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1 INTRODUCCION
11 FLUORESCENCIA 'Y FOSFORESCENCIA

La absorcion de fotones que sufre una molécula, &tomo o ion al ser irradiada
con luz de la energia suficiente puede provocar que un electron que ocupa un
estado electrénico basal pase a ocupar orbitales vacios de mayor energia. En el
estado electronico excitado la especie quimica pierde el exceso de energia
mediante diferentes eventos como vibraciones, rotacién y por colisiones, o por la
transferencia de la energia de excitacion a otras moléculas; cuando ninguno de
estos procesos es eficiente, entonces ocurre la emision de luz para que la molécula
regrese al estado basal.! La emisiéon de luz se denomina luminiscencia y puede
ocurrir por dos mecanismos: fluorescencia? y fosforescencia.®

La descripcion de estos eventos se puede ilustrar con el diagrama de Jablonski
(Figura 1).# La excitacion electrénica es muy rapida (101° s) y promueve a un
electron apareado de un orbital de baja energia del estado basal So a un nivel
electronico de alta energia Sn manteniendo su espin (sentido de giro) electrénico.
Mediante un proceso de vibraciones electrénicas llamado conversion interna el
electron pierde energia hasta alcanzar el primer estado electrénico excitado Si
manteniendo su espin. La emisién de luz desde este estado electrénico ocurre
rapidamente (10° s) y se denomina fluorescencia. Dependiendo de la longitud de
onda que emita el compuesto fluorescente es posible observar diferentes colores.
El fragmento estructural responsable de absorber fotones para producir la excitacion
electronica y la emisién de luz se denomina fluoréforo. En ocasiones, el electrén
apareado del estado electronico excitado Si lleva a cabo la inversion de su espiny
pasa a ocupar un estado electronico denominado triplete (Tn), a este proceso se le
llama intercruce de sistemas y ocurre cuando los estados triplete tienen un nivel de
energia cercano al estado Si1. La emision de luz desde el estado triplete T1 al estado
basal So es mucho més lenta (puede durar desde microsegundos hasta minutos) y
se denomina fosforescencia.® También es posible que los electrones de los estados
Tn regresen al estado S1 y desde aqui emitan fluorescencia, a este fenémeno se le
denomina fluorescencia retardada.® Ambos fendmenos no son excluyentes y

algunos compuestos emiten simultdneamente fluorescencia y fosforescencia. La
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poblacion total de moléculas en varios estados electronicos de energia similar
participa en los fendmenos de absorcion y emision y produce espectros con sefiales

anchas que se deben al promedio de las poblaciones activas.

a)
estados excitados singulete
-A ) relajacion vibracional
A S, _AA @ DY 10" a 109 seg
A
conversion interna
se mantiene el espin
\ )y fluorescencia
s / retardada  inversién de espin
1
; % _j—i "
absorcion extincion intercruce estados
Py de sistemas excitados
] (excitacion) 107 a 105 seg triplete
% 10192 108 seg
-15
i 10" seg
fluorescencia fosforescencia
A 102 10 seg 102 a 10% seg
th
electrones
apareados Y Y
So \ L) _ | )
estado @_@ * Y ) relajacion Y ))
basal Y V vibracional Y
7\’ xmax 7‘max
A max desplazamiento
Stokes
o
I
3
[72]
c
8
£
7"nm
absorcion emisién (fluorescencia) fosforescