuesto 5a, destacando una sefal desplazada a 9.69 ppm correspondiente al proton H16 del
grupo hidroxilo. Este desplazamiento, y el hecho de que la sefial del proton H16 sea muy definida,

indican que se esta formando un puente de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo.

Otras sefiales claras, son la correspondiente al hidrégeno H5 sobre el anillo de piridina, observada
en 9.38 ppm y las sefales dobles de los hidrogenos de la piridona H1 y H2, en 8.04 ppm y 7.02

ppm respectivamente.
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Espectro 13 RMN de *H (300MHz, CDCl3) del compuesto 3-(2-hidroxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 5a.
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En el espectro de '3C (Espectro 14), se observan nuevamente las sefiales desplazadas
correspondientes a los carbonos del grupo carbonilo y al carbono aromatico unido a un grupo
hidroxilo, en 156.9 ppm y 156.5 ppm, respectivamente. Ademas, se aprecia la desapariciéon de la

sefal correspondiente al metilo del grupo metoxilo del compuesto 4a, que aparecia en 55.8 ppm.
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Espectro 14 RMN de 3C (75MHz, CDCls) del compuesto 3-(2-hidroxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 5a.

Finalmente, el andlisis del espectro infrarrojo revelé una banda caracteristica del estiramiento del
grupo C=0 en 1613 cm™, mientras que no se detecto la banda tipica de los alcoholes fendlicos,
gue generalmente aparece en la region de 3500 a 3200 cm™ como una sefial ancha e intensa.
Esta ausencia puede atribuirse a la formacién de un enlace de hidrégeno intramolecular que

involucra al hidrégeno del grupo hidroxilo.
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Espectro 15 IR-ATR del compuesto 3-(2-hidroxifenil)-4H-quinolizin-4-ona 5a.

3.2 Cambio de posicién del grupo coordinante en la 4H-quinolizin-4-ona

En esta seccidn, se abordara el estudio sintético del cambio de posicién del segundo fragmento
coordinante (grupo metoxilo) con el proposito de evaluar como esta modificacion afecta las
propiedades 6pticas del compuesto. Al mover este fragmento a una nueva posicion dentro de la
estructura, la molécula pierde la capacidad de funcionar como ligante selectivo, ya que se altera

la disposicién espacial necesaria para la formacion de un ligante quelante (Figura 42).

| o”

4
\W/,

4a 4b 4c

Figura 42 Propuestas de cambio de posicion del grupo metoxilo.
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Sin embargo, el interés en este cambio radica en observar las variaciones en las propiedades
oOpticas, independientemente de su funcion como ligante. Este experimento es clave para
entender cémo la arquitectura molecular influye en la respuesta fluorescente, lo que podria
proporcionar informacion valiosa para futuros disefios de sondas fluorescentes, optimizando la

disposicién de los grupos funcionales en el esqueleto molecular.

Se propusieron 2 estructuras que pudieran ser comparables con el compuesto 4a previamente
sintetizado. A continuacion, se muestras las reacciones llevadas a cabo, asi como la comparacion
en rendimientos obtenidos para los tres compuestos (Tabla 11). Las condiciones de reaccién

fueron las mismas a las obtenidas en la seccion de optimizacion.

Como primer paso, se llevo a cabo la sintesis de las cetonas a,B-insaturadas. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11 Rendimientos de reaccion para las tres cetonas a,B-insaturadas.

(o) (1 (o)
LiOH.H,O
N + N\ — N F N\
| | Eter-etanol || |
/. Z Z /. y/ A~
—0 —0
Compuesto Tipo de acetofenona Eq. acetofenona - Eq. de 2- . R (%)
' piridincarboxaldehido
1la? 2'-Metoxiacetofenona 1 1.1 90
1b 3'-Metoxiacetofenona 1 1.1 75
1c 4'-Metoxiacetofenona 1 1.1 63
1cP 4'-Metoxiacetofenona 1 1.1 82

a) El rendimiento de esta reaccién ya habia sido reportado en el capitulo anterior; sin embargo, se incluye
nuevamente en esta tabla para facilitar la comparacion entre los diferentes rendimientos obtenidos.

b) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.64

Todos los compuestos fueron caracterizados por RMN de *H, **C, IRy EM.

Las reacciones posteriores consistieron en la formacion de los complejos n?-vinilcetona [Fe(CO)a].
Estas se llevaron a cabo siguiendo las condiciones de optimizacién obtenidas previamente en

este trabajo, obteniéndose los resultado mostrados en la Tabla 12.
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Tabla 12 Rendimientos de reaccion para los complejos n?-vinilcetona [Fe(CO)a].

0 o Fe(CO),
_~_N_ Fes(CO) l, N
AN —_— 4
| | ] CH,CI, | ~ | ~
7- — Z Y- Z Z
- 2b,2c
Posicion del grupo metoxilo Eqg. Cetona a,(- o
Compuesto en el anillo fenilo insaturada Eq. Fex(CO)s R (%)
2a? 2' 1 15 84
2b 3 1 15 64
2c 4 1 15 66
2cP 4 1 15 85

a) El rendimiento de esta reaccion ya habia sido reportado en el capitulo anterior; sin embargo, se incluye
nuevamente en esta tabla para facilitar la comparacién entre los diferentes rendimientos obtenidos.

b) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.64

Los complejos obtenidos fueron caracterizados por RMN de 'H, *C, IR y EM. Los datos se

muestran en la seccién de resimenes espectroscépicos para los compuestos 2b y 2c.

Una vez obtenidos y aislados los complejos n?, se llevé a cabo la sintesis de los complejos n*-
vinilcetena [Fe(CO)3] siguiendo el método previamente reportado. Los resultados se resumen en
la Tabla 13.

Tabla 13 Rendimientos de reaccion para los complejos n*-vinilcetena [Fe(CO)s].

o)
o Fe(CO), O
de N_ 1) MeLi(1,6 M), CH,CI, ¢ Fe(CO)
| | 5] -78°C,Ar05h TN NN N
WP Z  2)€0,-78°C ta. 4h |// |
—° 3b,3c
Compuesto Posicion del grupo metoxilo en EqQ. n?-vinilcetona Eg. MelLi R (%)
el grupo fenilo
3a? 2' 1 1.2 70
3b 3 1 1.2 100
3c 4 1 1.2 84
3cP 4 1 1.2 80

a) El rendimiento de esta reaccion ya habia sido reportado en el capitulo anterior; sin embargo, se incluye
nuevamente en esta tabla para facilitar la comparacion entre los diferentes rendimientos obtenidos.

b) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.64
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A pesar de haberse logrado aislar todos los compuestos, el complejo 3b no pudo ser
caracterizado debido a su baja estabilidad en solucién. Sin embargo, en cromatografia en capa
fina no se observan impurezas, por lo que después de ser aislado, se usé directamente en la
siguiente reaccion.

Finalmente, se llevaron a cabo las reacciones de ciclacion promovidas por temperatura. Las
condiciones usadas fueron las obtenidas en las condiciones de estandarizacion, obteniéndose
los resultados mostrados en la Tabla 14.

Tabla 14 Rendimientos de reaccién para la reaccion de anillacion de los compuestos 4a, 4b y 4c.

(o) —0
g Fe(co), B |\\ Q
enceno y
D NS h ’ | N
|/ _ | P
—0 4b, 4c
Compuesto POS'C'O?adnil_girr::E:%trgr(?;ox'IO en n*-vinilcetena (g) Rendimiento (%)
4a2 2' 0.803 54
4b 3 0.503 61
4c 4 0.408 53
4¢P 4 0.126 81

a) El rendimiento de esta reaccion ya habia sido reportado en el capitulo anterior; sin embargo, se incluye
nuevamente en esta tabla para facilitar la comparacion entre los diferentes rendimientos obtenidos.

b) Este ensayo corresponde a las condiciones experimentales y al rendimiento reportados en un trabajo previo.64
Todos los compuestos anillados se obtuvieron como solidos verde claro, presentando
fluorescencia en solucion.

El estudio sintético anterior permitié lograr con éxito el cambio de posicién del segundo fragmento
coordinante (grupo metoxilo) en la 4H-quinolizin-4-ona, logrando la obtencién de los productos

deseados mediante una secuencia de reacciones reproducible y con buenos rendimientos.
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CAPITULO 4. SINTESIS DE SONDAS FLUORESCENTES BASADAS EN 4H-
BENZOTIAZOLOPIRIDIN-4-ONAS.

En este capitulo se abordaran los resultados obtenidos en la sintesis de nuevos compuestos
heterociclicos que tienen como base un esqueleto de 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona. La
estrategia sintética utilizada tuvo como propésito demostrar que los complejos n*-vinilcetena
[Fe(CO)s], empleados como intermediarios reactivos en la reacciones anteriores, son generales

y versétiles, capaces de generar una amplia variedad de heterociclos complejos.

Figura 43 Estructura de la 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona (BTP).

Por otro lado, se eligi6 un andamio de 1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona debido a sus
caracteristicas estructurales, que lo convierten en un buen candidato para exhibir propiedades
fluorescentes (Figura 43). Este heterociclo, al poseer tres anillos fusionados, presenta un sistema
conjugado mas extenso y una mayor rigidez estructural, lo que favorece una emisién mas
eficiente al reducir la probabilidad de procesos de desactivacion no radiativa. Estas propiedades
lo convierten en un andamio prometedor para mejorar la respuesta Optica de las sondas
propuestas. Aunqgue los resultados de los estudios de fluorescencia de los compuestos obtenidos
se detallaran en capitulos posteriores, en éste se abordaran los retos sintéticos superados para

alcanzar las moléculas objetivo.
4.1 Obtencién de la 2-(2-metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona.

Partiendo de los resultados obtenidos en el capitulo anterior de este trabajo, se disefié una sonda
cuyos fragmentos coordinantes estuvieran en posiciones similares a las del compuesto 4a, por lo
que el segundo fragmento coordinante debia de estar en la posicion 2 del anillo de fenilo unido a

la 4H-benzotiazolopiridin-4-ona (Figura 44).

Figura 44 Estructura propuesta de la sonda fluorescente 4d.
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4.1.1 Analisis retrosintético.
El disefio de la ruta sintética para la obtencion del compuesto 4d parti6 de un analisis

retrosintético similar al propuesto para el fragmento 4H-quinolizin-4-ona.

Para obtener el heterociclo final A, se puede hacer uso de una reaccion de anillacion

intramolecular si se parte del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] B.

Este a su vez puede sintetizarse a partir del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] C mediante un
protocolo de litiacion-carbonilacion. EI complejo C se puede preparar mediante una reaccion de

coordinacion de la cetona a,8-insaturada D con Fez(CO)s.

El compuesto D puede obtenerse a partir de la 2’-metoxiacetofenona y del benzotiazol-2-
carboxaldehido E (Esquema 19). Este ultimo, aunque estd disponible comercialmente, tiene
precio muy elevado y se requieren cantidades importantes. Esto llevo a la exploracién de métodos

sintéticos para la obtencion del compuesto E a partir de materias primas mas accesibles.

9 N,
Cierre o " Fe(C0)3 0O O Fe(CO),
electromcllco Carbomlacmn e N
A c
Formacion del
complejo n?
N,
Condensaclon o 1%
S\z >
R =H, Me .

Esquema 19 Andlisis retrosintético para la obtencién del compuesto 2-(2-metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-
alpiridin-1-ona 4d.

Con la propuesta retrosintética hecha, se procedié con la parte experimental, utilizando las

condiciones estandarizadas previamente al inicio de este trabajo.

4.1.2 Sintesis del benzotiazol-2-carboxaldehido.
El proceso de sintesis comenzd con la obtencion del benzotiazol-2-carboxaldehido siguiendo un
protocolo de litiaciéon-carbonilacién como se muestra en la Tabla 15.8 El rendimiento obtenido no

fue mayor al 45%, principalmente debido a la baja estabilidad del benzotiazol-2-carboxaldehido

81 0. A. Ruiz-Ramos, Sintesis y estudio espectrofotométrico de colorantes push-pull basados en
benzotiazol. Tesis de Licenciatura. UNAM. 2021.
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que da lugar a la formacién de varios subproductos. En un trabajo reciente, se pudo identificar

que el subproducto mayoritario de esta reaccion es el tris-benzotiazolmetano.®?

Tabla 15 Variacion de condiciones para la reaccion de formilacion del benzotiazol por litiacion.

N ; o N o)
\> 1) n-BuLi, THF, -78 °C_ \_/
</ 2)DMF, THF s>

mmol de mmol de n- mmol de mL de Condiciones de

ENSayo  genzotiazol  Buli DMF THF reaccion R (%)
1 9.2 11 27.5 8 '_7788055’?(:“ 16
2 9.2 11 27.5 8 :;g ;Colog 32
3 9.2 11 27.5 15 :;g ;Colog 45

Este bajo rendimiento llevo a la busqueda de un nuevo método de sintesis para la obtencion del

aldehido, eligiendo un proceso oxidativo.®® Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16 Variacién de condiciones para la obtencion del aldehido del benzotiazol por oxidaciéon con SeO:.

N N (0]
[ :E SeO E I /,

\ 2 o \

SJ A Dioxano/H,0 9:1 S>

mmol de 2- mL de disolvente Tiemp(_),de
Ensayo metilbenzotiazol EQ. Se0: (dioxano:H20 9:1) rea(chc)lon R (%)
1 20 1.8 100 12 43
2 40 1.8 100 12 37
3 20 1.8 50 12 52
4 15.2 2 50 14 70

El método anterior fue mucho mas eficiente, no solo por los rendimientos obtenidos, sino también
por la facilidad de la purificacion del producto final, pues, se forman menos subproductos y es
posible obtener el compuesto por recristalizacién. El benzotiazol-2-carboxaldehido fue

caracterizado por RMN de *H y **C, coincidiendo con lo reportado en la literatura.®*

82 F. Arroyo-Gutiérrez, Sintesis de piridobenzotiazolonas a través del uso de complejos de hierro (0) como
intermediarios clave, Tesis de Licenciatura. UNAM, 2023.

8 D. Singh, J. A. Tali, G. Kumar and R. Shankar, New J. Chem., 2021, 45, 20551-20555.

84 X. Chen, T. Leng, C. Wang, Y. Shen and W. Zhu, Dyes Pigm., 2017, 141, 299-305.
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Una vez obtenido el aldehido correspondiente, se llevd a cabo la reaccién de condensacién
alddlica entre éste y 2’'metoxiacetofenona como se muestra en la Tabla 17. Aunque en un
comienzo se intent6 llevar a cabo la reaccion en las condiciones de optimizacién previamente
reportadas, usando como base LiOH, se tuvieron que explorar otros métodos para llevar a cabo
la condensacion alddlica.

Tabla 17 Variacién de las condiciones de reaccion para la condensacion alddlica (se muestran los resultados mas
significativos).

o . ~o o
. \\_</ j@ Base ©)WN
s =0
1d
Ensayo mmol}de mmol de Base Disolvente t (h) R (%)
aldehido cetona
1 2 2 LiOH*H.O  EtOH-Eter etilico 22 16
2 1 1 K.COs3 EtOH-Eter etilico 22 0
3 2 2 NaOH, Py EtOH-H20 48 33
4 1 1 NaOH, Py EtOH-H.O 15 60

Luego de varios intentos por llevar a cabo la reaccién de condensacion alddlica, se encontraron
las mejores condiciones de reaccion (Tabla 17, ensayo 4), para la cual fue de suma importancia

el orden de adicion de los reactivos y el tiempo de reaccion.

Finalmente, se pudo obtener la (E)-3-(benzotiazol-2-il)-1-(2-metoxifenil)propan-1-ona 1d. Esta fue
caracterizada completamente por RMN de H, 13C, IR y EM. A continuacién, se muestran los

espectros correspondientes a este compuesto.

En el espectro de RMN de H (Espectro 16), se puede observar el sistema AB correspondiente al
doble enlace de la cetona a,B-insaturada, apareciendo una sefial doble para el proton H10 en
7.81 ppm y otra para el protdbn H9 en 7.73 ppm. También se observa la sefal correspondiente a
los tres protones del metilo H8 en 3.94 ppm. El resto de las sefales, como se esperaba, se
encuentran en la zona de hidrogenos aromaticos coincidiendo la integracion total con el nimero

de sefiales esperadas.
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Espectro 16 RMN de 'H (300MHz, CDClz) de la cetona a,B-insaturada 1d.

Por otro lado, en el espectro de RMN de *3C (Espectro 17) se observa la sefial correspondiente
al carbono del carbonilo C1 en 191.5 ppm. También se observan las sefiales desplazadas en
164.8 ppm y 158.6 ppm correspondientes a los carbonos cuaternarios C11 y C7, desplazadas

por efecto de los &tomos cuaternarios a los que se encuentran unidos.

Una sefal caracteristica de este compuesto es la correspondiente al carbono C6, que tanto en la
cetona a,B-insaturada libre como en los complejos posteriores, aparece desplazada a 111.7 ppm
0 cerca de esta zona, debido al efecto inductivo del grupo metoxilo unido al carbono contiguo.

Finalmente, se observa la sefial del carbono C8 del metilo en 55.8 ppm.
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Espectro 17 RMN de 3C (75MHz, CDCls) de la cetona a,B-insaturada 1d.

Una vez confirmada la obtencién del compuesto 1d, se procedié a la sintesis del complejo n?-

vinilcetona [Fe(CO)], la cual se llevé a cabo en las condiciones de estandarizacion obtenidas

previamente, pero con una modificacion importante en la cantidad de disolvente, como se muestra

en la Tabla 18.

Tabla 18 Variacion de condiciones para la formacion del complejo n2-vinilcetona [Fe(CO)a4].

~N

~N

o O O O l|=e(CO)4
F e
= _N e3(CO)q /\r/N
1 CH,Cl, s@
1d 2d
mmol mL de 0 i
Ensayo mmol de 1d Fes(CO)s t (h) disolvente %o Rendimiento
1 0.25 0.38 5 30 50
2 0.65 0.98 5 30 40
3 2 3 5 50 17
4 1 1.5 5 80 71

84



En un comienzo, la reaccién no superaba el 50 % de rendimiento, observandose una disminucion
importante al intentar escalar la reaccion. Esto llevé a la observacion de la baja solubilidad de la
cetona a,B-insaturada, por lo que un aumento significativo en la cantidad de disolvente fue

suficiente para aumentar el rendimiento de la reaccioén.

El producto obtenido se caracterizé por RMN de 'H, 13C, IR y EM. En el espectro de RMN de *H
(Espectro 18), se observan las sefiales esperadas para el compuesto obtenido, siendo las mas
importantes de mencionar las correspondientes a los hidrégenos del doble enlace unido al hierro.
Estas sefales dobles se desplazan a 5.43 ppm para H10 y 5.13 ppm para el H9, desplazadas por

efecto de donacion-retrodonacion con el Fe(0), como se menciond anteriormente.
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Espectro 18 RMN de 'H (300MHz, CDCls) del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] 2d.
Por otro lado, en el espectro de *C (Espectro 19) se observa en 205.8 ppm la sefial

correspondiente a los carbonilos unidos al hierro, lo que confirma la formacién del complejo. En

195.7 ppm se observa la sefial correspondiente al carbonilo de la cetona a,B-insaturada.

Cabe resaltar que en el espectro se aprecian sefiales que no pertenecen al compuesto. Debido
al patron observado, con una sefial simple en 4.13 ppm y una sefial doble en 3.46 ppm, es

probable que éstas correspondan a un complejo de tipo n* vinilcetona, que es otro modo de
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coordinacién posible del hierro hacia la vinilcetona. Sin embargo, éste no afecta a la reaccion
posterior.

Por otro lado, también es posible ver un desplazamiento de los carbonos correspondientes al
doble enlace por efecto de la coordinacién con el Fe(0). En este caso, las sefiales de los carbonos
C9 y C10 se desplazan a 55.5 ppm y 49.4 ppm, habiéndose desplazado hasta la zona

caracteristica de carbonos alifaticos.
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Espectro 19 RMN de 3C (75MHz, CDClIs) del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)a4] 2d.

Finalmente, el espectro de IR (Espectro 20) muestra las bandas caracteristicas a los carbonilos
metdlicos, observandose 4 bandas en 2101, 2070, 2029 y 1989 cm™, lo que confirma de nuevo
la formacion del complejo e indica que la geometria mas probable es un complejo de tipo
Fe(CO)aslecuatorial-

También es posible observar el estiramiento del enlace C=0 correspondiente al carbonilo de la

cetena, obteniéndose una sefal en 1628 cm™.
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Espectro 20 IR-ATR del complejo n?-vinilcetona [Fe(CO)4] 2d.

Una vez confirmada la obtencién del complejo 2d, se realizé la sintesis del complejo n*-vinilcetena
[Fe(CO)s]. Para llevar a cabo la reaccién, de nuevo se siguieron las condiciones previamente

reportadas, realizando pequefias modificaciones para aumentar el rendimiento (Esquema 20).

o}
~o o Fe(CO)4 No & [Fe(CO);
,\r 1) MeLi (1,6 M), CH,Cl, [ N )
-78 °C,Ar, 0.5h = 59 %
2) CO, -78 °C t.a. 4h S
2d 3d

Esquema 20 Reaccion de formacién del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] 3d.

Las modificaciones mas importantes para aumentar el rendimiento de esta reaccion fueron, en
primer lugar, una adicion muy lenta del MeLi para evitar que la temperatura dentro del matraz de

reaccion se elevara.
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En segundo lugar, se modificé el sistema de disolventes usado en el método de purificacion, el
cual se llevé a cabo mediante columna usando gel de silice como fase estacionaria, y mezclas
hexano:diclorometano como fase movil. EI compuesto también fue caracterizado por RMN de H,
13C, IRy EM.

Al analizar el espectro de RMN de 'H (Espectro 21), se observa de nuevo un desplazamiento
importante en las sefiales de los hidrégenos de doble enlace del compuesto. Como se explico
anteriormente, esto se debe a los posibles equilibrios resonantes que puede adquirir el complejo,
adquiriendo el carbono al que se encuentra unido el hidrégeno H10 un caracter marcado sp@,
mientras que el hidrégeno H9 est& unido a un carbono (en todos los equilibrios resonantes) con
hibridacién sp?. Esto explica el desplazamiento de las sefales, apareciendo el hidrégeno H9

aproximadamente en 7.44 ppm mientras que el H10 aparece en 3.29 ppm.
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Espectro 21 RMN de 'H (300MHz, CDCIz) del complejo n*-vinilcetona [Fe(CO)3] 3d.

En el espectro de RMN de *C (Espectro 22) se puede observar la sefial correspondiente al C19
(Cq de la cetena) en 230.6 ppm, mientras que la sefial C1 (Cg de la cetena) aparece en 50.1 ppm.
Estos desplazamientos coinciden con lo reportado en la literatura para vinilcetenas estabilizadas

con hierro, por lo que sirven para confirmar la obtencién del compuesto 3d.612
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Por otro lado, también es posible observar el desplazamiento de los carbonos del doble enlace,
apareciendo en 96.1 ppm la sefial del C9, desplazamiento caracteristico de carbonos sp?,
mientras que la sefial del C10 aparece en 50.8 ppm, desplazamiento caracteristico para carbono

sp?, como se menciond anteriormente, debido al efecto de la coordinaciéon con el Fe(0).
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Espectro 22 RMN de 3C (75MHz, CDCIls) del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)s] 3d.

En el espectro de IR (Espectro 23) se pueden observar tres bandas en 2064, 2015y 1983 cm?
correspondientes a los carbonilos unidos al hierro. La aparicion de 3 bandas sugiere la formacién

de un complejo de tipo Fe(CO)aLocis.

Por otro lado, se observa una banda intensa en 1767 cm™. Esta corresponde al estiramiento del

enlace C=0 del grupo cetena.
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Espectro 23 IR-ATR del complejo n*-vinilcetena [Fe(CO)3] 3d.

Finalmente, se llevd a cabo la reacciéon de anillacion electrociclica usando el complejo n*-

vinilcetena [Fe(CO)s] como precursor sintético. En un comienzo, se usaron las condiciones de

estandarizaciéon previamente obtenidas, sin embargo, con éstas se obtuvieron rendimientos muy

bajos. Posteriormente, se probaron las condiciones usadas para la formacién del compuesto 4a,

obteniéndose buenos rendimientos como se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19 Rendimientos de la reaccion de anillacién para la obtencion del compuesto 4d.

o
~o g [Fe(co)
// N Reflujo
0D
3d 4d

Ensayo mmol Disolvente (mL) Temperatura t (h) R (%)
y vinilcetena P 0
12 0.200 Benceno 30 Reflujo 4 10
2 0.200 Benceno 50 Reflujo 4 22
3 0.150 Tolueno 50 90 °C 2 35
4 0.200 Tolueno 40 Reflujo 1 59
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Una vez obtenido el compuesto final, éste fue purificado y caracterizado por RMN de H, 3C, IR

y EM.

En el espectro de RMN de H (Espectro 24) se observa la sefial del hidrégeno H15 en 9.36 ppm

desplazada probablemente debido a un puente de hidrégeno intramolecular con el oxigeno del

carbonilo. En 3.82 ppm aparece la sefial correspondiente a los hidrogenos H18 del metilo.

También se observan las sefiales esperadas para el compuesto 4d en zona de hidrogenos

aromaticos.
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Espectro 24 RMN de 'H (300MHz, CDCls) del compuesto 2-(2-metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona
d.

En el espectro de RMN de '3C (Espectro 25) se observan todas las sefiales esperadas para la

estructura del compuesto 4d. Entre ellas, se destaca la sefial C18 en 55.8 ppm correspondiente

al metilo del grupo metoxilo. También es posible observar el carbono del carbonilo C17 en 161.7

ppm, caracteristico de carbonilos de amida.
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Espectro 25 RMN de 3C (75MHz, CDCls) del compuesto 2-(2-metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona
4d.

El compuesto obtenido 4d present6 el fendmeno de fluorescencia (Figura 45), por lo que se

considera una sonda fluorescente valida dentro de esta serie.

Figura 45 Luminiscencia del 2-(2-metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona 4d disuelta en CH2Cl2
observado bajo la lampara de UV-Visible a 364 nm.
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4.2 Obtencion de la 2-(2-hidroxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona.

Una vez obtenido con éxito el compuesto 4d, se llevé a cabo la transformacion del fragmento
coordinante de metoxilo a hidroxilo. Para ello se siguié la metodologia previamente

estandarizada. Los rendimientos obtenidos se resumen en la Tabla 20.

Tabla 20 Rendimientos de reaccién de desmetilacion.

4d Sd
Ensayo mmol de 4d HBr 48 % (mL) Tiempo % Rendimiento
1 0.1843 5 4 -
2 0.1843 5 6 10
3 0.1843 5 8 58

El compuesto 5d se pudo obtener en un rendimiento maximo del 58 %, aislandose como un sélido

verde fluorescente. Este se caracteriz por RMN de 'H, *3C, IR y EM.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 26) se observa la sefial del hidrégeno H18 en 9.46 ppm
correspondiente al hidrégeno del grupo hidroxilo. Este es observable y se encuentra muy
desplazado debido al puente de hidrégeno que puede formar con el oxigeno del carbonilo.
También se observa la sefial caracteristica del hidrogeno H15, apareciendo en 9.25 ppm. El resto

de las sefales coincide con lo esperado para la estructura del compuesto 5d.

Por otro lado, en el espectro de *C (Espectro 27) se observa en 162.6 ppm la sefial
correspondiente al carbono C17 del carbonilo del heterociclo. También se observa la sefial del
carbono C6 en 156.1 ppm, muy desplazada por efecto del oxigeno del grupo hidroxilo al cual esta
unido.

Finalmente, también es posible observar las sefiales de los carbonos C8 y C9, apareciendo en

145.8 ppm y 102.5 ppm, sefales caracteristicas de anillo de 2-piridona.
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Espectro 27 RMN de 3C (75MHz, CDCls) del compuesto 2-(2-hidroxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona

5d.
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4.3 Obtencion de la 6-(2-hidroxifenil)-3-metil-5H-tiazolo[3,2-a]piridin-5-ona.

Como molécula objetivo final, se planted también la obtencién de otra sonda fluorescente que
incluyera un grupo hidroxilo en su estructura. EI compuesto propuesto fue la 6-(2-hidroxifenil)-3-
metil-5H-tiazolo[3,2-a]piridin-5-ona (compuesto 5c), el cual se sintetizé6 a partir del 6-(2-
metoxifenil)-3-metil-5H-tiazolo[3,2-a]piridin-5-ona (4e) como se muestra en el Esquema 22. Este
precursor fue recientemente sintetizado y caracterizado en nuestro grupo de investigacion, por lo

gue sus condiciones experimentales y rendimientos se resumen en el Esquema 21.8°

O/

o} o o~ o ||=e(CO)4
N ; 0
+ N\ LiOH+H,0 10% _Fey(CO)y -z N
/ 3
©)‘\ <S]/ EtOH/Eter etilico f TCHCI, ,\Sr:/7—

45 % 61 %

1) MeLi, CH,Cl,
-78 °C, Ar, 30 min
2) CO, -78 °C- t.a, 3h

o

65 % 39 %

Esquema 21 Resumen del método de sintesis y rendimientos para la obtencién del precursor sintético utilizado.

En este trabajo, la transformacion del grupo metoxilo a hidroxilo se llevé a cabo mediante un

proceso de desmetilacion selectiva, obteniéndose el producto final con rendimientos

OHO
Reflujo HBr 48 %
o N
/\é | P \
S S

4e 5¢c

satisfactorios.

Esquema 22 Reaccion de desmetilacion para la obtencion del compuesto 5c.

8 |, Garcia-Aguilar, Sintesis y propiedades dpticas de 3-metil-5H-tiazolopiridinonas, Tesis de Licenciatura.
UNAM, 2023.
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Tabla 21 Rendimientos obtenidos en la reaccion de desmetilacion del compuesto 4e.

Ensayo mmol de 4e HBr 48 % (mL) Tiempo % Rendimiento
1 0.1843 5 4 -
2 0.1843 5 6 10
3 0.1843 5 8 32
4 0.1843 5 8 84

Luego de varios intentos, como se muestra en la Tabla 21, el compuesto 5c fue
exitosamente obtenido en un rendimiento maximo del 84%. Este fue completamente
caracterizado por RMN de 'H, 13C, IR y EM. A continuacién, se muestras los espectros
de RMN obtenidos.

En el espectro de RMN de H (Espectro 28) se observa la aparicion de una sefial simple
en 9.33 ppm correspondiente al protén H15 del grupo hidroxilo, muy desplazado debido
al puente de hidrogeno formado con el oxigeno del carbonilo. Esta sefial confirma la

formacion del compuesto 5c¢, pues no aparece en el precursor 4e.
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Espectro 28 Espectro de RMN *H (300MHz, CDCIls) del compuesto 5e.
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En el espectro de RMN de *C (Espectro 29) se observan las sefiales esperadas para el
compuesto 5e, destacando la sefial en 162.4 ppm correspondiente al carbono C14, desplazada
debido al efecto del oxigeno del grupo hidroxilo. También destaca la sefial en 19.3 ppm

correspondiente al carbono del metilo unido al heterobiciclo.

mmmmmm

19.33

2 2 g a5 3 8
e 8 g 88 BRKKNRZ g &
| | | \/ VAR Y [
11
12 8
2 1
10 13 7
14 4
9 3
!
2o =0 B Lo @ B0 @ 0 o o @ % @ %0 & 0 @ 2 b @ 0

f1 (ppm)

Espectro 29 Espectro de RMN 13C (75MHz, CDCls) del compuesto 5e.
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CAPITULO 5. ESTUDIO DE RESPUESTA OPTICA

La caracterizacion optica es fundamental en el desarrollo de sondas fluorescentes, ya que permite
evaluar su capacidad de detectar y responder ante estimulos especificos, como la presencia de
iones metélicos o cambios en el entorno quimico. Los estudios de absorcion en el espectro UV-
Visible y de emision fluorescente proporcionan informacién sobre la sensibilidad de la sonda y su
potencial aplicabilidad en diferentes medios. Estas propiedades son importantes, pues sirven

para disefiar sondas que puedan funcionar en condiciones bioldgicas, ambientales, etc.

En este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion Optica de los compuestos
fluorescentes sintetizados. Para ello, se evaluaron sus propiedades espectroscopicas mediante
estudios de absorcibn UV-Visible y emisién de fluorescencia, lo que permiti6 determinar
caracteristicas como las longitudes de onda maximas de absorcibn y emision, los
desplazamientos de Stokes y los rendimientos cuanticos. A través de estos estudios, se pudo
establecer la relacion entre la respuesta optica de las sondas en funcién de su estructura
molecular y el entorno quimico. El estudio se realiz6 para los compuestos mostrados en la Figura
46.

| o |
(0] (o)
0 (o) (o)
| NTNR | NN | N
A2 AN A2
4a 4b 4c 4d
OH
OHO (o)
| N ’@ | N’\é
AN S Z~s
4e 5a 5b 5¢

Figura 46 Estructura de los compuestos a estudiar como sondas fluorescentes.
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5.1 Caracterizacion 6ptica mediante espectroscopia UV-Visibley de
fluorescencia

5.1.1 Barrido de disolventes
En primer lugar, se llevé a cabo un estudio preliminar evaluando el efecto de diferentes
disolventes sobre las propiedades 6pticas de las sondas fluorescentes sintetizadas. Este analisis
tuvo como objetivo identificar el medio que favoreciera una mayor fluorescencia, asi como
investigar la influencia del entorno en las propiedades de absorcién UV-Visible, incluyendo
posibles desplazamientos de los maximos de absorcién y emision, asi como variaciones en la
intensidad de sefial. Para ello, se registraron los espectros de absorcién y emisién de cada
compuesto en una serie de disolventes con diferente polaridad, tales como DMSO, etanol,

acetonitrilo y agua.

A continuacién, se muestran los espectros de absorcion y emisién del compuesto 4c. En los
espectros de absorbancia de la Gréfica 1, se observa una influencia notable del tipo de disolvente
en los desplazamientos de longitud de onda méxima de absorcién y variaciones en la intensidad

de absorbancia.

0.14 é —— Acetona| -
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- — DMSO |
@ 0.10 H,O -
% MeOH
'g 0.08 EtOH |-
IS — MeCN | |
S 0.06 — THF -
w
o]
<
0.04 i
0.02 -
0.00 s !
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Longitud de onda (nm)

Gréfica 1 Espectros de absorcidn del compuesto 4c en distintos disolventes (5x10°¢ M).
Mientras que, en los espectros de emision mostrados en la Gréfica 2 se observaron cambios
menos significativos. Esto se debe a que el proceso de absorcion esta influenciado por la
interaccion entre el estado basal de la molécula y el entorno del disolvente. En disolventes con

diferente polaridad la interaccion con los estados electrénicos iniciales puede provocar
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corrimientos batocrémicos o hipsocrémicos en la absorcion. Sin embargo, se observa una
disminuciéon en los cambios de los espectros de emision al modificar el disolvente. Una
explicacién a esto puede ser debido a la rigidez de las sonda fluorescente, que tienen un nicleo

de 4H-quinolizin-4-ona muy conjugado, lo que limita las reorganizaciones estructurales y reduce

la sensibilidad de los estados excitados a la polaridad del medio.2®
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800 |- —DMF | A
A | Xy | DbMmso
— / \ NS H,O
T 600 \ .
B3 4c MeOH
. EtOH
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L
200 i
0 |

500 600

Longitud de onda (nm)

700

Gréfica 2 Espectros de emision del compuesto 4c en distintos disolventes (5x10 M, Aex=402 nm).

Este comportamiento también se observo en todos los compuestos sintetizados que cuentan con
un fragmento metoxilo (4a, 4b, 4d y 4e), lo que sugiere que la presencia de este grupo funcional
no induce cambios significativos en la interaccion del estado excitado con el medio y la rigidez
estructural de los heteraciclos ayuda a disminuir el efecto del disolvente en las propiedades de

fluorescencia.

El andlisis de los espectros de absorcion de los compuestos 5a, 5b y 5¢ (Gréficas 3, 5y 7
respectivamente) en distintos disolventes reveld una variacion minima en la posicion del maximo

de absorcidn, con desplazamientos no mayores a 20 nm entre los distintos disolventes evaluados.

Este comportamiento sugiere que la naturaleza electrénica de los compuestos 5a, 5b y 5¢ no se

ve fuertemente afectada por la polaridad o las propiedades dieléctricas de los disolventes

8 a) X. Huo, H. Shen, R. Liu and J. Shao, ACS Omega 2021, 6, 26499-26508, b) I. Ghosh, A.
Mukhopadhyay, A. L. Koner, S. Subhas, W. M. Nau and J. Narasimha, Phys. Chem. Chem. Phys., 2014,
16, 16436-16445
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empleados, lo que indica la presencia de

entorno quimico.
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Gréfica 3 Espectros de absorcién del compuesto 5a en distintos disolventes (1x10° M).
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Gréfica 4 Espectros de emision del compuesto 5a en distintos disolventes (1x10° M, Aex=402 nm).

sistemas relativamente rigidos y poco sensibles al
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Gréfica 5 Espectros de absorcion del compuesto 5b en distintos disolventes (7.5x10° M).
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Gréfica 6 Espectros de emision del compuesto 5b en distintos disolventes (7.5x10°6 M, Aex=385 nm)
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Gréfica 7 Espectros de absorcién del compuesto 5¢ en distintos disolventes (1.5x10° M).
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Gréafica 8 Espectros de emision del compuesto 5¢ en distintos disolventes (1.5x10°5 M, Aex=392 nm)

Sin embargo, al analizar los espectros de emision de los compuestos 5a, 5b y 5¢ (Graficas 4, 6
y 8, respectivamente), se observd una variacion significativa en la intensidad de fluorescencia en
funcion del disolvente utilizado. En particular, se nota que disolventes como acetonitrilo (MeCN)
y cloroformo (CHCI;) reducen drasticamente la fluorescencia, mientras que en disolventes como

etanol (EtOH) la emisién es considerablemente mayor.
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Ademas, en DMSO, se observa el aumento mas notable en la fluorescencia, en comparacién con

los demas disolventes evaluados.

Una posible explicacion para la disminucion de la fluorescencia en ciertos disolventes es el
fendmeno conocido como apagamiento por agregacion (Aggregation-Caused Quenching,
ACQ).%” Este comportamiento se pudo observar en el compuesto 5a disuelto en DMSO, donde,
al hacer un barrido de concentraciones, se observé una disminucién en la intensidad de
fluorescencia al aumentar la concentracién mas alla de 5 x 10> M. Este comportamiento sugiere
que, a concentraciones elevadas, el compuesto tiende a formar agregados moleculares que
facilitan procesos de desactivacién no radiativa. Sin embargo, este efecto parece estar
relacionado especificamente con la concentracién y no con el tipo de disolvente, ya que, en otros
medios, tanto polares como no polares, la fluorescencia fue baja incluso a bajas concentraciones,

lo que indica la influencia de otros factores, como la solubilidad o la viscosidad.

Este comportamiento tampoco se relaciona claramente con la polaridad del disolvente, ya que no
se sigue una tendencia con este parametro. Sin embargo, la viscosidad del disolvente parece ser
un parametro clave. En este caso, la mayor viscosidad del DMSO podria reducir la movilidad
molecular del fluoréforo, minimizando los procesos de desactivacion no radiativa y favoreciendo

una emision fluorescente mas intensa (Tabla 22).

Tabla 22 Viscosidad de distintos disolventes en mPas (cP).%8

Disolvente Viscosidad (cP)
DMSO 1.99
Etanol 1.074
Agua 0.894

DMF 0.802
CHCI3 0.57
THF 0.55
MeOH 0.544
MeCN 0.38
Acetona 0.306

Sin embargo, ademas de estos efectos fisicoquimicos del entorno, también deben considerarse

aspectos particulares de la estructura electronica de los compuestos estudiados.

87Y. Huang, J. Xing, Q. Gong, L. C. Chen, G. Liu, C. Yao, Z. Wang. H. L. Zhang, Z. Chem and Q. Zhang,
Nat Commun. 2019, 10, 169
8 D.R Lide, CRC Handbook of Chemistry and Physics, 85th ed.; CRC Press: Boca Raton, FL, USA, 2004

104



Particularmente, en los compuestos 5b y 5¢ (Grafica 6 y Gréafica 8), se observé un hombro a
menores longitudes de onda respecto al maximo principal de emision. Una posible explicacion
para este fendmeno podria estar relacionada con transiciones vibro-electrénicas adicionales, que
puede permitir la aparicion de transiciones que normalmente tendrian baja probabilidad,

generando asi sefiales secundarias en el espectro.®®

Este comportamiento ha sido estudiado en otros sistemas moleculares, en el que emplearon
célculos TDDFT combinados con analisis de Franck—Condon para explicar la aparicién de
hombros en los espectros de absorcion y emision de ciertos colorantes, concluyendo que estos
surgen de una combinacion de modos vibracionales excitados individualmente, en lugar de un

solo modo dominante.®®

Finalmente, al reflexionar sobre los datos anteriores y considerando que posteriormente se
realizaria un estudio de selectividad hacia metales, donde la presencia de agua es esencial para
evitar problemas de solubilidad de las sales metdlicas, se decidi6 emplear un sistema binario
DMSO:H,0 como disolvente 6ptimo.

5.1.2 Estudio del sistema de disolventes binario DMSO:H.O0.
Con base en los resultados obtenidos previamente, se realizé un andlisis mas detallado del uso
de un sistema binario DMSO:H>O como disolvente para las mediciones posteriores de UV-visible
y fluorescencia. Este estudio se realiz6 especificamente para los compuestos 5a, 5b y 5¢, ya que
fueron los tres compuestos en los que se observé una variacion importante en la fluorescencia

dependiente del disolvente.

Las Graficas 9 a 11 muestran la evolucion de la intensidad de emision al modificar los porcentaje
de DMSO y agua para los compuestos 5a, 5b y 5c¢, lo que permitié seleccionar las condiciones

Optimas para su evaluacién espectroscépica.

89 J. M. Hollas, Modern Spectroscopy, 4th ed.; Wiley: Chichester, 2004.
% J. D. Alia and J. A. Flack, RSC Adv., 2020, 10, 43153-43167
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Gréfica 9 Espectro de fluorescencia de 5a en mezclas DMSO:H20 1:1 (2.02 x10° M, Aex=390 nm)
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Gréfica 10 Espectro de fluorescencia del compuesto 5b en mezclas DMSO:H20 1:1 (7.5 x10® M, Aex=385 nm)
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Gréfica 11 Espectro de fluorescencia del compuesto 5¢ en mezclas DMSO:H20 1:1 (5 x10% M, Aex=392 nm)
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De las graficas anteriormente mostradas, cabe destacar que la fluorescencia disminuye de
manera considerable en agua, probablemente debido a efectos de agregacion o desactivacion
no radiativa del estado excitado. Por esta razén, se seleccioné el sistema binario DMSO:H,0 1:1
como medio Gptimo para los estudios de fluorescencia, ya que esta proporcion permitié mantener
un equilibrio adecuado entre una sefial fluorescente intensa y la solubilidad requerida para la

evaluacion espectroscopica en presencia de especies metalicas en estudios posteriores.

5.1.3 Determinacion de la longitud de onda de excitacién 6ptima en el sistema
DMSO:H,0 1:1
Una vez seleccionado el sistema binario DMSO:H,0 1:1 como medio 6ptimo para las mediciones
de fluorescencia, se procedié a determinar la longitud de onda de excitacion mas adecuada para
cada compuesto en estas condiciones. Para ello, se utilizaron los espectros de absorcion UV-Vis
de cada sonda, obtenidos previamente en el mismo sistema de disolventes, a partir de los cuales

se identificaron las bandas de absorcion mas intensas.

Posteriormente, se realizaron barridos de excitacién en un rango de +20 nm alrededor del maximo
de absorcién de cada compuesto, registrando la intensidad de emision a una longitud de onda

cercana al méximo estimado del espectro de emision.

A continuacion, se presentan algunas gréaficas representativas de esta exploracion (Gréficas 12-
14), asi como una tabla comparativa que resume los valores de longitud de onda maxima de
absorcion y la longitud de onda de excitacién éptima determinada para cada compuesto en el
sistema DMSO:H-0 1:1.
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Gréfica 12 Respuesta fluorescente de la sonda 5a en funcién de la longitud de onda de excitacion (DMSO: H20 1:1)
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Gréfica 13 Respuesta fluorescente de la sonda 5b en funcién de la longitud de onda de excitacion (DMSO: H20 1:1)
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Grafica 14 Respuesta fluorescente de la sonda 5c en funcion de la longitud de onda de excitacion (DMSO: H20 1:1)

Aunque en los datos obtenidos en la Tabla 23 se observa una variacion entre Aaps maxima y Aex
con mejor respuesta de fluorescencia, esta diferencia es lo suficientemente pequefia como para
considerar que los valores de absorcién pueden predecir con muy buena exactitud las
condiciones de excitaciébn Optimas para la mayoria de los compuestos evaluados. Esta
consistencia facilita la seleccién de las condiciones experimentales para futuras mediciones de

fluorescencia para compuestos analogos.
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Tabla 23 Comparacion de la longitud de onda méaxima de absorcion (Aabs) y longitud de onda de excitacién Optima en

DMSO:H20 1:1.
Compuesto Aabs (NmM) Aex en DMSO:H20 1:1 (nm)
4a 390 402
4b 403 402
4c 401 402
4d 377 385
5a 395 390
5b 382 385
5c 388 392

5.2 Determinacion de los rendimientos cuanticos

Como se menciond en los antecedentes, en este trabajo se usé el método comparativo para
calcular los rendimientos cuéanticos de fluorescencia (®). Como primer paso, fue necesario
calcular el valor de pendiente m de la muestra de referencia (Pagina 16, Ecuacion (2)). Para llevar
a cabo esto, se obtuvieron los espectros de absorcion (Gréafica 15) y emision (Gréfica 16) de la

muestra de sulfato de quinina diluida.
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Graéfica 15 Espectros de absorcion del sulfato de quinina disuelto en H2SO4 0.1M a distintas concentraciones.
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Grafica 16 Espectros de emision del sulfato de quinina disuelto en H2SO4 0.1M a distintas concentraciones (Aex = 350
nm).

En las gréficas anteriores se presentan los espectros de absorcién y emisién del estandar,
mostrando un maximo de absorcion a 346 nm y un maximo de emision a 455 nm, valores

consistentes con la literatura.

Los espectros anteriores se emplearon para generar una gréafica de fluorescencia integrada (area
bajo la curva de cada espectro de fluorescencia) frente a la absorbancia en diferentes
concentraciones, como se muestra en la Grafica 17. La relaciéon lineal observada confirma la

validez del método y asegura la precision de las mediciones posteriores.
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Gréfica 17 Area bajo la curva de los espectros de emision vs maximos de absorcion a 346 nm para el sulfato de
quinina.
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Con esta ultima gréfica fue posible obtener el valor de mes, el cual fue de 1234940, por lo que en
este punto se contaba con los elementos necesarios para obtener los rendimientos cuanticos de

fluorescencia de las sondas fluorescentes sintetizadas en este trabajo.

5.2.1 Espectros de absorcion y emision de los compuestos sintetizados
El siguiente paso consistio en obtenciéon de los espectros de absorcion y emision de los
compuestos sintetizados usando el sistema DMSO:H,O 1:1 en las condiciones adecuadas para

poder usar el método comparativo. Estas condiciones consistieron en lo siguiente:

En primer lugar, se obtuvo el espectro de absorcibn de cada compuesto, ajustando las
condiciones para lograr una intensidad comparable a la del estAdndar. A manera de ejemplo, en
la Grafica 18 se presenta la comparacion entre el espectro de absorcion del estandar y el

correspondiente al compuesto 4a.
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Gréfica 18 Comparacion de los espectros de absorcion del sulfato de quinina y del compuesto 4a, marcando el punto
de interseccioén de ambos espectros.

Esto se realizd con el propésito de identificar un punto de interseccion entre los espectros de
absorcion de la referencia y la muestra, ya que en este punto la energia absorbida por ambos se
iguala. La longitud de onda correspondiente a este punto de interseccion se utiliz6 como la

longitud de onda de excitacién para la obtencidn de los espectros de emision del compuesto 4a.

Una vez determinadas las longitudes de onda de excitaciébn adecuadas para cada sistema, se

procedié a obtener los espectros de absorcion y emisién de todas las sondas fluorescentes.
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Como ejemplo, se muestran las graficas de absorcién y emisidn para el compuesto 4a (Grafica
19-20) y 5a (Gréfica 22-23).
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Gréfica 19 Espectros de absorcion del compuesto 4a en DMSO:H20 1:1 para la determinacion del ©.
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Gréfica 20 Espectros de emision (Aex = 364 nm) del compuesto 4a en DMSO:H20 1:1 para la determinacion del ®.

Una vez obtenidos los datos de absorcion y emisién, se elaboraron las graficas que correlacionan
el area bajo la curva de emision (obtenida para cada espectro de fluorescencia) con la
absorbancia en el valor maximo observado. Como ejemplo, se muestran las graficas

correspondientes a los compuestos 4a (Gréfica 21) y 5a (Gréafica 24).
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Gréfica 21 Fluorescencia integrada vs absorcion maxima para el compuesto 4a.
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El valor de la pendiente obtenida de la Gréfica 21 fue integrada en la ecuacién de fluorescencia

correspondiente al método comparativo (Pagina 16, Ecuacién (2)), lo que permitid calcular el

rendimiento cuantico del compuesto 4a.
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Grafica 22 Espectros de absorcién del compuesto 5a en DMSO:H20 1:1 para la determinacion del .
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Gréfica 23 Espectros de emision (Aex = 360 nm) del compuesto 5a en DMSO:H20 1:1 para la determinacion del ®.
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Graéfica 24 Fluorescencia integrada vs absorcion maxima para el compuesto 5a.
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El valor de la pendiente obtenida de la Grafica 24 también fue integrada en la ecuacion de

fluorescencia correspondiente al método comparativo (Pagina 16, Ecuacion (2)), obteniendo el

siguiente rendimiento cuantico para el compuesto 5a.
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Este procedimiento se repiti6 para todas las sondas fluorescentes obtenidas, tratando de
mantener las mismas condiciones experimentales para asegurar la comparabilidad de los
resultados. Los rendimientos cuanticos calculados se resumen en la Tabla 24, donde se
presentan los valores obtenidos para cada compuesto, asi como las longitudes de onda de
excitacion obtenidas por interseccion entre las muestras y la referencia (sulfato de quinina).

Tabla 24 Comparacion de las longitudes de onda de absorcién, excitacion (obtenida por interseccién con el
compuesto de referencia), emision y rendimientos cuanticos.

N,

[ (0]
°o 0
| N\ | NN

s e
4a 4b
(IJ o OH

| N/\g | N

Z~g e
4e 5a 5b 5¢c

Compuesto Aex (NM) por interseccion oF

4a 364 0.136
4b 368 0.203
4c 366 0.23
4d 358 0.708
4e 365 0.211
5a 360 0.018
5b 362 0.16
5¢c 370 0.053

Al analizar con detenimiento los rendimientos cuanticos obtenidos, se observa una diferencia muy
marcada entre los compuestos que tienen un grupo metoxilo (4a, 4b, 4c, 4d y 4e, Tabla 24), los
cuales presentan una fluorescencia mayor en comparacién con aquellos que poseen un grupo

hidroxilo como sustituyente (5a, 5b y 5¢, Tabla 24).

Una posible explicacion a esto se debe a la formacion de un puente de hidrégeno intramolecular.
En el caso de los compuestos con el grupo hidroxilo en posicién orto del anillo bencénico, el
enlace de hidrégeno intramolecular restringe la movilidad del anillo fenilo respecto a la 4H-
quinolizin-4-ona, posiblemente limitando la deslocalizacién electrénica entre ambos sistemas
aromaticos, como se muestra en la Figura 47. Esto puede reducir la eficiencia de la fluorescencia,

ya que la molécula pierde capacidad para estabilizar su estado excitado.
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Figura 47 Restriccion conformacional inducida por puente de hidrégeno en sondas fluorescentes.

Por otro lado, los compuestos que presentan un grupo metoxilo en la posicién orto no forman
enlaces de hidrégeno intramoleculares, lo que evita restricciones estructurales entre el anillo
fenilo y el sistema de la 4H-quinolizin-4-ona. Esta mayor libertad rotacional permite un
acoplamiento electronico mas eficiente entre ambos fragmentos aromaticos, favoreciendo la
deslocalizacion del sistema 1. Una mayor deslocalizacion electrénica facilita la estabilizacién del
estado excitado, lo que reduce la probabilidad de desactivacién no radiativa, incrementando el

rendimiento cuantico de fluorescencia.

Otros tipos de compuestos que presentan una variacion importante en los rendimientos cuanticos
de fluorescencia son aquellos cuyo nucleo es diferente de 4H-quinolizin-4-ona. En la Figura 48
se muestran los compuestos ordenados de forma horizontal por tipo de heterociclo. Al comparar
los compuestos 4a, 4d y 4e (sondas con un grupo metoxilo como sustituyente) con los
compuestos 5a, 5b y 5¢ (sondas con un grupo hidroxilo como sustituyente) se observa que los
compuestos que incluyen 4H-quinolizin-4-ona en su estructura presentan rendimientos cuanticos

menores en comparacion con aquellos que contienen un atomo de azufre en su estructura.

W/,

4a
®=0.136

4
W/,

5a 5b 5c
®=0.018 ®=0.16 ® =0.053

Figura 48 Comparacion estructural de los rendimientos cuanticos de fluorescencia en funcion del nucleo de las
sondas fluorescentes.
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Esta diferencia puede explicarse por el hecho de que el azufre contribuye a una mayor
estabilizacion del estado excitado, debido a su capacidad para interactuar con los electrones del
sistema Tr-conjugado.®® Ademas, el efecto inductivo del atomo de azufre favorece la
deslocalizacion electronica,®” lo que refuerza la estabilidad del estado excitado y, en

consecuencia, incrementa la probabilidad de emisién de fluorescencia (Figura 49).

(O ==N O@ == Oe - oe -
Ar 0 <> Ar ) ® - \) - ® - \)
f7 ~ Q - -
S S S ~s Z=s

Figura 49 Posibles estructuras resonantes de los heterociclos que presentan un atomo de azufre en su estructura.

Por otro lado, la inclusién del anillo de benceno fusionado al tiazol también introduce rigidez
estructural al sistema, lo que reduce las vibraciones y rotaciones que podrian llevar a pérdidas

de energia por procesos no radiativos.

5.3 Determinacion de los desplazamientos de Stokes

En las Gréaficas 25-18 se muestra la comparacion de las gréficas de intensidad normalizada de

absorcién y emision de las sondas fluorescentes sintetizada en este trabajo.

En el caso de los compuestos 4a, 4b y 4c mostrados en la Grafica 25, el grupo metoxilo se
encuentra en diferentes posiciones del anillo fenilo, lo que afecta la conjugacién electrénica con

la 4H-quinolizin-4-ona y la reorganizacién estructural tras la excitacion.

También se observa que el compuesto 4a, presenta el mayor desplazamiento de Stokes. Esto
puede explicarse debido a que, en el estado basal, la proximidad del oxigeno del metoxilo en
posiciébn orto con el oxigeno del carbonilo puede generar una repulsién dipolo-dipolo
intramolecular que restringe parcialmente la conjugacion electronica entre el anillo bencénico y la
4H-quinolizin-4-ona, teniendo como consecuencia que pasar a un estado excitado requiera de
mas energia. Esto se observa en el desplazamiento a menores longitudes de onda de su espectro

de absorcion respecto a los correspondientes a 4b y 4c.

%1 J. Yuan, Z. Xu and M. O. Wolf, Chem. Sci., 2022, 13, 5447-5464.
92Y.Pu, Q. Jin, Y. Zhang, C. Li, L. Duan and Y. Wang, Nat. Commun. 2025, 16, 332.
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Grafica 25 Absorcion (lineas punteadas) y fluorescencia (lineas continuas) normalizadas de los compuestos 4a, 4b y
4c en DMSO:H20 1:1.

Por otro lado, tras la excitacién electronica, la distribucion de densidad electrénica cambia, lo que
puede debilitar esta interaccion intramolecular. Esto se traduce en un mayor cambio

conformacional entre los estados fundamental y excitado, aumentando el desplazamiento de
Stokes.

En el caso del compuesto 4b, éste muestra el menor desplazamiento de Stokes (69 nm), lo que
indica una menor reorganizacion estructural en el estado excitado. Una posible explicacion a esto
se debe a que el compuesto 4b tiene el grupo metoxilo en la posicion 3 del anillo bencénico. Esto
reduce la influencia del efecto de resonancia directa sobre el sistema conjugado, lo que podria

limitar la estabilizacion del estado excitado y resultar en una menor diferencia entre absorcion y
emision.

Finalmente, el compuesto 4c, con el grupo metoxilo en posicién 4 del anillo bencénico, presenta
un desplazamiento de Stokes de 73 nm, intermedio entre los valores de 4ay 4b. En esta posicion,
el grupo metoxilo ejerce un efecto de donacion electrénica por resonancia mas eficiente que en
4b, pero sin los efectos conformacionales observados en 4a. Esto sugiere que, si bien la posicion
para favorece una mayor deslocalizacién electrénica en comparacion con la posicion meta, el

sistema aun no alcanza el mismo nivel de reorganizacion estructural que en 4a.
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Al analizar los espectros de absorcion y emision de los compuestos 4a y 5a (Grafica 26), se
observa que la diferencia en el desplazamiento de Stokes entre estos es pequefia (81 nm vs. 78
nm), por lo que el cambio de los sustituyentes entre metoxilo e hidroxilo no afecta de manera

importante este desplazamiento.
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Gréfica 26 Absorcion (lineas punteadas) y fluorescencia (lineas continuas) normalizada de los compuestos 4a y 5a
en DMSO:H20 1:1.

Un efecto similar se observa en la comparacién de los espectros de absorcién y de emision de
los compuestos 4d vs 5b (Grafica 27, centro de BTP y anillo bencénico sustituido en posicién 2
con un grupo metoxilo o hidroxilo) y de los compuestos 4e y 5c (Gréafica 28, centro de
tiazolopiridinona y anillo bencénico sustituido en posicidon 2 con un grupo metoxilo o hidroxilo)

donde el cambio de grupo funcional no afecta el comportamiento del desplazamiento de Stokes.
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Gréfica 27 Absorcion (lineas punteadas) y fluorescencia (lineas continuas) normalizadas de los compuestos 4d y 5b
en DMSO:H:20 1:1.

12 : . : , : . .
- -~ 4e (abs)
10k 5¢ (abs)| |
' ——4e (em)
% 5¢ (em)
NO8| .
= 4e
£ | OH
206t | - lg
e f
@ N
3 " 2
c 04+ / i S
[) i
c ; 5¢
- i
02p. / ]
~ 7
00 : : ! :
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Graéfica 28 Absorcion (lineas punteadas) y fluorescencia (lineas continuas) normalizadas de los compuestos 4e y 5¢
en DMSO:H20 1:1.

Todos los datos de maximos de absorcion, emision y desplazamiento de Stokes se resumen en
la Tabla 25. En ellos, se observa que, en comparacion con fluoréforos de referencia como
fluoresceina, rodamina 6G y Cy2, cuyos desplazamientos de Stokes fueron de 24 nm, 24 nm y

13 nm, respectivamente, los compuestos sintetizados presentan desplazamientos notablemente

mas amplios.
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Tabla 25 Resumen de las longitudes de onda de absorcidn, emisién y desplazamientos de
Stokes de las sondas sintetizadas.

Desplazamiento de

Compuesto Aabs (NM) Aem (NM) Stokes A (nm)

4a 390 471 81

4b 410 479 69

4c 413 486 73

4ad 379 442 63

4e 393 446 53

5a 395 473 78

5b 384 445 61

5¢c 387 446 59
Fluoresceina® 494 518 24
Rodamina 6G® 528 552 24
Cy 255 493 506 13

Esta diferencia indica que las nuevas sondas podrian ser muy Utiles en aplicaciones analiticas
gue requieran una mayor separacion entre las longitudes de onda de absorcion y la emision, pues

un mayor desplazamiento de Stokes minimiza el solapamiento y reduce la interferencia 6ptica.

Asimismo, se observa una clara influencia por parte del tipo de heterociclo en los
desplazamientos. En este caso, los compuestos con un ntcleo de quinolizinona (4a, 4b, 4c y 5a)
presentan desplazamientos de Stokes ligeramente mayores en comparaciéon con aquellos que

contienen nucleos de benzotiazolopiridinona (4d y 5b) o tiazolopiridinona (4e y 5c).

Una posible explicacion para esta diferencia es que los anillos de benzotiazolopiridinona vy
tiazolopiridinona poseen sistemas heterociclicos mas rigidos, lo que limita la reorganizacion
estructural tras la excitacion y, en consecuencia, reduce la separacion entre las longitudes de
onda de absorcién y emision. No obstante, esta mayor rigidez estructural parece contribuir
positivamente al rendimiento cuantico de fluorescencia, ya que minimiza las pérdidas de energia

por procesos no radiativos.

Esta correlacién entre estructura y desplazamiento de Stokes refuerza la importancia del disefio

molecular para la optimizacién de propiedades épticas en sondas fluorescentes.

% Z. Gao, Y. Hao M. Zheng and Y. Chen, RSC Adv., 2017, 7, 7604-7609.
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CAPITULO 6. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD

El siguiente estudio de selectividad se realizé mediante la exposicion de las sondas a diferentes

iones metalicos en condiciones controladas, analizando los cambios en su emision fluorescente

y las posibles interferencias. Por otra parte, los pardmetros analiticos se determinaron siguiendo

protocolos establecidos para garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de los resultados.

6.1 Selectividad del compuesto 4a

En las gréficas siguientes (Grafica 29 y Grafica 30) se presentan los espectros de emision de

fluorescencia del compuesto 4a. Los resultados obtenidos muestran que la respuesta de

fluorescencia se mantuvo invariable frente a todos los iones analizados, indicando una ausencia

de interaccion especifica que pudiera alterar sus propiedades épticas.
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Gréfica 29 Respuesta de fluorescencia del compuesto 4a (Aex = 402 nm) en presencia de cationes metélicos en

DMSO:H20 1:1.
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Grafica 30 Respuesta de fluorescencia del compuesto 4a (Aex = 402 nm) en presencia de aniones en DMSO:H20 1:1.

La falta de selectividad observada en el compuesto 4a hacia los cationes y aniones estudiados
puede atribuirse a varios factores, incluyendo la disposicion espacial y el bajo caracter de base
de Lewis de los fragmentos coordinantes. En este caso, el pobre caracter coordinante del grupo

metoxilo puede ser una de las principales causas de la ausencia de interaccion.

Otro factor importante es la posible competencia del sistema de disolventes utilizado en los
experimentos (DMSO-H,0). En medios polares, como agua o acetonitrilo, los iones metalicos
suelen formar interacciones preferentes con las moléculas del disolvente, lo que podria desplazar

al compuesto 4a como ligante.
6.2 Selectividad del compuestos 4d y 4e

Siguiendo el mismo procedimiento empleado para el compuesto 4a, se evalud la respuesta
fluorescente de los compuestos 4d y 4e (Figura 50) en presencia de diversos cationes metélicos.
En ambos casos, no se observé ninguna variacion en la fluorescencia tras la adicion de los iones

analizados, lo que indica que no hay interaccion entre estas sondas y los metales estudiados.
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4d 4e

Figura 50 Estructura de los compuestos 4d y 4e.

Este comportamiento se debe a la naturaleza electronica de los fragmentos coordinantes en los
compuestos 4d y 4e, los cuales, al igual que en 4a, no presentan una capacidad coordinante
suficiente para interaccionar de manera eficiente con los metales analizados.

6.3 Selectividad del compuesto 5a

Los resultados obtenidos para el compuesto 5a (Gréfica 31 y Gréafica 32) mostraron que la
fluorescencia del compuesto experimentd un apagamiento importante en presencia de Fe3*,
mientras que los demas cationes metéalicos generaron Unicamente un apagamiento muy leve o
nulo. En cuanto a los aniones, no se observo una respuesta fluorescente significativa, salvo en el

caso del OH~, que provoco un apagamiento ligero de la fluorescencia.
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Graéfica 31 Respuesta de fluorescencia del compuesto 5a (Aex = 390 nm) en presencia de cationes metalicos en
DMSO:H20 1:1.
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Grafica 32 Respuesta de fluorescencia del compuesto 5a (Aex = 390 nm) en presencia de aniones en DMSO:H20 1:1.

El comportamiento observado en el compuesto 5a puede atribuirse a la estructura quimica de la
molécula. En este caso, el fragmento de 4H-quinolizin-4-ona unida a un grupo fenilo sustituido
con un grupo hidroxilo en posicién 2 introduce un sitio coordinante clave para interacciones con

especies quimicas, particularmente cationes metalicos.

El apagamiento de la fluorescencia solo en presencia de Fe*" sugiere una interaccién especifica
y altamente eficaz entre este cation y el compuesto 5a. Este comportamiento puede atribuirse a
la afinidad electrénica del Fe®*", que favorece una coordinacion fuerte con los sitios ricos en
densidad electronica presentes en el compuesto, particularmente con el oxigeno del grupo

hidroxilo y el oxigeno del carbonilo de la quinolizin-4-ona.

Para corroborar si este comportamiento era exclusivo Fe®" se probaron otros cationes con
propiedades oxofilicas similares, como APF* o Co?", obteniéndose un resultado negativo, esto
confirmé que el compuesto 5a tiene una respuesta fluorescente selectiva hacia el Fe**. Una
posible explicacion para esta selectividad podria estar relacionada con la geometria y el tamafio
del Fe*, que permiten una coordinacion mas favorable con los grupos coordinantes del
compuesto 5a en comparacién con los otros cationes medidos. Ademas, es posible que ocurra
un proceso de transferencia de electrones fotoinducida (PET) o un apagamiento estéatico debido
a la formacién de un complejo no fluorescente, donde el Fe3* actuaria como un quencher eficiente

al alterar el estado excitado del compuesto, como se discutié en los antecedentes
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En cuanto a los aniones, la falta de respuesta fluorescente puede explicarse por la ausencia de
interacciones relevantes con los sitios activos del compuesto. Sin embargo, el leve apagamiento
observado con OH™ podria atribuirse a la desprotonacion del grupo hidroxilo en la posicion 2, lo
gue altera el entorno electrénico del sistema fluorescente. También es posible que el anion OH~
interactie de manera débil con el compuesto 5a a través de un enlace de hidrégeno con el
oxigeno del carbonilo o del grupo hidroxilo. Aunque la interaccion seria débil, podria dar lugar a
la formacion de un complejo transitorio con la 4H-quinolizin-4-ona, aunque con una afinidad

suficientemente baja como para no afectar de manera significativa la emision fluorescente.
6.4 Selectividad del compuesto 5b

Los resultados obtenidos para el compuesto 5b mostraron un comportamiento similar al
observado en el compuesto 5a, con un apagamiento significativo de la fluorescencia Unicamente
en presencia de Fe3*, mientras que otros cationes metdalicos, incluidos Mg?*, Co?*, Ca?", Fe*'y
Zn?*, no generaron una respuesta fluorescente apreciable (Gréafica 33).

Este patrén de selectividad puede atribuirse a la similitud estructural entre los compuestos 5a y
5b, ya que ambos presentan los mismos fragmentos coordinantes a distancias similares. La
disposicién espacial de estos grupos funcionales genera un entorno coordinante similar, donde
el oxigeno del grupo hidroxilo y el oxigeno del carbonilo acttan como centros donadores de

electrones, capaces de coordinarse selectivamente con el Fe®".
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Gréfica 33 Respuesta de fluorescencia del compuesto 5b (Aex = 385 nm) en presencia de cationes metélicos en
DMSO:H20 1:1.
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Cabe destacar que, a pesar de la similitud en los grupos coordinantes, la diferencia estructural
entre los nucleos heterociclicos de 5a y 5b podria influir ligeramente en la densidad electrdnica
de los centros donadores, lo que podria ser explorado en futuros estudios comparativos. Sin
embargo, en ambos casos, se ha observado una respuesta altamente selectiva y reproducible
hacia Fe®", lo que posiciona al compuesto 5b como un potencial sensor fluorescente selectivo

para aplicaciones de deteccion de metales en soluciones acuosas.

6.5 Selectividad del compuesto 5c

Los resultados obtenidos para el compuesto 5¢c mostraron un comportamiento similar al
observado en los compuestos 5a y 5b, con un apagamiento significativo de la fluorescencia
Unicamente en presencia de Fe3*, mientras que otros cationes metalicos, incluidos Mg?*, Co?*,

Ca?*, Fe?" y Zn2*, no generaron una respuesta fluorescente apreciable (Grafica 34).

Este patrén de selectividad sugiere que la estructura del compuesto 5¢ mantiene la disposicion
espacial adecuada de los grupos funcionales responsables de la coordinacion selectiva con Fe3*.
Al igual que en los casos anteriores, el grupo hidroxilo y el carbonilo desempefian un papel clave

como centros donadores de electrones, favoreciendo la interaccion con el ion Fe®*.
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Gréfica 34 Respuesta de fluorescencia del compuesto 5¢ (Aex = 392 nm) en presencia de cationes metalicos en
DMSO:H20 1:1.
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Aunque las tres sondas 5a, 5b y 5¢ presentan una respuesta fluorescente, la variacion en sus
nucleos heterociclicos puede influir en la afinidad de coordinacion y en la eficiencia del proceso
de apagamiento de la fluorescencia. En particular, las diferencias electrénicas y estéricas entre
los sistemas heterociclicos podrian afectar la densidad electrénica en los sitios de coordinacion,

un aspecto que se observa en las constantes de asociacion entre los ligantes y los metales.

Sin embargo, la reproducibilidad y selectividad del compuesto 5c¢ hacia Fe3* confirman el

potencial de esta familia de compuestos como sensores fluorescentes selectivos.

6.5.1 Reconocimiento selectivo de Fe3* frente a Fe?*
Finalmente, es importante resaltar la capacidad de los ligantes 5a, 5b y 5¢ para diferenciar entre
los iones de hierro, ya que, aunque el Fe3* (0.645 A) y Fe2* (0.78 A) presentan una diferencia en
sus radios idnicos, esta no suele ser suficiente para una distincién adecuada en sistemas de

deteccidn basados en interacciones electrostéaticas o formacion de complejos en equilibrio.

Los compuestos 5a, 5b y 5¢ presentan un comportamiento muy interesante, pues logran evitar
interacciones no deseadas con Fe2*, permitiendo una deteccién especifica de Fe3*. Esto sugiere
que la disposicion espacial de los grupos funcionales y la densidad electrénica de los sitios
coordinantes en estas sondas juegan un papel determinante en la diferenciacion de ambos

estados de oxidacion.

6.6 Determinacién de pardmetros analiticos

Una vez que se encontré una respuesta positiva y selectiva por parte de las sondas fluorescentes,
se evaluaron varios parametros analiticos para caracterizar la sensibilidad y especificidad de las

sondas sintetizadas, enfocandose en la deteccién de Fe(lll).

Los primeros parametros analizados fueron los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC),
pues son valores que permiten establecer la concentracion minima de analito que puede ser
detectada o cuantificada con un nivel de certeza aceptable. Estos parametros fueron
determinados tanto para las sondas en ausencia de analito como para su respuesta frente a
Fe(lll).
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6.6.1 Calculo de limites de deteccién y cuantificacion
Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se calcularon con base en la relacion sefial-

ruido de las respuestas fluorescentes de las sondas, de acuerdo con las Ecuaciones (3) y (4).

3

p =2 @3)
m
10

Lc=— @)
m

Donde:

e (O es la desviacion estandar de las mediciones del blanco (fluorescencia de la sonda sin

analito).

e m es la pendiente de la recta de calibracion obtenida al graficar la intensidad de

fluorescencia frente a la concentracion de Fe(lll).

Para llevar a cabo la obtencién de datos, se prepararon disoluciones a una concentracion fija de
cada compuesto fluorescente, a las cuales se les fueron adicionando volimenes de entre 10 y 20
UL (dependiendo del compuesto) de una disolucién de Fe(lll), con una concentracion que podia
irde 5 a 100 uM del metal.

Para cada disolucion preparada, se registraron los espectros de fluorescencia, empleando las

mismas condiciones de excitacion y emisién para cada compuesto.

Adicionalmente, se realizaron 10 mediciones de la sonda sin Fe(lll) con el fin de determinar la

desviacidon estandar del blanco (o).

A partir de los datos de emisién obtenidos durante la titulacion de las sondas con Fe(lll), se
construy6 una curva de calibracion que representa la relacion entre la intensidad de fluorescencia,
medida en la longitud de onda de maxima emisién, y la concentracién de Fe(lll). De esta curva
se obtuvo la pendiente m, necesaria para el calculo de los limites de deteccion (LD) y

cuantificacion (LC).

A continuacion, se presentan los datos de fluorescencia obtenidos para los compuestos 5a, 5b y

5c, junto con las curvas de calibracién correspondientes (Gréficas 35-40).
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Gréfica 35 Espectro de fluorescencia (Aex = 390 nm) de la titulacion del compuesto 5a (22.5 uM) con cantidades
crecientes de Fe(lll) hasta 10 equivalentes en DMSO:H20 (V/V, 1:1)
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Grafica 36 Curva de calibracion de intensidad de fluorescencia contra concentracion de Fe(lll) en DMSO:H20 (V/V,
1:1), Aex = 390 nm y monitoreado a Aem = 473 nm.
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Grafica 37 Espectro de fluorescencia (Aex = 385 nm) de la titulacién del compuesto 5b (7.5 uM) con cantidades
crecientes de Fe(lll) hasta 50 equivalentes en DMSO:H20 (V/V, 1:1)
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Grafica 38 Curva de calibracion de intensidad de fluorescencia contra concentracion de Fe(lll) en DMSO:H20 (V/V,
1:1), Aex = 385 nm y monitoreado a Aem = 439 nm.
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Gréfica 39 Espectro de fluorescencia (Aex = 392 nm) de la titulacion del compuesto 5c¢ (15 uM) con cantidades
crecientes de Fe(lll) hasta 30 equivalentes en DMSO:H20 (V/V, 1:1)
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Grafica 40 Curva de calibracion de intensidad de fluorescencia contra concentracion de Fe(lll) en DMSO:H20 (V/V,
1:1), Aex = 392 nm y monitoreado a Aem = 440 nm.

A partir de los datos obtenidos previamente, se calcularon los limites de deteccién (LD) y
cuantificacién (LC) utilizando la desviacién estandar determinada a partir de las mediciones del
blanco y la pendiente de la curva de calibracién generada durante la titulaciéon de las sondas
fluorescentes con Fe(lll) (Tabla 26). Cabe destacar que dicha pendiente se consideré Unicamente
en el intervalo de concentraciones donde se observd una relacion lineal entre la intensidad de

fluorescencia y la concentracion de Fe(lll). Los resultados se resumen en la Tabla 26.
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Tabla 26 Resumen de valores de LD y LC obtenidos para las sondas fluorescentes 5a, 5b y 5c.

Compuesto Limite de deteccion (LD) Limite de cuantificacién (LC)
5a 1.31x10° M 5.52x10° M
5b 7.55x10° M 2.52x10° M
5c 2.16x10° M 7.20x10° M

El compuesto 5c presenta el limite de deteccion mas bajo (2.16x107°), lo que indica una mayor
sensibilidad en la deteccion de Fe(lll) en comparacion con los compuestos 5a y 5b. Esto implica
gue 5c es capaz de detectar concentraciones de Fe(lll) considerablemente mas bajas, lo que lo

convierte en el compuesto mas eficiente en términos de sensibilidad analitica.

El compuesto 5b exhibe un LD intermedio de 7.55x107% M, mientras que el compuesto 5a muestra
el limite de deteccién mas alto (1.31x107° M), mostrando una menor sensibilidad relativa en
comparacion con los otros dos compuestos. Este bajo limite de deteccion puede estar relacionado
con el también bajo rendimiento cuantico mostrado por este compuesto, pues implica una menor
eficiencia en la emision de luz por fotén absorbido, lo que disminuye la sefial de fluorescencia 'y,

por ende, la capacidad del sistema para detectar concentraciones bajas de Fe(lll).

6.6.2 Estudio de estequiometria de los complejos formados.
El siguiente paso en el estudio consistié en comprender la naturaleza de la interaccién entre las
sondas fluorescentes sintetizadas y el ion Fe(lll), mediante la determinacion de la estequiometria
de los complejos formados. La estequiometria describe la proporcion molar entre el ligante y el
metal en el complejo, lo que puede influir directamente en la intensidad y selectividad de la sefial

fluorescente observada.

En este trabajo, la determinaciéon de la estequiometria se realiz6 mediante el método de Jobs,

también conocido como método de variacion continua.

Para ello, se llevo a cabo la preparacion de disoluciones con una concentracién constante de
ligante y una variacién en la cantidad del ion Fe(lll) adicionada. Al medir la respuesta fluorescente
en cada mezcla, es posible graficar la intensidad de fluorescencia frente a la fraccién molar del
ligante. EI maximo de la curva obtenida indica la relacion estequiométrica entre el ligante y el

metal, permitiendo identificar si el complejo formado es de tipo 1:1, 2:1 o de una relacién distinta.
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A continuacion, se muestran las graficas de Jobs obtenidas para los compuestos 5a, 5b y 5c y el
andlisis de la estequiometria de los complejos formados entre las sondas fluorescentes y Fe(lll)
(Gréficas 41-43).

40 F

30

(FeF)*X

20

0 A . 1 N 1 . .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

X (Mso/Mgey +Ms,)

Gréfica 41 Grafica de Jobs para determinar el nimero de ligantes por metal en DMSO:H20 (V/V, 1:1), Aem = 473 nm
para el compuesto 5a.
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Gréfica 42 Grafica de Jobs para determinar el nimero de ligantes por metal en DMSO:H20 (V/V, 1:1), Aem = 439 nm
para el compuesto 5b.
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Gréfica 43 Gréfica de Jobs para determinar el nimero de ligantes por metal en DMSO:H20 (V/V, 1:1), Aem = 440 nm
para el compuesto 5c.

Las curvas fueron ajustadas mediante el método de deconvolucion automatica de Fourier
(Fourier-self deconvolution) y suavizadas utilizando el método de Savitzky-Golay, implementado

a través del software OriginPro.%*

Al analizar detenidamente las graficas de Jobs obtenidas para las sondas fluorescentes, se
observa que, en los casos de las sondas 5a y 5c, se alcanza un maximo aproximadamente en
0.36, valor que corresponde a una interaccion de tipo 1:2 (metal:ligante).® Esta interaccion fue
estudiada con mayor profundidad para el compuesto 5a (como se describird en la siguiente
seccion) lo que permitié confirmar la formacion del complejo con la estequiometria determinada

mediante este método.

Por otro lado, la grafica de Jobs correspondiente al compuesto 5b mostr6 un maximo
aproximadamente en 0.5, valor que es mas consistente con la formacién de un complejo de tipo

1:1 (metal:ligante).

6.6.3 Determinacion de las constantes de asociacion (Ka)
La constante de asociacion (Ka) es un parametro que sirve para describir cuantitativamente la
fuerza de interaccion entre un ligante y un ion metélico en solucién. En el caso de las sondas
fluorescentes sintetizadas, la determinacion de Ka permite evaluar la afinidad de las sondas por

el ion Fe(lll) y entender mejor la eficiencia del proceso de reconocimiento molecular.

9 A. Savitzky and M. J. E. Golay, Anal. Chem. 1964, 36, 1627—-1639.
% C. Y. Huang, Methods Enzymol. 1982, 87, 509-525.
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Para su calculo, se emple6 el método de Benesi-Hildebrand, el cual se basa en el andlisis de
datos espectroscopicos obtenidos a partir de una titulacion fluorimétrica.®® Este método es una
técnica ampliamente utilizada para la determinacién de constantes de asociacién (Ka) en
sistemas con formacion de complejos, como en el caso de interacciones entre sondas
fluorescentes y iones metalicos. Este método se basa en la linealizacion de datos
espectroscopicos obtenidos durante una titulacion y es aplicable a complejos con una

estequiometria bien definida.

El método puede ser aplicado a la formacién de complejos de distintas estequiometrias. En el
caso de una estequiometria 1:1, la formacion de un complejo entre el ligante (L) y el metal (M) se

expresa como:

L+M=LM (5)
Donde K, es la constante de asociacion y se define como:

[LM]

Ka = 101 ©)

Debido a que el complejo formado afecta la fluorescencia de la sonda, la intensidad de
fluorescencia (I) medida esta relacionada con la concentracion del complejo formado [LM]. Esta

intensidad puede expresarse como:

I =1Iy+ AI[LM] (7)

Donde:

e | es laintensidad inicial (sin metal).

e Al es el cambio de intensidad maxima al formarse completamente el compleja

Reorganizando las ecuaciones anteriores, se obtiene la ecuacién de Benesi-Hildebrand

linealizada:®”

1 1 1

=1, Al K,AI[M] ®)

9% H. A. Benesi and J. H. Hildebrand, J. Am. Chem. Soc. 1949, 71, 2703-2707.
% B. K. Seal and H. Sil, Spectrochim. Acta A, 1982, 38, 289-292.
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Para una interaccién 1:2 (metal:iligante), el modelo de Benesi-Hildebrand requiere una
modificacién en la ecuacion para reflejar la formacion de un complejo en el que un ion metalico

se coordina con dos ligantes.®® La ecuacién modificada se expresa como:

1 1 1

=
I—1y Al KAI[M]'/?

9)

A continuacion, se presentan las graficas asociadas a las sondas 5a, 5b y 5c asi como los
resultados obtenidos del calculo de la constante de asociacion Ka respecto a Fe(lll) (Gréficas 44-
46).
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Grafica 44 Ajuste del método de Benesi-Hildebrand entre la sonda 5a y Fe(lll)

98 S. Fettouche, A. Boukhriss, M. Tahiri, O. Cherkaoui, F. Bazi and S. Gmouh, Chem. Res., 2019, 35, 598-
603
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Grafica 45 Ajuste del método de Benesi-Hildebrand entre la sonda 5b y Fe(lll)
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Gréfica 46 Ajuste del método de Benesi-Hildebrand entre la sonda 5c¢ y Fe(lll)

Tabla 27 Constantes de asociacion calculadas para las sondas fluorescentes 5a, 5b y 5c.

Compuesto Constante de asociacion Ka
5a 3.13x10° M2
5b 6.29 x10” M
5¢c 1.67 x10* M2
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6.7 Aislamiento y caracterizacion del complejo 6a

Para confirmar la formacion del complejo entre la sonda fluorescente 5a 'y el ion Fe(lll), se llevé
a cabo el aislamiento del complejo resultante tras las pruebas analiticas de fluorescencia y
absorcion UV-Visible. Este procedimiento tuvo como objetivo obtener evidencia experimental
concluyente de la interaccion metal-ligante observada en las titulaciones espectroscépicas y

corroborar la estequiometria previamente determinada.

El complejo formado por 5a-Fe(lll) fue el Unico aislado y sometido a una caracterizacion
espectroscopica y espectrométrica. Los complejos entre las sondas 5b y 5¢ con Fe(lll) no fueron
aislados ni caracterizados por técnicas adicionales debido a que el comportamiento
espectroscopico observado para las tres sondas mostré una tendencia similar a la del complejo
5a-Fe(lll), por lo que se priorizd la caracterizacidon de un sistema representativo (5a) con el

objetivo de confirmar la naturaleza de la interaccién metal-ligante.

La caracterizacion del complejo 5a-Fe(lll) incluyé andlisis elemental para determinar la
composicion global del complejo, espectroscopia de resonancia paramagneética electronica (EPR)
para estudiar la presencia del ion metalico paramagnético, espectrometria de masas para
confirmar la masa molecular del complejo, IR lejano para identificar modos vibracionales
especificos de la interaccién metal-ligante, asi como espectroscopia UV-Visible y fluorescencia
para comparar las propiedades 6pticas del complejo con las de la sonda libre. Debido al caracter
paramagnético del Fe(lll), no fue posible realizar espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN).

A continuacion, se describen detalladamente el procedimiento de aislamiento del complejo 5a-

Fe(lll) y los resultados obtenidos de su caracterizacion espectroscdpica y analitica.

6.7.1 Aislamiento del complejo
El aislamiento del complejo formado entre la sonda 5a y Fe(lll) se llevé a cabo mediante la
combinacién de disoluciones de la sonda y FeCl; en diferentes condiciones, con el proposito de
obtener un sélido puro. A continuacion, se describen los intentos realizados y las condiciones que

permitieron obtener el material final con mayor rendimiento y calidad espectroscépica.

Inicialmente, se realizaron varias pruebas utilizando DMSO como disolvente, con la adicion de
0.5 equivalentes de FeCl; en agua y tiempos de reaccién de 12 horas. Sin embargo, los productos
obtenidos presentaron bajos rendimientos, mostrando en IR sefiales indistinguibles entre el

ligante libre y el complejo, ademas de ausencia de sefal en EPR.
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El procedimiento fue optimizado disolviendo 30 mg de la sonda 5a en 0.7 mL de acetona, mientras
que 0.5 equivalentes de FeCl; se disolvieron en 0.1 mL de agua. La solucién acuosa de FeCl; se
afiadié lentamente a la disolucién de la sonda en acetona y se dejo bajo agitacion constante

durante 12 horas.

Posteriormente, el disolvente se elimind a presion reducida utilizando un evaporador rotatorio,
obteniéndose un residuo seco. Este fue redisuelto exclusivamente en acetona y agitado durante
3 horas para favorecer la precipitacion del complejo. Finalmente, el disolvente se elimind

nuevamente a presion reducida, obteniéndose un polvo negro en buen rendimiento.

6.7.2 Caracterizaciéon espectroscépicay espectrométrica del complejo 5a-Fe(lll)
Para confirmar la formacion y composicion del complejo aislado, se realizaron diversas técnicas
de caracterizacion espectroscopica y espectrométrica, las cuales permitieron corroborar la

interaccion metal-ligante y la estequiometria del complejo formado.

Como primer prueba, se llevo a cabo la caracterizacion mediante espectrometria de masas del
complejo formado. El espectro de masas realizado por la técnica ESI* (Espectro 30) mostré un
pico a 528.4 m/z, correspondiente al fragmento [Fe(CisH10NO2),]*, lo que confirma la formacion
de un complejo 1:2 (metal:ligante) y muestra la desprotonacién de ambos ligantes al coordinarse
con Fe(lll).
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Espectro 30 Espectro de masas (ESI*) del complejo 6a.
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Posteriormente, se llevo a cabo el analisis elemental de la muestra, el cual permitié determinar la
composicion exacta del complejo (Tabla 28). Los resultados obtenidos fueron consistentes con
la férmula empirica [Fe(C1sH10NO2),(H,0),]CI-HCI, lo que indica la presencia de dos moléculas
de ligante desprotonadas, dos moléculas de agua coordinadas y un contraidén cloruro adicional
(Figura 51).

N Cl

w0 -HCI
o

6a

Figura 51 Estructura del complejo 6a.

Tabla 28 Comparacion de los porcentajes de C, H y N obtenidos mediante andlisis elemental del complejo 6a en
comparacion con los valores tedricos.

Tipo C [%] H [%] N [%]
Experimental 56.72 3.94 4.30
Experimental 56.75 3.93 4.34

Promedio experimental 56.73 3.93 4.32
Teorico 56.45 4.26 4.39

En los datos experimentales y tedricos del analisis elemental, se observa que el valor
experimental promedio de 56.73% es ligeramente superior al valor tedrico de 56.45%, con una
diferencia de +0.28%, lo que se considera dentro de un rango aceptable de variacion

experimental.

En el caso del hidrogeno, el valor experimental promedio de 3.93% es un poco inferior al teérico
de 4.26%, con una diferencia de -0.33%. Esta discrepancia podria explicarse por una posible

pérdida parcial de moléculas de agua durante el secado del complejo.

Finalmente, el valor experimental promedio del nitrégeno es de 4.32%, el cual es muy cercano al
valor tedrico de 4.39%, con una diferencia minima de -0.07%, lo que indica una excelente

correlacion entre los datos experimentales y la composicion teérica del complejo propuesto.
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Otro analisis realizado al complejo aislado consistio en la obtencion de su espectro de infrarrojo
lejano, el cual presentd una banda intensa en 369 cm™, atribuida a la interaccion O-Fe(lll)*®
misma que no se observa en el espectro del ligante libre (Espectro 31). Esta sefial es indicativa
del comportamiento del ligante 5a como un quelante bidentado [O-O], consistente con la

coordinacién de dos atomos de oxigeno del ligante al centro metalico de Fe(lll).
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9 K. Nakamoto, Infrared and Raman Spectra of inorganic and coordination Compounds, Part B. 6th Ed.
John Wiley & Sons, 2009.
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El complejo 6a también fue analizado mediante EPR con el objetivo de obtener informacién sobre
el entorno electronico del ion Fe(lll) y su estado de espin. Las mediciones se realizaron tanto a
temperatura ambiente como a 77 K, en estado sélido y en disolucién, para evaluar posibles

variaciones estructurales y electrénicas.

En estado sélido (Grafica 47, linea verde), el espectro obtenido mostr6 una sefial isotrépica ancha
con un valor de g = 2.05 y un ancho de linea AHpp de 69 mT, lo cual es caracteristico de una
especie de Fe(lll) en un estado de bajo espin (S=1/2). Esta sefal sugiere la formacion de un
complejo octaédrico, donde la intensidad del campo cristalino generado por los ligantes parece

lo suficientemente fuerte como para estabilizar un estado de bajo espin en el ion metalico Fe(lll).

En disolucion (Gréfica 47, linea azul), el espectro presentd un perfil diferente, con valores de g =
5.06, 4.38 y 2.008, lo que indica un estado de espin intermedio (S=3/2). Este comportamiento es
consistente con un ion Fe(lll) paramagnético en un entorno de coordinacién menos rigido o una
posible disociacion parcial del complejo en disolucién, lo que genera una simetria mas baja y un

campo cristalino menos intenso.
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Gréfica 47 Combinacion de EPR correspondientes al compuesto 6a a temperatura ambiente, 77k y en solucion

6.7.3 Confirmacién del complejo mediante UV-Visible y fluorescencia
Para determinar si el complejo 6a aislado correspondia al formado en disolucién durante la
titulacion de la sonda 5a con FeCls, se redisolvio una cantidad del complejo sélido en el sistema
DMSO:agua (1:1). Posteriormente, se obtuvieron los espectros de UV-Visible bajo las mismas

condiciones experimentales utilizadas previamente en las titulaciones espectroscépicas.
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Los espectros obtenidos mostraron una coincidencia muy similar con los registrados durante la
titulacion de la sonda libre con Fe(lll), lo que sugiere que el complejo aislado 6a es

estructuralmente idéntico al complejo formado in situ en disolucion (Gréfica 48).
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Gréfica 48 Comparacion de los espectros de absorcion de mezclas de 5a-Fe(lll) y el complejo 6a aislado en
DMSO:H20 1:1 (2.23x10° M)

Estos resultados confirman la identidad molecular del complejo de hierro formado durante las
pruebas analiticas y respaldan que el cambio Optico observado en la fluorescencia de 5a tras la

adicion de Fe(lll) se ve impulsado por la fuerte interaccién entre la sonda y el ion metalico.

6.8 Calculos tedricos

Para comprender mejor el apagamiento de la fluorescencia del compuesto 5a debido a la
formacion del complejo con Fe(lll), se calcularon las absorciones de este ligante, de sus
emisiones y del complejo 6a, como se muestra en la Grafica 50. Los datos calculados concuerdan
en general con los valores determinados experimentalmente (Gréafica 49). Por ejemplo, la
absorcion y emision de 5a ocurren experimentalmente a 3.14y 2.63 eV, respectivamente mientras

que los valores calculados correspondientes son 3.16 y 2.77 eV.
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Graéfica 49 Absorcidn y fluorescencia normalizadas del compuesto 4a en DMSO:H20 1:1.

Por otro lado, los desplazamientos de Stokes experimentales y teéricos son 0.51 y 0.39 eV,

respectivamente. El espectro de emisién calculado de 6a revel6 una pequefia banda de emision

alrededor de 708 nm (1.75 eV, Gréfica 50, linea naranja), la cual podria correlacionarse con la

observada experimentalmente a 784 nm (1.58 eV). Todos los valores calculados presentan un

error no mayor a 0.2 eV con respecto a las mediciones experimentales correspondientes.
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Grafica 50 Absorcion y emision calculadas del ligante 5a junto con la emisién del complejo 6a.

Los célculos tedricos indican claramente el apagamiento de la fluorescencia del compuesto 6a

en la region del UV tras su complejacion con Fe(lll). Se examind mas a fondo el mecanismo de

este apagamiento mediante el analisis de los Orbitales de Transiciébn Natural (NTOs, por sus
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siglas en inglés).1® Los NTOs son orbitales moleculares que ofrecen una representaciéon mas
intuitiva y localizada de los orbitales involucrados en las transiciones electrénicas, lo que facilita
la interpretacion del significado quimico subyacente. La Figura 52 muestra los NTOs del
compuesto 4b en el momento de la emisién. La transicion orbital que conduce a la fotoemision
ocurre de NTO-63 a NTO-62, como se muestra en la Figura 52a. Ambos orbitales son de
naturaleza m, pero NTO-63 presenta un mayor nimero de nodos, lo que acentla su caracter

antienlazante. Ademas, NTO-62 incluye contribuciones relevantes de ambos atomos de oxigeno.

La situacion en el complejo 6a es diferente. El analisis de NTOs indica que, durante el proceso
de emisién, la densidad electrénica se transfiere en gran medida de un ligante a otro. Los orbitales
NTO involucrados son NTO-144 y NTO-143 en una transicibn mx — m (Figura 52b). Esta
transicién orbital abarca una distancia considerable y, por lo tanto, es desfavorecida, como lo
demuestra el fuerte apagamiento observado tras la complejacion con el atomo de hierro. El hecho
de que Fe contribuya sustancialmente a NTO-144 y NTO-143 resalta la importancia de este atomo

central en la transicion orbital y en el proceso general de fotoemisién.

NTO-144 (b) NTO-143

Figura 52 Orbitales de transicion natural involucrados en la emisién de los sistemas 5a y 6a.

6.8.1 Anaélisis de lafuncion de onda
Finalmente, se realiz6 el analisis de densidad electréonica de acuerdo con la Teoria Cuéantica de
Atomos en Moléculas (QTAIM, por sus siglas en inglés). La QTAIM establece una particion del
espacio tridimensional en atomos considerando las propiedades topoldgicas de la densidad
electronica. Definimos las cuencas atomicas de la QTAIM como los conjuntos estables de

atractores del campo vectorial Vp(r), donde p(r) representa la densidad electrénica del sistema.

100 R, L. Martin, J. Chem. Phys. 2003, 118, 4775-4777.
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Los atomos de la QTAIM son subsistemas cuanticos propiamente definidos, para los cuales es
posible calcular los valores esperados de diferentes observables de Dirac, como su carga. Dado

el nimero de electrones dentro de una cuenca QTAIM, Qa,

N(Qy) = f p(r)dr (10)

se puede calcular la carga QTAIM como:

Q(‘Q‘A) s Z(.Q.A) - N(QA) ..................................... (1 1)
Esta expresion permite agrupar diferentes cuencas QTAIM para determinar la carga de grupos

funcionales en una molécula o sistema electrénico:

0=y @ (12

QpEG

Se calcularon los cambios en las cargas QTAIM debido a la transicion S; — S, como:

AQ(.QA) = QSO(QA) - QSI(QA) ................................. (13)
Similar a la ecuacién (4), la férmula (6) permite agrupar diferentes cuencas QTAIM para calcular

el cambio de carga correspondiente en los grupos funcionales:

AQ(9) = Z AQMA) (13)
QA€EG
Se dividieron los grupos funcionales en: (i) el grupo C-O-H, (ii) la unidad NCO del nucleo de la
4H-quinolizin-4-ona, (iii) el resto de la cadena hidrocarbonada del compuesto 4b. En el caso del
sistema 6a, se afiadieron: (iv) el centro metédlico y (v) las moléculas de agua apicales,
considerando ademas una version modificada del grupo (i) C-O-H sin el protdn. Estos grupos se

ilustran en la Figura 53.

5a

Figura 53 Division de los compuestos 5a y 6a en grupos funcionales para el andlisis de la transferencia de carga
electrénica debido a la transicion S; — S,.
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La Tabla 29 presenta los valores de carga de estos grupos funcionales en las especies 5a y 6a
calculados a partir de la Ecuacién (12), junto con los cambios de carga calculados debido a la
transicion S; — Sy a partir de la Ecuacion (13). Se observa que el centro de hierro y las moléculas
de agua apicales en el compuesto 6a pierden un nimero considerable de electrones (0.458 e en
total) debido a esta transicidn electronica. Estos electrones son adquiridos principalmente por el
grupo funcional (iii), es decir, el resto de la cadena hidrocarbonada. Cabe destacar que el flujo de
carga electrénica en la cadena hidrocarbonada es opuesto al que ocurre en el compuesto 5a,

donde esta cadena perdid 0.132 e como consecuencia de la fotoemisién.

El flujo de carga electrénica en los grupos funcionales (i) C-O-H vy (i) NCO debido a la transicion
S, — S, en batambién se ve significativamente afectado por la complejacién con Fe(lll). En todos
los casos, estos grupos funcionales adquieren electrones debido a la desexcitacion, pero la
coordinacién con Fe(lll) incrementa esta ganancia en el grupo C-O-H, mientras que en la unidad
NCO tiene el efecto contrario. Estos cambios son tan significativos que las proporciones relativas

de ganancia electrénica en estos grupos se invierten en los compuestos 5a y 6a.

En resumen, la complejacion del compuesto 5a con Fe(lll) altera significativamente las
transferencias electrénicas asociadas con la transicion S; — Sy, 1o que da lugar al apagamiento
de fluorescencia previamente discutido.

Tabla 29 Cargas de los grupos funcionales de las especies 5a y 6a mostradas en la Figura 47 en los estados

electrénicos S; y S, (ecuacion (3)). También se presentan los cambios correspondientes en dichas cargas debido a la
transicion S; — S, (férmula (5)). Todas las unidades estan expresadas en unidades atémicas.

5a
Sy So AQ(G) = Q% (9) — @*(9)
-COH 0.009 —0.047 —0.056
-NCO —1.136 —-1.211 —-0.075
Rest of hydrocarbon chain 1.126 1.258 0.132
6a
S1 So AQ(G) = @*(G) — Q°(§)
-CO —-1.106 —1.236 —0.130
-NCO —2.589 —2.613 —0.025
Rest of hydrocarbon chain 3.008 2.704 —0.305
Fe 1.609 1.991 0.382
H20... 0.078 0.154 0.076
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CONCLUSIONES

En este trabajo se desarroll6 con éxito la sintesis y caracterizacion de nuevas sondas
fluorescentes, algunas de ellas capaces de detectar selectivamente el ion Fe(lll) a través de un
mecanismo de apagamiento fluorescente. La investigacion se centré en la modificacion
estructural de heterociclos fusionados, lo que permitié explorar la relacién entre la estructura del

ligante y su comportamiento espectroscépico.

Se logré la sintesis y optimizacién de nuevos heterobiciclos funcionalizados, lograndose obtener
una nueva familia de sondas fluorescentes usando como intermediario reactivo comun un
complejo n*vinilcetena estabilizada con hierro. Las modificaciones estructurales introducidas,
como la variacién de grupos coordinantes, resultaron clave para modular tanto la fluorescencia

como la selectividad frente a Fe(lll).

Se realizaron estudios detallados de UV-Visible y fluorescencia para determinar los maximos de
absorcion y emision, asi como los coeficientes de absortividad molar, desplazamientos de Stokes

y rendimientos cuanticos de las sondas sintetizadas.

Se llevaron a cabo pruebas de selectividad hacia varios iones metdlicos. Estos resultados
permitieron identificar a tres compuestos (5a, 5b y 5¢) con una respuesta 6ptica destacada frente
a Fe(lll). Lainteraccion entre las sondas y el ion Fe(lll) fue evaluada mediante gréficas de Jobs,
evidenciando una estequiometria mayormente 1:2 (metal:ligante) en las sondas 5a y 5c¢, y una

estequiometria 1:1 en la sonda 5b.

OH0 OHO OHO
| N7 | N/Q | N’\é
AN Z~g Z~s

5a 5b 5¢c

Figura 54 Estructura de las sondas fluorescentes selectivas a Fe(lll)

Se determind la constante de asociacion Ka utilizando el método de Benesi-Hildebrand, con el
que se calcularon las constantes de asociacion de las sondas con Fe(lll), evidenciando

diferencias significativas en la afinidad y eficiencia de deteccion entre los compuestos evaluados.

Se logré aislar y caracterizar el complejo formado entre la sonda 5a y Fe(lll). La caracterizacion

completa mediante espectrometria de masas, analisis elemental, IR lejano, EPR, UV-Visible y
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fluorescencia confirmé la formacion de un complejo 1:2 (metal:ligante) mediante una interaccién

a través de los &tomos de oxigeno.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo no solo aportan al entendimiento de las
relaciones estructura-propiedad en los sistemas fluorescentes presentados, sino que también
abren nuevas posibilidades para el desarrollo de nuevos heterociclos fusionados complejos

siguiendo una metodologia estandarizada.

7.1 Impactoy perspectivas

Este trabajo contribuye al disefio de sondas fluorescentes para la deteccidn selectiva de iones
metalicos, demostrando la viabilidad de sistemas heterobiciclicos modificados estructuralmente

como sensores o6pticos fluorescentes eficientes para la deteccién de Fe(lll).

Como perspectivas futuras, se sugiere extender la metodologia sintética para la obtencién de
otros tipos de heterociclos fusionados diferentes e incluso mas complejos, debido a la versatilidad
del método. Ademas, se puede evaluar la aplicacion de estas sondas en muestras reales y

sistemas biolégicos.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL
8.1 Equipos e instrumentos

Todos los compuestos se caracterizaron mediante espectros IR, registrados en un
espectrofotbmetro Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR y FT-IR NICOLET IS-50 Thermo Fischer
Scientific, ambos aparatos cuentan con un accesorio de polarizacién ATR y todos los datos se
expresan en nimeros de onda ( cm™). Los espectros de RMN se midieron en un espectrémetro
Bruker Avance 300, a una frecuencia de operacion de 300 MHz para H y 75 MHz para *C,
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y CDCl; como disolvente; Los valores

de los cambios quimicos se dan en partes por millén (ppm), en relacién con TMS.

Los andlisis de espectrometria de masas se obtuvieron en un equipo JEOL SX102A (El+y FAB+)
y en un equipo AccuTOF JMS-T100LC (DART), los valores de las sefales se expresan en
unidades de masa/carga (m/z), seguido de la intensidad relativa con referencia a un pico base
del 100%.

El pH correspondiente se obtuvo con un potenciometro Thermo Scientific Orion Versa Star

Advanced Electrochemistry Meter.

Los puntos de fusion se obtuvieron en un aparato de punto de fusién Stuart SMP10 y no estan

corregidos.

Los espectros de absorcion UV-Vis se registraron a 298 K en un espectrofotometro UV-Vis Agilent
con una resolucién de 1 nm con una precisién de longitud de onda <+ 0.5 nm y una precision
fotométrica <+ 0.005 A a 1,2. Se utilizaron células de cuarzo (longitud de paso 10 mm, volumen

de 3 mL) usando los parametros indicados en la Tabla 30.

Tabla 30 Pardmetros seleccionados para la obtencion de datos de UV-Visible

Pardmetros Datos
Instrumento Cary 100
Inicio (nm) 700
Final (nm) 200
Modo de haz Doble
Tipo de linea base Correccion por disolvente
Tasa de escaneo (nm/min) 600
Intervalo de datos (nm) 1
Tipo de suavizado Sin suavizado

151



La espectroscopia de fluorescencia se realizdé con un fluorimetro Agilent Cary Eclipse, con una
precision de longitud de onda de +0,5 nm y una relacion sefial-ruido de 550/1. Las celdas
utilizadas son de cuarzo con un camino 6ptico de 10 mm y un volumen de 3 mL. Los espectros

de fluorescencia se obtuvieron usando los parametros indicados en la Tabla 31.

Tabla 31 Parametros seleccionados para la obtencién de datos de fluorescencia

Pardmetros Datos
Instrumento CaryEclipse

Inicio (nm) 30 mas de la longitud de onda de excitacion
Final (nm) 700

Longitud de onda

de excitacion (nm) Depende de cada compuesto

Slit de excitacion (nm) 5
Slit de emisiéon (nm) 5
Tasa de escaneo (nm/min) 600
Intervalo de datos (nm) 1
Tipo de suavizado Moving average
Voltaje (V) (600 0 620)

Espectroscopia EPR (banda X). Las mediciones se realizaron en un tubo de cuarzo a 77 K en
soluciéon de acetona, utilizando un espectrometro Jeol JES-TE300 que opera en modo Banda X
a una frecuencia de modulacién de 100 kHz y una cavidad cilindrica en el modo TEO11. La
calibracion externa del campo magnético se realizé utilizando un gaussimetro de precision Jeol
ES-FC5 con un contador de frecuencia de microondas 5350B HP. La adquisicion espectral, las
manipulaciones y la simulacién se realizaron utilizando el software ES-PRITS-TE. Los espectros
de EPR se registraron como primera derivada y se calcularon los parametros principales, como

los valores del factor g.
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8.2 Sintesis y caracterizacion de compuestos

8.2.1 Sintesis de la fuente de hierro Fez(CO)q
En un Schlenk de 500 mL se agregaron 50 mL de Fe(CO)s (1 eq.) y 348 mL de acido acético
glacial (16 eq.) colocandose en agitacion y llevandose a un sito fuera de laboratorio bajo la luz
del sol, todo el dia durante 5 dias. Al final de cada dia, se filtr6 la mezcla, obteniendo Fe,(CO)q

como producto solido con un rendimiento maximo del 70 %.

8.2.2 Sintesis de las cetonas a,B-insaturadas
En un matraz bola de 100 mL de agregaron 0.2 mmol de LiOH*H>O (10 % mol) y se disolvieron
en 3 mL de etanol por 15 minutos. Posteriormente, se agregaron 30 mL de éter etilico y
adicionaron 2 mmol de la correspondiente metoxiacetofenona y 2.2 mmol del 2-
piridincarboxaldehido. La reaccion se monitore6 por CCF hasta que se observo la desaparicion
del 2-piridincarboxaldehido, en un tiempo de entre 3 a 5 horas. La mezcla de reaccion se filtré en
una columna de percolacién con celita y el disolvente fue removido por destilacién a presion
reducida. Finalmente, el compuesto se purificé por cromatografia en columna usando como fase
estacionaria gel de silice y como fase mavil variaciones de hexano-acetato de etilo (95:5 a 80:20

vIv).

(E)-1-(2-Metoxifenil)-3-(2-piridinil)-2-propen-1-ona (1a)

15

No o Sélido beige. Rendimiento (90 %). P.F. 72 °C. IR (cm™) 1663
1 MM (C=0), 1577 (Csp=H) H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): & 8.65
s C ul s (@ 1H, H14), 7.82 (d, 1H, HY), 7.71 (¢, 1H, H12), 7.63 (m, 1H,

? “  Ha),7.63 (M, 1H, H4), 7.60 (d, 1H, H8), 7.47 (m, 2H, H2, H11),
7.25 (t, 1H, H3), 7.01 (M, 2H, H1, H13), 3.90 (s, 3H, H15). 3C RMN (75 MHz, CDCls,
ppm): & 193.1 (C-7), 158.3 (C-6), 153.7 (C-10), 150.1 (C-14), 141.6 (C-9), 136.7 (C12),
133.1 (C-2), 130.5 (C-8), 130.4 (C-4), 129.0 (C-5), 124.6 (C-3), 124.1 (C-11), 120.7 (C-

13), 111.6 (C-1), 55.8 (C-15). EM-AR (FAB*) m/z para C1sH13NO2: calculado 239.0946,
experimental 240.1026 [M* + 1].
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(E)-1-(4-Metoxifenil)-3-(2-piridinil)-2-propen-1-ona (1c)

, Solido amarillo claro. Rendimiento (53 %). P.F. 68 °C. IR
3
2 LN NGz (cm) 1659 (C=0), 1584 (Csp-H) *H RMN (300 MHz, CDCls,

Ko T 2" ppm): 8.69 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H12), 8.16-8.10 (m, 3H, H2,

H7), 7.77 (d, J = 15.7 Hz, 1H, H6), 7.73 (t, J = 7.7 Hz, 1H,
H10), 7.47 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H9), 7.29 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H11), 6.98 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
H3), 3.88 (s, 3H, H13). 13C RMN (75 MHz, CDCl5) 5 (ppm): 188.7, 163.7, 153.4, 150.2,
142.0, 137.0, 131.2, 130.9, 125.5, 125.5, 124.4, 113.9, 55.6. EM-AR (FAB*) m/z para

C15H13NO2: calculado 239.0946, experimental 240.1026 [M* + 1].46

Para la obtencion del compuesto 1d, se llevé a cabo una modificacién del método de sintesis. En
este caso, se usé NaOH al 20 % como base, la cual fue disuelta en 40 mL de una mezcla
agua:etanol 1:1 para posteriormente agregar 2 equivalente de piridina y colocarse en bafio de
hielo. Una vez fria la solucion, se adicionaron 0.002 mol de 2'-metoxiacetofenona, y
posteriormente se agregaron muy lentamente y en solido 0.003 mol de benzotiazol-2-
caboxaldehido. Se mantuvo la reaccién en frio por una hora y se después se colocé a temperatura
ambiente. La reaccién se monitore6 por CCF hasta que se observé la desaparicion del
benzotiazol-2-caboxaldehido, en un tiempo de 2 horas. La mezcla de reaccion se filtr6 en una
columna de percolacién con celita y el disolvente fue removido por destilacién a presion reducida.
Finalmente, el compuesto se purificé por cromatografia en columna usando como fase

estacionaria gel de silice y como fase mévil hexano-acetato de etilo (98:2 v/v).

(E)-3-(Benzold]tiazolo-2-il)-1-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1d)

8\0 . Sélido amarillo. Rendimiento (60 %). P..F. 81 °C. IR (cm)

, N 1661 (C=0), 1601 (Csp>-H) (*H RMN (300 MHz, CDCls, ppm):
IR " ¥R\, 8807 (d J=7.8 Hz, 1H, H13), 7.89 (d, J=7.8 Hz, 1H, H16),
e "16 1514 7.82 (d, J=15.9 Hz, 1H, H10), 7.73 (d, J=15.9 Hz, 1H, H9),

7.69 (dd, 1H, H3), 7.48 (m, 3H, H5, H14, H15), 7.04 (m, 2H, H4, H6), 3.94 (s, 3H, H8).
13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): & 191.51 (C-1), 164.76 (C-11), 158.60 (C-7), 154.07 (C-
12), 135.17 (C-17), 134.47 (C-5), 134.19 (C-3), 133.85 (C-10), 130.74 (C-9), 128.13 (C-
2), 126.74 (C-14), 126.46 (C-4), 123.92 (C-15), 121.75 (C-13), 120.96 (C-16), 111.70 (C-
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6), 55.81 (C-8). EM-AR (ESI) m/z for C17H13NO-.S: calculado 295.0667, experimental
296.07377 [M* + 1].

8.2.3 Sintesis de los complejos n?-vinilcetona [Fe(CO)4]
En un matraz bola de 50 mL se agregaron 2 mmol de la correspondiente cetona a,B-insaturada y
se colocé en atmdsfera de argén. Posteriormente, se agregaron 30 mL de diclorometano anhidro
y se coloc6 en agitacion en un tiempo variable de 3 a 6 horas. La reaccion se siguio por CCF
hasta observar la desaparicion casi completa de la cetona a,B-insaturada sin coordinar. El crudo
de reaccion se filtr6 en una columna de percolacion con celita y el disolvente fue removido por

destilacion a presion reducida.

Finalmente, el compuesto se purific6 por cromatografia en columna usando como fase

estacionaria gel de silice y como fase movil hexano-acetato de etilo (80:20 v/v).
n?-[ (2E)-1-(2-Metoxifenil)-3-(2-piridinil)-2-propen-1-ona] tetracarbonilhierro (0) (2a)

16 . : - 0 o .
15\0 o Fe(CO)s Solido naranja. Rendimiento (84 %). M.P. 80 °C (desc). IR (cm

B! 1240 Nerg 1): 2092, 2066, 2014, 1976 (M-C =0), 1641 (C=0) H RMN (300
zmm MHz, CDCls, ppm): & 13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): & 207.03

3 2 (C-16), 196.13 (C-7), 161.78 (C-10), 158.15 (C-6), 148.99 (C-
14), 136.46 (C-12), 133.21 (C-2), 130.82 (C-4), 128.16 (C-5), 122.89 (C-11), 121.00 (C-

13), 120.70 (C-3), 111.54 (C-1), 57.81 (C-8), 56.58 (C-15), 55.45 (C-9). EM (ESI*) m/z
para C19H13NOsFe: calculado 407.0092, experimental 407.90.

n?-[(E)-3-(Benzo[d]tiazol-2-il)-1-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona] tetracarbonilhierro (0).
(2d)

8

18 Sdlido naranja. Rendimiento (71 %). P.F. 67 °C (desc).
No 190 /Fe(CO)4
Y . ANJLN

2 1

IR (cm-1): 2101, 2070, 2029 y 1989 (M-C =0), 1628 (C=0) H

6 0Ny >
T "1 2 ”14 RMN (300 MHz, CDCls, ppm): 5 7.94 (m, 1H, H13), 7.81 (m,
4 "N=/_" 2H, H3, H16), 7.54 (t, 1H, H5), 7.36 (m, 2H, H14, H15), 7.05
(m, 2H, H4, H6), 5.43 (d, J=10.8 Hz, 1H, H10), 5.13 (d, J=10.8 Hz, 1H, H9), 4.07 (s, 3H,

H8). 13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): & 205.80 (C-18), 195.68 (C-1), 173.45 (C-11),
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158.32 (C-7), 153.10 (C-12), 135.22 (C-17), 133.68 (C-5), 131.05 (C-3), 128.99 (C-2),
126.20 (C-14), 124.61 (C-4), 122.31 (C-15), 121.47 (C-13), 120.89 (C-16), 111.60 (C-6),
55.64 (C-8), 55.49 (C-9), 49.36 (C-10). EM (ESI*) m/z para C22H13NOsFe: calculado
462.9813, experimental 463.98.

8.2.4 Sintesis de los complejos n*vinilcetena [Fe(CO)s]
En un matraz bola de 50 mL se agregaron 0.0015 mol del correspondiente complejo n?-vinilcetona
[Fe(CO)4] y se coloc6 en atmoésfera de argon. Posteriormente, se agregaron 30 mL de
diclorometano anhidro y se colocé en un bafio de acetona con una sonda fria a -70 °C. Luego de
que la mezcla de reaccion alcanzé -70 °C, se agregd gota a gota 1.5 eq de MeLi y se dejé
reaccionar por media hora. Pasado el tiempo, se llevé a cabo un cambio de atmésfera de argon

a CO vy se dej6 subir la temperatura lentamente hasta temperatura ambiente.

La reaccion se retird luego de 4h después del cambio de atmdésfera. El crudo de reaccion se filtré
en una columna de percolacién con celita y el disolvente fue removido por destilacion a presion
reducida. Finalmente, el compuesto se purificé por cromatografia en columna usando como fase
estacionaria gel de silice y como fase mévil mezclas de hexano-diclorometano (50:50 a 30:70

vIv).

n*-[ (E)-2-(2-Metoxifenil)-4-(2-piridinil)-1,3-butadien-1-ona] tricarbonilhierro (0) (3a)

"o 17@ Fe(1(§30)3 Sélido amarillo. Rendimiento (70 %). P.F. 106 °C. IR (cm™):
6 SN 2061, 2046, 1983 (M-C =0), 1761 (C=C=0) *H RMN (300 MHz,
:m:: CDCls, ppm): 8 8.60 (m, 1H, H14), 7.31 (m, 8H, H1, H2, H3, H4,
3 2 H8, H12, H13, H14), 3.91 (s, 3H, H15), 3,18 (d, 1H, H9). 13C

RMN (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 157.72 (C-10), 149.82 (C-14), 136.62 (C-12), 133.22 (C-
5), 130.46 (C-2), 130.28 (C-4), 122.81 (C-3), 121.65 (C-13), 120.96 (C-11), 118.72 (C-6),
111.11 (C-1), 96.26 (C-8), 58.57 (C-9), 55.20 (C-15), 50.01 (C-7). EM (ESI*) m/z para
C19H13NOsFe: calculado 391.0143, experimental 391.70.
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n*-[(E)-4-(Benzo[d]tiazol-2-il)-2-(2-metoxifenil)buta-1,3-dien-1-ona] tricarbonilhierro (0).
(3d)

8 (o) 18
~ Il Fe(CO),

Q% /. N 2064, 2015 y 1983 (M-C =0), 1767 (C=C=0) *H RMN (300 MHz,
6@2)11\9/"’\(/ 1215 CDCly, ppm): 5 8.00 (d, J=8.1 Hz, 1H, H13), 7.85 (d, J=7.8 Hz,
N SF@” 1H, H16), 7.71 (dd, 1H, H3), 7.42 (m, 4H, H5, H9, H14, H15), 7.03

© T 1H, H4), 6.94 (d, J=8.4 Hz, 1H, HE), 3.94 (s, 3H, HB), 3.28 (d,
J=8.4 Hz, 1H, H10). *C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): & 230.61 (C-19), 169.12 (C-11), 157.94
(C-7), 153.80 (C-12), 134.98 (C-17), 130.78 (C-5), 130.49 (C-3), 126.52 (C-14), 125.10 (C-15),
122.77 (C-13), 121.65 (C-4), 121.10 (C-16), 117.45 (C-2), 111.24 (C-6), 96.15 (C-9), 55.28 (C-8),

50.83 (C-10), 50.12 (C-1). EM (ESI*) m/z para C21H13NOsSFe: calculado 446.9858, experimental
447.98.

Sélido amarillo. Rendimiento (59 %). M.P. 125 °C desc. IR (cm™):

8.2.5 Sintesis de los compuestos 4a, 4b, 4c y 4d.
En un matraz bola de 100 mL se colocaron 0.001 mol del correspondiente complejo n*-vinilcetena
[Fe(CO)s] y se agregaron 40 mL de tolueno. Este se colocé en una parrilla a reflujo con agitacion
constante por 1 hora y se dejo enfriar. Posteriormente, la mezcla de reaccion se pasé por en una
columna de percolacién con celita y el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El
crudo de reaccion fue purificado mediante placa semipreparativa de silice usando un sistema

hexano : acetato de etilo : diclorometano como fase movil.
3-(2-Metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona (4a)

16 Solido amarillo limén. Rendimiento (78 %). P.F. 141-142 °C.
I IR (cmt): 1648 (C=0), 1296 (C-O) '*H RMN (300 MHz, CDCls,
ppm): & 9.21 (d, 1H, H8), 7.80 (d, 1H, H2), 7.48 (m, 2H, H5, H13),
7.31 (m, 2H, H6, H14), 7.01 (m, 3H, H7, H11, H12), 6.71 (d, 1H,
H3), 3.81 (s, 3H, H16). 13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): d k157.14
(C-9), 157.07 (C-15), 141.96 (C-4), 138.91 (C-2), 131.68 (C-13), 128.83 (C-14), 128.81
(C-6), 127.72 (C-8), 126.89 (C-10), 125.32 (C-5), 120.58 (C-12), 118.24 (C-1), 114.87 (C-
7), 111.36 (C-11), 102.57 (C-3), 55.80 (C-16). EM-AR (ESI+) m/z for CisH13NO>:
calculado 251.0946, experimental 252.1142.09 [M* + 1].
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3-(2-Metoxifenil)-4H-quinolizin-4-ona (4b)

Liquido amarillo pdlido. Rendimiento (42 %). IR (cm™): 1625
(C=0), 1247 (C-0O) *H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): 6 9.21 (d, 1H,
H8), 7.80 (d, 1H, H2), 7.48 (m, 2H, H5, H13), 7.31 (m, 2H, H6, H14),
7.01 (m, 3H, H7, H11, H12), 6.71 (d, 1H, H3), 3.81 (s, 3H, H16).
13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): d k157.14 (C-9), 157.07 (C-15),
141.96 (C-4), 138.91 (C-2), 131.68 (C-13), 128.83 (C-14), 128.81 (C-6), 127.72 (C-8),
126.89 (C-10), 125.32 (C-5), 120.58 (C-12), 118.24 (C-1), 114.87 (C-7), 111.36 (C-11),
102.57 (C-3), 55.80 (C-16). EM-AR (ESI+) m/z para CisH13NO2: calculado 251.0946,
experimental 252.1142.09 [M* + 1].

2-(2-Metoxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona (4d)

18 Solido verde palido. (59 %). M. P. 175 °C desc. IR (cm): 1639
| (C=0), 1521 (Csp-H) H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): 5 9.36
(d, J=9.6 Hz, 1H, H15), 7.61 (m, 1H, H12), 7.54 (d, J=7.5 Hz,
1H, H8), 7.43 (m, 3H, H4, H13, H14), 7.35 (t, 1H, H2), 7.03 (m,
2H, H3, H9), 6.69 (d, J=7.8 Hz, 1H, H1), 3.81 (s, 3H, H18). 13C
RMN (75 MHz, CDCls, ppm): & 161.67 (C-17), 157.25 (C-6), 144.86 (C-10), 139.09 (C-
16), 137.97 (C-8), 131.56 (C-2), 129.09 (C-4), 126.56 (C-14), 126.28 (C-12), 126.18 (C-
5), 125.92 (C-11), 122.70 (C-7), 121.32 (C-3), 121.01 (C-13), 120.56 (C-15), 111.33 (C-
1), 99.56 (C-9), 55.84 (C-18). EM-AR (ESI+) m/z para C17H11NO,S: calculado 307.0667,
experimental 308.07493 [M* + 1].

1-Yodo-3-fenil-4H-quinolizin-4-ona (4f)

Solido verde claro. (70 %). M. P. 175 °C desc. IR (cm™): 1618 (C=0)
IH RMN (300 MHz, CDCls, ppm): 8 9.29 (d, 1H, H5), 8.26 (s, 1H,
H2), 7.88 (d, 1H, H8), 7.80 (d, 1H, H11), 7.44 (m, 2H, H12, H13),
7.34 (t, 1H, H7) 7.08 (t, 1H, H6), 3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm):
5 156.94 (C-4), 146.22 (C-2), 140.64 (C-9), 136.46 (C-10), 131.78 (C-5), 129.14 (C-7),
129 (C-13), 128.72 (C-12), 128.38 (C-11), 127.58 (C-8), 121.87 (C-3), 115.65 (C-6), 64.67
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(C-1). EM-AR (ESI+) m/z para Ci1sH10INO: calculado 346.9807, experimental 347.9886
[M* + 1].

8.2.6 Sintesis de los ligantes 5a, 5b y 5c.
En un matraz bola de 10 mL se colocaron 0.0002 mol de los correspondientes
compuestos 4a, 4c o 4e y se adicionaron 5 mL de HBr al 48 %. La reaccion se coloco a
reflujo por 8 horas. Una vez transcurrido el tiempo, el matraz se coloc6 en un bafio de
hielo y se neutralizé la mezcla de reaccion, usando primero una solucion de NaOH al 20
% m/v y posteriormente una solucion saturada de Na,COs. Posteriormente, se llevo a
cabo una extraccion liquido-liqguido usando como fase orgénica acetato de etilo. El
disolvente se retir6 por destilacion a presion reducida y la mezcla de reaccion fue
purificada haciendo uso de una placa semipreparativa de silice, usando un sistemas de

disolventes hexano : acetato de etilo : acetonitrilo como fase mavil.
3-(2-Hidroxifenil)-4H-quinolizin-4-ona (5a)

Solido verde nedn. Rendimiento (86 %). P.F. 165-167 °C. IR (cm"
1): 1613 (C=0), 1476 (Csp>-H) H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): &
9.69 (s, 1H, H16), 9.38 (d, 1H, H5), 8.04 (d, 1H, H2), 7.65 (d, 1H,
H8), 7.50 (t, 1H, H13), 7.34 (m, 2H, H6, H11), 7.23 (t, 1H, H12),
7.11 (d, 1H, H14), 7.01 (m, 2H, H1, H7). 13C RMN (75 MHz, CDCl3, ppm): 8 156.93 (C-4),
156.51 (C-15), 141.39 (C-9), 139.51 (C-2), 130.70 (C-13), 129.92 (C-7), 129.36 (C-8),
127.68 (C-11), 125.73 (C-3), 125.38 (C-5), 120.58 (C-12), 120.47 (C-10), 119.74 (C-14),
116.96 (C-1), 106.41 (C-6). EM-AR (ESI+) m/z para C15sH11NO2: calculado 237.0789,
experimental 238.08647 [M* + 1].
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2-(2-Hidroxifenil)-1H-benzo[4,5]tiazolo[3,2-a]piridin-1-ona (5b)

Amarillo palido. Rendimiento. (58 %). P.F. 207 °C. IR (cm™):
1616 (C=0), 1513 (Csp?-H) H RMN (300 MHz, CDCls, ppm):
5 9.48 (d, J=10.2 Hz, 1H, H15), 9.25 (s, 1H, H18), 7.83 (d,
J=8.1 Hz, 1H, H8), 7.73 (m, 1H, H12), 7.56 (m, 2H, H10, H4),
7.35 (m, 2H, H9, H2), 7.14 (dd, J=8.1 Hz, 1H, H1), 7.03 (t, 1H,
H3), 6.99 (d, J=7.8 Hz, 1H, H9). 3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm): d 162.65 (C-17), 156.06
(C-6), 145.76 (C-10), 139.48 (C-8), 138.47 (C-16), 130.76 (C-2), 129.59 (C-14), 127.53
(C-9), 126.77 (C-12), 126.56 (C-11), 125.31 (C-7), 124.53 (C-5), 121.83 (C-13), 121.68
(C-3), 120.77 (C-15), 119.67 (C-1), 102.51 (C-9). AR-MS (ESI+) m/z para C17H11NO>S:
calculado 293.0510, experimental 294.05815 [M* + 1].

6-(2-Hidroxifenil)-3-metil-5H-tiazolo[3,2-a]piridin-5-ona (5¢)

Amarillo palido. Rendimiento. (80 %). P.F. 186-187 °C. IR (cm™Y):
1618 (C=0), 1504 (Csp?-H) 'H RMN (300 MHz, CDCls, ppm): d
9.33 (s, 1H, H15), 7.73 (d, J=8.1 Hz, 1H, H2), 7.30 (m, 2H, H12,
H10), 7.08 (d, J=7.2 Hz, 1H, H13), 6.99 (t, 1H, H11), 6.91 (d, J=8.1
Hz, 1H, H1), 6.60 (s, 1H, H7), 3.00 (s, 3H, H8). 3C RMN (75 MHz,
CDCls, ppm): & 162.40 (C-4), 156.08 (C-14), 149.56 (C-5), 139.87 (C-6), 139.56 (C-2),
130.60 (C-10), 129.19 (C-12), 125.59 (C-9), 122.05 (C-3), 120.56 (C-11), 119.58 (C-13),
108.68 (C-7), 102.68 (C-1), 19.33 (C-8). EM-AR (ESI+) m/z para C14H11NO,S: calculado
257.3070, experimental 258.05760 [M* + 1].
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8.3 Caracterizacion espectroscopica

Para realizar las mediciones de los espectros de UV-Visible y fluorescencia, se prepararon las
muestras de la siguiente manera. Para cada uno de los compuestos fluorescentes sintetizados
(Péagina 98, Figura 46) se prepararon disoluciones madre de concentracién 1 mM en diferentes
disolventes. Los espectros de absorcidon se obtuvieron en el intervalo de 700 a 200 nm,

corrigiendo la linea base con respecto al disolvente utilizado.

Para las mediciones de fluorescencia, se realizaron diluciones a partir de las correspondientes
disoluciones madre para cada una de las sondas fluorescentes obtenidas. La concentracion de
estas disoluciones varié segun la intensidad de fluorescencia de cada compuesto. La longitud de
onda de excitacién para las mediciones de fluorescencia se seleccioné a partir de los maximos

de absorcion correspondientes a cada compuesto.

Rendimientos cuanticos. Todas las mediciones se llevaron a cabo bajo condiciones controladas
de temperatura y concentracion, asegurando una absorcién menor a 0.1 unidades de absorbancia
en la longitud de onda de excitacién, para evitar fendbmenos de auto absorcién o emision

reabsorbida.

El estandar empleado fue el sulfato de quinina, usando como disolvente acido sulfarico 0.1 M, el
cual tiene un rendimiento cuantico reportado en la literatura de 0.54 y un rango de emision de
400-600 nm.'* El indice de refraccion reportado para una solucién 0.1 M de acido sulftrico es

de 1.33, mientras que el reportado para el sistema DMSO:H,0 1:1 es de 1.407.102

Estudios de selectividad. Las soluciones de las sondas fluorescentes se prepararon disolviendo
una cantidad especifica de cada compuesto en el sistema DMSO:H,O 1:1 para obtener una
disolucién madre de concentracibn 1ImM. En algunos casos fue necesario hacer una siguiente
dilucion, preparando nuevas disoluciones a partir de la disolucion madre con concentraciones
entre 0.1y 0.5 mM. Por otro lado, las soluciones de los analitos (Zn?*, Ni?*, Cr3*, Cd®", Fe®*, Mg?",

etc.) se prepararon a una concentracion de 10mM también en un sistema DMSO:H,0 1:1.

Los estudios de selectividad se realizaron afiadiendo 10 equivalentes del ion a estudiar a
disoluciones de cada sonda fluorescente a concentracidn constante. Tras cada adicion, la
disolucion resultante fue monitoreada mediante espectroscopia de fluorescencia, midiendo

inicialmente el ligante libre como referencia. Para asegurar la reproducibilidad de los resultados,

101 W. H. Melhuish, J. Phys. Chem. 1961, 65, 229-235
102 R, G. LeBEL, A. I. Goring., J. Chem. Eng. Data. 1962, 7, 100-101.
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las mediciones se llevaron a cabo por triplicado para cada ion. En la literatura hay varios trabajos
gue reportan la unién de sondas fluorescentes a ciertos aniones, por lo que se llevé a cabo el
estudio de selectividad también hacia los iones I, OH, Br, NOg’, F-, Cl, CN, CH3;COO" y HPO.?.

Se mantuvo una temperatura constante de 25 °C y un pH de 7.4, ajustado mediante el buffer
MOPS. Las muestras se irradiaron a una longitud de onda especifica para cada compuesto (en
la que se obtuvo la maxima respuesta de fluorescencia), como se muestra en la Pagina 109 Tabla
23.
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We describe the design, synthesis and studies of a new Fe(Ill)-selective fluorescent chemosensor in aqueous
media based on a 4H-quinolizin-4-one (4b). This chemosensor exhibits high sensitivity and selectivity for the
detection of Fe(III) in aqueous mixtures in the micromolar concentration range as well as in the presence of other
common interfering metal ions, making it a promising tool for the detection of Fe(III) with a limit of detection
(LOD) of 13.15 pM in binary solvents DMSO/water, 1:1. Furthermore, this chemoreceptor exhibits a linear and
stable fluorescent response over a range of 0 to 12 iM of Fe(IIT), with high affinity (3.13 x 10° M%), which allows

the quantitative determination of this metal ion. These results allow to envisage potential applications for the
detection of Fe(IlI) in the diagnosis various of ferric-related diseases.

1. Introduction

The selective and sensitive detection of metal ions in aqueous solu-
tions or biocompatible organic solvents is of great relevance due to their
wide range of applications in biological and environmental processes
[11. In particular, Fe(III) is an important metal ion in biology, since it is
involved in a wide variety of biochemical processes, including oxygen
transport [2], DNA synthesis, and energy production in cells [3]. Hence,
the selective and sensitive detection of this metal is essential for both
fundamental and applied research [4]. One of the principal challenges in
the detection of Fe(lIl), involves the common interferences with other
metals as many of the available chemosensors show low selectivity for
the particular cation. Another common limitation in the quantification
of Fe(III) is a high Limit of Detection (LOD). The ability of a chemosensor
to distinguish between Fe(II) and Fe(Ill) is particularly important in
biological and medical studies, where the balance and interconversion
of these iron oxidation states are closely related to cellular functions,
metabolism, and diseases such as anemia, Parkinson’s disease and dia-
betes [5]. However, many of the chemosensors developed for the
detection of Fe(Ill) have a significant limitation in their ability to
effectively differentiate between Fe(IIl) and Fe(Il). This lack of specific

* Corresponding author.
E-mail address: carmen.ortega@nucleares.unam.mx (M.C. Ortega-Alfaro).

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2024.140753

selectivity is often due to the chemical and structural similarity between
these two iron oxidation states, which can result in indistinguishable
signals when both ions are present in a sample [6]. An interesting
approach to solve this drawback is to use a fluorescence molecular re-
ceptor that gives a selective and a sensitive response even in the pres-
ence of different metal cations, along with good LOD values [7,8].
Likewise, the paramagnetic nature of Fe(IIl) has made that most Fe(III)
sensors are based on a fluorescence quenching mechanism as the main
detection tool (Fig. 1).

On the other hand, heterocyclic compounds with a ring-junction
nitrogen atom are interesting organic frameworks because of their bio-
logical and pharmaceutical properties [9]. For instance, the 4H-quino-
lizin-4-one derivatives (Fig. 2) display interesting biological properties
as acetylcholine-muscarinic (M1) receptor inhibitors, related to schizo-
phrenia and Alzheimer’s disease [10]. These derivatives also act as
phosphoinositide-3-kinase (PI3K3) enzyme inhibitors involved in B-cell
proliferative disorders [11], antibacterial agents [12], prospective HIV
integrase inhibitors, [13] and for the potential treatment of spinal
muscular atrophy [14]. Likewise, some of them exhibit luminescent
properties, highlighting their use as fluorescent contrast dyes for 3D
imaging [15]. However, the exploitation of these heterocyclic
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compounds in cation sensing remains largely unexplored.

The synthetic methodologies for obtaining the core of a 4H-quino-
lizin-4-one often involve multistep synthetic routes and the use of hard
reaction conditions [16]. Recently, some interesting synthetic ap-
proaches have appeared in the literature to prepare this interesting
heterocyclic ring [16b-gl. In this regard, our group has reported a
method for the synthesis of 4H-quinolizin-4-ones using a Fe
(0)-stabilized vinyl ketene complex as a key intermediate [17]. As
these compounds exhibited fluorescence properties, we realized that this
heterocyclic scaffold can be properly functionalized for obtaining an [O,
0] chelating ligand for the detection of oxyphilic metal ions such as Fe
(IID. The structural design of this 4H-quinolizin-4-one will also ensures
its applicability in aqueous conditions, increasing its potential use in a
broad range of sensing applications. Thus, the synthesis of this target
compound can be easily accomplished using our methodology based on
the q"-vi.nylketene [Fe(CO);] complex (A), that under thermal condi-
tions undergoes an aza-cyclization (Fig. 3).

2. Materials and methods
All operations were carried out under an inert atmosphere of argon

gas using standard Schlenk techniques. Column chromatography was
performed using 70-230 mesh silica gel. All reagents and solvents were

Journal of Molecular Structure 1324 (2025) 140753

obtained from commercial suppliers and used without further purifica-
tion. NMR spectra were measured with a Bruker Avance III at 300 MHz
for 'H, and 75 MHz for '*C{1H} using CDCl; as a solvent. Chemical
shifts are in ppm (8), relative to TMS. All compounds were characterized
by IR spectra recorded on a Perkin-Elmer Spectrum 100 FT—IR and/or
FT-IR NICOLET 18-50 Thermo Fischer Scientific spectrophotometers.
Both apparatuses are equipped with an ATR accessory, and all data are
expressed in wave numbers (cm ™ !). Melting points were obtained using
a Stuart Melting Point Apparatus SMP10 and are uncorrected. HR-MS
measurements were carried out on a Waters Micromass Q-TOF Pre-
mier instrument equipped with an orthogonal Z-spray ESI interface. MS-
DART spectra were acquired on an AccuTOF JMS-T100LC; the values of
the signals are expressed in mass/charge units (m/z).

UV-Vis absorption spectra were recorded at 298 K on an Agilent Cary
100 UV-Vis spectrophotometer with a resolution of 1 nm with a wave-
length precision lesser than + 0.5 nm and a photometric precision lesser
than + 0.005 A. Quartz cells were used (path length 10 mm, 3 mL vol-
ume), using spectrophotometric grade solvents purchased from Sigma-
Aldrich Co. Fluorescence spectroscopy was performed with an Agilent
Cary Eclipse fluorimeter, with a wavelength accuracy of +0.5nm and a
signal-noise ratio of 550/1.

EPR (X-band) spectroscopy measurements were carried out in a
quartz tube at 77 K in acetone solution, using a Jeol JES-TE300
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Fig. 1. Examples of some Fe(IlI) selective molecular receptors which exhibit fluorescence turn-off response reported in the literature [7,3].
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spectrometer operating in X-Band fashions at 100 kHz modulation fre-
quency and a cylindrical cavity in the mode TEO11. The external cali-
bration of the magnetic field was performed using a Jeol ES-FC5
precision gaussmeter with a 5350B HP microwave frequency counter.
Spectral acquisition, manipulations and simulations were performed
using the ES-PRITS-TE software. EPR spectra were recorded as the first
derivative and the main parameters, such as g-factor values, were
calculated.

2.1. Fluorescence quantum yield

The fluorescence quantum yield of the examined compounds was
determined using the gradient method, described by Williams et al [18].
This method compares the fluorescence intensity, measured as the area
under the curve of the fluorescence spectrum, and that measured in the
same way, of a reference solution with known quantum yield (®). As
the number of photons absorbed by the sample and the reference may be
different, a correction must be made by considering the absorbance of
both species at their corresponding excitation wavelengths using the
same equipment, under identical conditions. In this way, the fluores-
cence quantum yield is determined by the following equation.

my\ [ ny\?
Oy =D — ) [ — ) .
= oa(n) G2

where @y is the quantum yield of the analyte, my is the slope of the curve
constructed by plotting the area under the curve of the emission spec-
trum as a function of absorbance at the excitation wavelength, and nx
and nyf are the corresponding refraction index of the solvents used. For
the determination of the quantum yield, the excitation wavelength was
chosen so that the absorbance is less than 0.05. Thus, the following re-
sults were obtained from the data shown in Figures $26 to S37 (sup-
porting information).
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Fig. 3. Design of a fluorescent chemosensor inspired on a 4H-quinolizin-4-ones.

2.2. Synthesis of intermediates 1-3 and fluorescent chemosensors 4a-b.
(Spectroscopic data and copies of spectra are included in the ESI)

Compound 1: In a 50 mL round-bottom flask, 0.552 mL (4.0 mmol) of
2-methoxy acetophenone and 0.418 mL (4.4 mmol) of 2-pyridinecarbox-
aldehyde were dissolved in a solution of diethyl ether/EtOH (30 mL;
ratio ethyl ether: EtOH equal to 10:1, v/v) and treated with LiOHeH,O
(10 % mol) under constant magnetic stirring at room temperature
(~20-25 °C) until the starting material was consumed. After comple-
tion of the reaction (4 h), the mixture was filtered through a neutral
alumina/celite column (about 5 em each phase) and the solvent was
evaporated under reduced pressure using a rotary evaporator. The crude
obtained was purified by column chromatography over silica gel using a
hexane/ethyl acetate system (80:20, v/v) as eluent to afford 860.4 mg of
1 as a beige solid in 90 % of yield. m.p. 72 °C. IR (em™) 1663 (C=0),
1577 (Csp>-H) (*H NMR (300 MHz, CDCl5, ppm): & 8.65 (d, 1H, H14),
7.82(d, 1H, H9), 7.71 (t, 1H, H12), 7.63 (m, 1H, H4), 7.60 (d, 1H, H8),
7.47 (m, 2H, H2, H11), 7.25 (t, 1H, H3), 7.01 (m, 2H, H1, H13), 3.90 (s,
3H, H15). *C NMR (75 MHz, CDCls, ppm): & 193.1 (C-7), 158.3 (C-6),
153.7 (C-10), 150.1 (C-14), 141.6 (C-9), 136.7 (C12), 133.1 (C-2), 130.5
(C-8), 130.4 (C-4), 129.0 (C-5), 124.6 (C-3), 124.1 (C-11), 120.7 (C-13),
111.6 (C-1), 55.8 (C-15). MS-DART m/z: 240 [M'+1]. HR-MS (ESI")
m/z for C;5H; 4NO,: calculated 240.1025, found 240.1015 [M" + 1].

Compound 2: In a 50 mL dried round-bottom flask, a solution of 1
(239 mg, 1 mmol) in 30 mL of anhydrous CH,Cl, was treated with
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Fig. 2. Representative examples of 4H-quinolizin-4-one derivatives.
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Fe,(CO)y (1.5 mmol) under inert atmosphere and magnetic stirring at
room temperature (—~20—25 °C). After 4 h, the reaction mixture was
filtered through a neutral alumina/celite column (about 5 em each
phase) and the solvent was evaporated under reduced pressure using a
rotary evaporator. The reaction mixture was purified by silica gel col-
umn chromatography using hexane/ethyl acetate (95:5, v/v) as eluent,
yielding 2 in 84 % of yield (342.6 mg) as an orange solid. m.p. 80 °C
(deso). IR (em™): 2092, 2066, 2014, 1976 (M-C =0), 1641 (C=0) ‘H
NMR (300 MHz, CDCls, ppm): & 8.36 (d, 1H, H14), 7.92 (m, 1H, H4),
7.39 (m, 6H, H1, H2, H3, H11, H12, H13), 5.43 (d, 1H, H9), 5.03 (d, 1H,
H8), 4.04 (s, 3H, H15) **C NMR (75 MHz, CDCls, ppm): & 207.0 (C-16),
196.1 (C-7), 161.8 (C-10), 158.1 (C-6), 149.0 (C-14), 136.5 (C-12),
133.2 (C-2), 130.8(C-4),128.2 (C-5), 122.9(C-11), 121.0(C-13), 120.7
(C-3), 111.5 (C-1), 57.8 (C-8), 56.6 (C-15), 55.4 (C-9). MS-ESI'" m/z (%
ar): 407.9 [M'] (100), 379 [M'-CO] (25). HR-MS (ESI") m/z for
Cy9H;3NOgFe: calculated 407.0092, found 407.90.

Compound 3: In a 50 mL dried round-bottom flask, 1.1 mL of MeLi
(1.2 equiv, 1.6 M) was added dropwise to a solution of 2 (600 mg, 1.47
mmol) in anhydrous dichloromethane (30 mL) at —78 °C, under an inert
atmosphere. The reaction mixture was stirred for 30 minutes before
proceeding to exchange the inert atmosphere for CO at atmospheric
pressure. The mixture was stirred for another 30 minutes at —78 °C and
afterwards, the temperature was allowed to rise slowly to room tem-
perature until 4 h had elapsed. After the reaction was complete, the
crude product was filtered through a celite column (5 cm), and the
solvent was evaporated under reduced pressure using a rotary evapo-
rator. The reaction mixture was purified by chromatography on a flash
column over silica gel, using hexane/ dichloromethane (5:5, v/v) as
eluent, giving 404 mg of 3 as a yellow crystalline solid with a yield of 70
%. m.p. 106 °C. IR (cm™): 2061, 2046, 1983 (M-C =0), 1761 (C=C=0)
'H NMR (300 MHz, CDCls, ppm): 8 8.60 (m, 1H, H14), 7.69 (d, 1H, H4),
7.60 (t, 1H, H12), 7.39 (m, 2H, H8, H2), 7.23 (m, 1H, H11), 7.14 (t, 1H,
H3), 7.01 (t, 1H, H13), 6.93 (1H, H1), 3.91 (s, 3H, H15), 3,18 (d, 1H,
H9). 13C NMR (75 MHz, CDCL;, ppm): § 157.7 (C-10), 149.8 (C-14),
136.6 (C-12), 133.2 (C-5), 130.5 (C-2), 130.3 (C-4), 122.8 (C-3), 121.6
(C-13), 121.0 (C-11), 118.7 (C-6), 111.1 (C-1), 96.3 (C-8), 58.6 (C-9),
55.2 (C-15), 50.0 (C-7). MS-ESI' m/z: 391.7 [M+], 307.8 [M+-3(CO)].
HR-MS (ESI') m/z for C,gH;3NOsFe: calculated 391.0143, found
391.70.

Compound 4a: In a 25 mL round-bottom flask, a solution of 3 (600
mg, 1.5 mmol) in 40 mL of anhydrous toluene was refluxed for 4 h. After
the reaction was complete, the crude product was filtered off through a
celite column (5 em) and the solvent was evaporated under reduced
pressure using a rotary evaporator. The reaction mixture was purified by
chromatography on a silica gel column, using hexane/ethyl acetate (5:5,
v/v) as eluent. Compound 4a was obtained as a yellow-green solid with
a yield of 78 % (295 mg). Lemon yellow solid. m.p. 141-142 °C. IR (cm’
1): 1648 (C=0), 1296 (C-O) 'H NMR (300 MHz, CDCls, ppm): & 9.21 (d,
1H, H8), 7.80 (d, 1H, H2), 7.48 (m, 2H, H5, H13), 7.31 (m, 2H, H6,
H14), 7.01 (m, 3H, H7, H11, H12), 6.71 (d, 1H, H3), 3.81 (s, 3H, H16).
3¢ NMR (75 MHz, CDCls, ppm): § 157.1 (C-9), 157.1 (C-15), 142.0 (C-
4), 138.9 (C-2), 131.7 (C-13), 128.8 (C-14), 128.8 (C-6), 127.7 (C-8),
126.9 (C-10),125.3 (C-5), 120.6 (C-12), 118.2 (C-1), 114.9(C-7), 111.4
(C-11), 102.6 (C-3), 55.8 (C-16). MS-DART m/z, 252.1 [M'] HR-MS
(ESI4) m/z for CygH;3NO,: calculated 251.0946, found 252.1142.09
M +11

Compound 4b: In a 25 mL round-bottom flask, a solution of 4a (60
mg, 0.24 mmol) in 5 mL of HBr was refluxed for 6 h. Then, an aqueous
solution of KOH (40 %) was added until pH = 3, giving a solid that was
recovered by filtration. The solid obtained was purified by chromatog-
raphy on preparative TLC plates, using dichloromethane/methanol
(95:5, v/v) as eluent, giving 49 mg of 4b as a green solid with a yield of
86 %. m.p. 165-167 °C. IR (ecm™): 1613 (C=0), 1476 (Csp>-H) 'H NMR
(300 MHz, CDCl3, ppm): 8 9.69 (s, 1H, H16), 9.38 (d, 1H, H5), 8.04 (d,
1H, H2), 7.65 (d, 1H, H8), 7.50 (t, 1H, H13), 7.34 (m, 2H, H6, H11),
7.23(t, 1H, H12), 7.11 (d, 1H, H14), 7.01 (m, 2H, H1, H7). "*CNMR (75
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MHz, CDCls, ppm): 6 156.9 (C-4), 156.5 (C-15), 141.4 (G-9), 139.5 (G-2),
130.7 (C-13), 129.9 (C-7), 129.4 (C-8), 127.7 (C-11), 125.7 (C-3), 125.4
(C-5), 120.6 (C-12), 120.45 (C-10), 119.7 (C-14), 117.0 (C-1), 106.4 (C-
6). MS-DART m/z, (% ar): 238 [M" + 1] (100) HR-MS (ESI+) m/z for
Cy5H;1NO,: caleulated 237.0789, found 238.08647 [M' + 11

Complex 5: In a 10 mL vial, a solution of 4b (31 mg, 0.13 mmol) in
0.5 mL of acetone was added to 17.6 mg of FeCl3'6H20 previously dis-
solved in 0.05 mL of water. The mixture immediately evolves into a
black suspension. The solid obtained was filtered under vacuum and
washed with acetone, giving 41 mg of the pure complex 5 as a dark
green solid in quantitative yield. FIR (ATR) (em™): 3500-2900 (H,0),
1612 (C=0), 369 (Fe-0). MS-ESI" m/z for mL3 (Fe(CisH1oNO2)21"),
528 [M']. UV-Vis (DMSO-H50, 1:1 v/¥): hpax 400 nm.

2.3. Computational details

All quantum chemical calculations were performed using the ORCA
program package [19,20] using the resolution of the identity approxi-
mation for the formation of the Coulomb matrix [21] and the ‘chai-
n-of-spheres’ algorithm for the Hartree-Fock exchange [22,23]. Density
Functional Theory (DFT) optimizations of the ground state geometries
were conducted using the CAM-B3LYP functional [24] combined with
the Def2-TZVP basis set [25] and its corresponding auxiliary basis set
[26]. The optimizations used the atom-pairwise dispersion correction
with the Becke-Johnson damping scheme (D3BJ) [27,28]. Solvent ef-
fects were considered by employing the SMD implicit solvation model
[29,30], with the specific solvent parameters set to match experimental
conditions.

Following the ground state optimizations, Time-Dependent Density
Functional Theory (TD-DFT) calculations were carried out with the
CAM-B3LYP functional to optimize the excited state geometries of the
different examined compounds. These optimized geometries were used
for further excited-state analyses. To accurately simulate the absorption
and emission spectra of compound 4b, we employed the Equation-of-
Motion Coupled-Cluster method with single and double excitations
(EOM-CCSD) in combination with the domain-based local pair natural
orbital approximation [31,32]. The EOM-CCSD approach was chosen for
its ability to describe excited states with high accuracy, and these cal-
culations were also carried out in the ORCA program environment.

The electronic densities for both the ground and excited states were
obtained following the methodology described by Sanchez-Flores et al.

33]. For these computations, we utilized the Gaussian 09 program [34]
to ensure consistency with the established procedure. Subsequently,
Quantum Theory of Atoms in Molecules (QTAIM) analyses were per-
formed on the obtained densities to investigate the topological proper-
ties of the electron density for the different compounds. The QTAIM
analyses were carried out with the help of the AIMAII program [35].

3. Results and discussion
3.1. Chemistry

The synthesis of the fluorescent chemosensor inspired by the core of
4H-quinolizin-4-one began with the formation of (2E)-1-(2-methox-
yphenyl)-3-(2-pyridin)-2-propen-1-one (1) using an aldol condensation
reaction catalyzed with LiOH-H,O between 2-pyridinecarboxaldehyde
and 2-methoxyacetophenone as shown in Scheme 1. The coordination
of 1 to Fex(CO)o led to the corresponding complex 112- [(2E)-1-(2-
methoxyphenyl)-3-(2-pyridin)-2-propen-1-one]tetracarbonyliron ~ (0)
(2) in good yield (84 %). This complex was thoroughly characterized by
means of IR spectroscopy, 'H and '°C NMR along with mass spectrom-
etry. For instance, the '"H NMR spectrum shows the expected signals at
low frequencies for the protons of the double bond coordinated to the Fe
(CO), fragment, C8 and C9, at 5.43 and 5.03 ppm, respectively. A similar
behavior was observed in the '*C NMR spectrum for these CH signals
plus that assigned to the M-CO at 207 ppm. Once complex 2 was

167



D. Gallardo-Rosas et al.

Me.,

(o) o}
OMe O
Me
LiOH 10% mol |

Journal of Molecular Structure 1324 (2025) 140753

Z N
-
o ¥ Ether/EtOH .
L . 4h 1(90 %)
I N Fey(CO)q
_— CH,Cly Ar
rt, 4h
i
OMe C ,Fe(CO); 1) MeLi, OMe O fI:e(COM

-78 °C, Ar
-~

2)co,rt
3(70 %) 2 (84 %)
Toluene
110°C
oy !
(o] (o}
0 (o}
HBr
NNy ——> NN
I reflux |
N N
4a (78 %) 4b (86 %)

Scheme 1. Synthetic methodology for the obtainment of 4a-b.

obtained, we conducted the synthesis of the corresponding 1*-[vinyl-
ketene]Fe(CO); complex (3) under the conditions described in Scheme
k.

Complex 3 was isolated as a stable solid compound with a yield of 70
%. As expected, its 'H NMR spectrum reveals the characteristic shift for
signals of double bond protons coordinated to the [Fe(CO);] fragment,
at 7.31 and 3.18 ppm, respectively [17,36]. Additionally, the IR spec-
trum shows three absorption bands around 2000 em™ which are
assigned to the M-CO vibrations. These CO groups are typically disposed
positions of a trigonal bipyramid geometry, with a C; point group and
the absorption band at 1761 em™ occurs due to the ketene group [17,
36]. The 4H-quinolizin-4-one 4a was obtained by a
temperature-promoted intramolecular cyclization conducted at reflux-
ing in anhydrous toluene, in 78 % yield (Scheme 1). Finally, we obtained
compound 4b through a demethylation reaction carried out in acidic
conditions. The molecular identity of this compound was confirmed by
the presence of a single signal at 9.7 ppm, which corresponds to the
hydrogen of the resulting hydroxyl group.

3.2. Study of optical properties

The optical properties of compounds 4a-b were studied by recording
their UV-Vis and emission spectra in various solvents. Both molecules
exhibit a Ay, around 400 nm, with reasonable extinction coefficients (e
~1.4t01.9 x 10* M em™), assigned to a n—n* transition [17a]. These
compounds exhibit a slight solvatochromic behavior (see Figures 520
and S22). We selected DMSO, since 4a and 4b show greater emission w.
r.t. the response observed in other tested solvents. As we envisaged

developing potential applications in biocompatible solvents, the optical
properties in binary solvents such as DMSO-water were also evaluated,
obtaining a good optical response when a ratio 1:1 (v/v) was used. In
these conditions, emission spectra display a maximal intensity in the
emission band around 470 nm with ey = 402 nm for 4a and ey = 390

12

-
o

o
™

Normalized intensity (a.u.)
=} o
'S o

[
N

Wavelength (nm)

Fig. 4. Normalized absorbance (dotted lines) and emission (solid lines, A=
402 nm for 4a and A.,= 390 nm for 4b) spectra for 4a and 4b in DMSO: H,0 1:1
v/v.
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nm for 4b (Figs. 4, $23 and $25). The Stokes shifts and the fluorescence
quantum yields were also calculated (Table 1).

Most fluorescence dyes, like fluorescein, rhodamine, and cyanine,
display small Stokes shifts (less than 30 nm) [37], resulting in a poor
signal-to-noise ratio and self-quenching. Conversely, compounds 4a-c
show larger Stokes shifts as shown in Table 1. This feature is required for
their applicability in biological systems, since self-excitation is avoided
due to the backscattering of biological samples [35]. Larger Stokes shifts
could be attributed to an internal energy redistribution after the initial
photon absorption which provokes the radiated photon to have a longer
wavelength than its absorbed counterpart. An analysis of the transition
nature of this emission will be discussed in the Theoretical calculations
section. Regarding other photophysical properties, compound 4a dis-
plays a smaller fluorescence quantum yield compared to that obtained
for its p-substituted analogue 4c¢ [17a]. An important decrease in the
magnitude of this property is observed when the methoxy group is
transformed into the hydroxyl derivative 4b. This behavior can be
associated with the trend of the -OH group to form inter/intramolecular
hydrogen bonds, thereby quenching its luminescent behavior.

The acid-base properties of the phenol fragment included of 4b, can
play an important role in the chelating behavior of this ligand. On the
other hand, the emission response of 4b can be affected by changes on
the ionization of the hydroxyl group. Thus, to investigate whether this
compound is a pH-sensitive fluorophore, we determined the pK, value of
the hydroxyl group included in 4b. Thus, pH measurements were con-
ducted by potentiometric titrations. The titration of 4b was carried out
at an initial pH of 6, using MOPS as buffer, and additive additions of
NaOH, obtaining a value of pH =10.57 (pK,=16.79 in DMSO/water, 1:1
v/v). The optical response upon the titration was followed by UV-visible
and fluorescence spectroscopy (Fig. 5). Details of the experimental
procedure are described in the supporting information (Figures S38-
539). The results revealed that 4b exhibits constant emission up to pH
=10.5, after which the emission decreases considerably due to the
ionization of the hydroxyl group (Fig. 5b).

3.3. Evaluation of 4a-b as fluorescent receptors

The selectivity and sensitivity of 4a-b as fluorescent chemosensors
were evaluated by selective metal ion recognition tests. Experiments
were done using different metal ions, including Fe(IIl) and other ions
that can display potential interference, such as Cu(Il), Co(1I), Mg(1I) and
Fe(I). Thus, solutions of 4a-b were prepared at a concentration of 1 x
10° M in DMSO/H,0 (1:1, v/¥). Upon the addition of 10 equivalents of
various transition metals, to solutions of 4a and 4b, we only observed
significant quenching of the fluorescence response for 4b in the presence
of Fe(Il), consistent with the effective chelation of this ligand to this
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metal ion (Fig. 6 and Figures S46 and S48). Likewise, to probe the
plausible recognition of anions, different tests using 4b provided a
negative response (Figures S49-S50).

A titration of 4b (DMSO:H,O 1:1 v/v, 2.25 x 10 M) was then
performed using additive additions of 0-10 equiv. of Fe(III). As shown in
Fig. 7, the absorption profile of 4b changes upon the addition of Fe(III),
showing a clear isosbestic point and the formation of a new peak around
380 nm. These measurements were conducted at pH = 6.5 using a MOPS
buffer.

Likewise, fluorescence intensity at 473 nm (emission maximum)
gradually decreases with increasing amounts of Fe(IIl). We also observe
a small emission band around 784 nm as a result of a plausible Raman
effect. The determination of the stoichiometry was achieved via a Job’s
plot for the fluorescence (Fig. Sa). The method revealed a maximal ab-
sorption when the molar fraction of Fe(IIl) approached 0.33, consistent
with the formation of a complex with two ligands for each metal pre-
cursor. Once the stoichiometry was determined, the association constant
(K,) of 4b with Fe(Ill) was calculated using the Benesi-Hildebrand
method [40]. The value of K, was graphically established (Fig. 8b).
The data were linearly fitted, and K, was obtained from the corre-
sponding slope. The K, value of 4b-Fe(lII) was estimated as 3.13 x 10°
M2, When the titration was conducted at higher values of pH (> 8), a
nonlinear behavior was observed, suggesting the plausible coordination
of 4b as a monodentate ligand and the competition of OH" ions for the Fe
(III) center (See, Figure S51).

The detection limit of 4b as a fluorescent chemosensor for Fe(IIl) was
determined from the plot of the fluorescence intensity as a function of
the concentration of Fe(II) (Fig. 9). We computed the LOD via the for-
mula LOD = 306/, where ¢ is the standard deviation of the blank solu-
tion and S is the slope of the calibration curve [41]. The determined
value was LOD = 1.31 x 10" °M.

Notably, the sensitivity for the detection of Fe(Ill) is superior w.r.t
previously reported studies (Fig. 1). The analysis unequivocally vali-
dates the efficacy of 4b as a highly efficient molecular sensor for the
detection of Fe(IIl). As we described before, the binding of Fe(IIl) to 4b
resulted in a change in absorbance and a decrease in fluorescence,
presumably attributed to reverse photo-induced electron transfer
(reverse PET) from the quinolizine-4-one unit to the carbonyl and the
hydroxyl group. This phenomenon arises due to the decrease in electron
density on the oxygen atoms after metal ion complexation [42]. The
selectivity of 4b for Fe(II) over other metal ions was further investigated
by performing competitive experiments in DMSO/H20 solution (1:1,
v/v). Thus, 4b was mixed with 10 equiv. of Fe(IIl) ions in the presence of
15 equiv. of other metal ions [K(I), Ca(Il), Li(I), Na(l), Zn(II), Fe(I), Mg
(ID and Cu(ID]. The resulting solutions were individually analyzed by
fluorescence spectroscopy.

Table 1
Photophysical properties of 4a—¢ in DMSO: H,O (1:1) at 25 °C.
* ;
(o] (o] MeO.
o o o
NTN NN N
N NS a4
4a 4b 4¢'’a
Entry Comp. Jape [nm] Eape ex10* A Baii Stokes shift [nm] @5 be
[eV] M em™] [am]* [eV]
1 4a " 390 3.18 1.62 471 2,63 81 0.136
2 4b " 395 3.14 1.62 473 262 78 0.018
3 4c” 400 3.10 1.4 478 2.59 78 0.23

2 Emission maxima in DMSO:H,0 (1:1, v/v) at ¢ = 3.54 x 10"> M, A, = 402 nm for 4a and ¢ = 3.5 x 10 M, ., = 390 nm for 4b
b Quantum yields for emission in solution referred to quinine sulfate in 0.1 M H,SO,, (® = 0.546).

€ The refractive index for a mixture DMSO:H,O (1.1) is 1.407 (Ref. 39).

4 UV-Vis and emission spectra for 4a-c acquired in different solvents are included in the SI.
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As illustrated in Figure S52, the chemosensor 4b shows remarkable
sensing ability towards Fe(IIl) ions in the presence of a higher concen-

tration of other metal ions, which reveals that the ligand 4b has higher
affinity with Fe(II) than other metal ions, including Fe(Il).

3.4. Evidence of the iron (III) complex formed during the analytical tests

In order to gain insights into the type of complex formed between the
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chemosensor 4b and Fe(I1I), we explored the precipitation of this species
in different solvent systems, including the solvent system DMSO/H,O
(1:1) used in the sensing process. The Job plot (Fig. 7, left) confirmed the
formation of a 1:2 mL> complex containing two units of ligands 4b
attached to the metal center. Finally, after several unsuccessful experi-
ments conducted in DMSO/water, a coordination reaction using this
stoichiometry in amixture of acetone-water (9:1) as solvent, allowed the
precipitation of the paramagnetic complex 5, as a black solid in quan-
titative yield (Scheme 2).

Mass spectrometry was used to confirm the presence of this complex.
The mass spectrum obtained displays a peak at 528.4 m/z that corre-
spond to the [Fe(C,sH;oNO,),]" fragment. This result shows the release
of a proton by each ligand 4b upon Fe(Il) binding, corroborating the
formation of an ML, type complex. Subsequently, elemental analysis
allowed to determine the exact composition of this complex. The results
obtained are consistent with a formula [Fe(Cy5H;oNO5)2(H20),]CLHCL
On the other hand, far-IR analysis showed the characteristic absorption
bands for the O-Fe(11l) interaction at 369 em !, confirming the behavior
of 4b as an [0-O]-quelate ligand [43].

Likewise, electron paramagnetic resonance measurements of com-
plex 5 were acquired first at room temperature and then at 77 K in solid
state and in solution. The spectra obtained from the solid sample show a
broad isotropic signal at the central field with g = 2.05 and AHpp = 69
mT assigned to the Fe(II) species of low spin S = 1/2. On the other hand,
the values obtained in solution show a system with S = 3/2 state, with g
values of 5.06, 4.38 and 2.008 at low rhombicity (E/D), consistent with
an iron (I1I) species (Fig. 10) [44].

These results strongly suggest that two units of the ligand 4b are
coordinated to the metallic center forming a symmetric complex in an
octahedral geometry slightly distorted. As revealed by elemental ana-
lyses, two water molecules complete the coordination sphere of iron,
which implies that these molecules must be positioned on the apical
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Fig. 7. (a) Absorbance and (b) fluorescence (4., = 390 nm) titration experiments of 4b (22.5 M) with increasing amounts of Fe(III) up to 10 equiv. in DMSO:H,O (v/

v, 1:1).
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of the iron complex 5 formed during the test of this fluorescent receptor.
Therefore, the optical change of 4b induced by Fe(III) can be assigned to
a static photoinduced electron transfer quenching mechanism driven by
the strong 4b-Fe(III) complexation.

3.5. Theoretical calculations
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Fig. 9. Calibration curve for the recording of the photoemission of the complex
4b-Fe(I1I) in DMSO-H,0 (v/v = 1:1) solution, Ay = 390 nm and the monitored
Jem = 473 nm. The determined LOD = 13.15 pM.

positions of the octahedron and are weakly bonded to iron, as a result of
a Jahn-Teller elongation. To determine whether the isolated complex 5
corresponds to that formed in solution during the titration of 4b with
FeCls, we re-dissolved an accurate quantity of 5 in the binary system
DMSO:water (1:1). Then, UV-Vis and fluorescence spectra were ac-
quired, obtaining a very good match with those obtained during the
titration of 4b (Figure §53). These results support the molecular identity
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Fig. 10. EPR spectra of 5 acquired in solid state at room temperature and 77 K,
and in solution at the same temperature.
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Scheme 2. Synthesis of iron(IlI) complex 5.
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fluorescence of compound 4b due to the formation of its complex with
Fe(Il), we computed the absorption of this ligand along with the
emission of 4b and its complex with Fe(IIl) (compound 5) as shown in
Fig. 11. The computed data agree well overall with the experimentally-
determined values. For example, the absorption and emission of 4b
occur experimentally at 3.14 and 2.63 eV (Fig. 4 and Table 1). The
corresponding computed values are 3.16 and 2.77 eV respectively. The
experimental and theoretical computed Stokes shifts are 0.51 and 0.39
eV respectively. The calculated emission spectrum of 5 revealed a small
emission band around 708 nm (1.75 eV) which could correlate with that
experimentally observed at 784 nm (1.58 eV). All the computed values
have an error no larger than 0.2 eV with respect to the corresponding
experimental measurements.

The theoretical calculations clearly indicate the quenching of the
fluorescence of compound 4b in the UV region after its complexation
with compound Fe(II). We examined further the quenching mechanism
of this fluorescence via the analysis of Natural Transition Orbitals
(NTOs) [45]. NTOs are molecular orbitals that offer a more intuitive and
localized representation of the orbitals involved in electronic transi-
tions. This circumstance facilitates the interpretation of the underlying
chemical meaning. Fig. 12 illustrates the NTOs in compound 4b upon
emission. The orbital transition which leads to photoemission occurs
from NTO-63 to NTO-62 as shown in Fig. 12a. Both orbitals are of
nature, but NTO-63 has a larger number of nodes and therefore its an-
tibonding character is more pronounced. NTO-62 includes relevant
contributions from both oxygen atoms as well. The situation for com-
pound 5 is different. The NTO analysis indicates that throughout the
emission process, the electronic density is largely transferred from one
ligand to the other. The involved NTO orbitals are NTO-144 and
NTO-143 in a 7* —x transition (Fig. 12b). Such orbital transition spans a
long distance and therefore, it is disfavored as evidenced by the strong
quenching effect observed upon complexation with the iron atom. The
fact that Fe contributes substantially to NTO-144 and NTO-143 implies
the importance of this central atom in the orbital transition and the
photoemission process overall.

Finally, we considered the electron density analyses according to the
Quantum Theory of Atoms in Molecules (QTAIM). The QTAIM estab-
lishes a partition of the 3D space into atoms by considering the topo-
logical properties of the electron density. We define the QTAIM atomic
basins as the stable manifolds of attractors of the vector field Vp(r),
wherein p(r) denotes the electron density of the system. The QTAIM
atoms are proper quantum subsystems for which one can compute the
expectation values of different Dirac observables, such as their charge.
Given the numbers of electrons within a QTAIM basin, Q,,

N(©Q,) = f[ p(r)dr, @
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Fig. 11. Computed absorption and emission of ligand 4b along with the
emission of compound 5.
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Fig. 12. Natural transition orbitals involved in the emission of systems (a) 4b
and (b) 5.

one can compute the QTAIM charges, as
Q(Qa) =Z(Q4) — N(L,). (3)

This expression allows the grouping of different QTAIM basins to
determine the charge of functional groups in a molecule or electronic
system,

Q%) =Y Q). @
[
We computed the changes in QTAIM charges because of the S,—S,
transition,

AQ(Q4) = Q% (Q4) — Q@ (). (5)

Alike expression (3), formula (5) permits the assembling of different
QTAIM basins to compute the corresponding change of charge of func-
tional groups,

AQ(7) = Y AQQx). ©
Qe

We divide the groups as (i) the C-O-H group, (ii) the NCO moiety of
the core of the 4H-quinozilin-4-one and (iii) and the rest of the hydro-
carbon chain of compound 4b. Concerning system 5, we add (iv) the
metal center and (v) the apical waters and we consider a modified (i) C-
O-H group without the proton (Fig. 13). Table 2 reports the values of the
charges of these functional groups within species 4b and 5 (Eq. (4))
along with the computed changes of charges due to the S, —S, transition
(formula (6)). We note that the iron center and the apical waters in
compound 5 lose a considerable number of electrons (0.458 e together)
due to this electronic transition. These electrons are mostly acquired by
the functional group (iii), i.e., the rest of the hydrocarbon chain. We note
that the flux of electron charge of the hydrocarbon chain is opposed to
that which occurs in compound 4b, wherein this hydrocarbon chain lost
0.132 e because of photoemission (Table 2). The flux of electronic
charge for the (i) C-O-H and (ii) NCO moieties due to the S,—S, tran-
sitionin 4b is also considerably affected due to the complexation with Fe
(IID. In all cases, these functional groups acquire electrons due to de-
excitation, but the formation of coordination of Fe(Ill) increase such a
gain of electrons for the group C-O-H whereas it has the opposite effect
for the NCO moiety. These changes occur to the extent that the relative
amounts of electron gain of these groups are reversed in compound 4b
and 5. In short, the complexation of compound 4b with Fe(II) changes
strongly the electronic transfers which occur due to the $,—S, transi-
tion, resulting in the above-discussed quenching of fluorescence.
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Fig. 13. Division of the species 4b and 5 in functional groups for the examination of the electronic charge transfer due to the S; =S, transition.

Table 2

Charges of the functional groups of the species 4b and 5 shown in Fig. 13 in the
electronic states S; and S, (Eq. (4)). The corresponding changes in such charges
due to the S; -8, transition (formula (6)) are also reported. Atomic units are
used throughout.

4b
Si So AQ(%) = Q%(%)- Q(%)
-COH 0.009 - 0.047 — 0.056
-NCO -1136 =1.211 - 0.075
Rest of hydrocarbon chain 1.126 1.258 0.132
5
S So AQ(%) = Q%(%)— Q' (%)
-CO - 1.106 - 1.236 - 0.130
-NCO - 2589 - 2613 - 0.025
Rest of hydrocarbon chain 3.008 2704 - 0.305
Fe 1.609 1.991 0.382
H,0... 0.078 0.154 0.076

4. Conclusions

In summary, we have successfully developed a new fluorescent
chemosensor based on a 4H-quinolizin-4-one framework for highly se-
lective sensing of Fe(IIl) at micromolar levels. The receptor 4b works
through a tum-off mechanism, with a LOD of 13.15 pM. This system
displays a highly selective and sensitive fluorescence response toward Fe
(1D in the presence of other interfering cations such as Zn(II), Ni(Il), Cr
(1D, V(V), Cd(IID), Cu(ll), Co(ll), Hg(ll), Ru(lll), Co(IIl) and Li(I) in
aqueous media. Notably, this chemosensor can effectively discriminate
between Fe(IIl) and Fe(I) ions. The molecular identity of the iron(III)
complex formed during the sensing tests was corroborated by the for-
mation of 5. We also determined that the ligand 4b is stable in aqueous
solutions and efficiently coordinates the Fe(IlI) cation with a binding
constant of 3.13 x 10° M2. The highly selective quenching of 4b by Fe
(11D in aqueous media, allow us to envisage potential applications for the
detection of Fe(IIl) in the diagnosis of various ferric-related diseases.
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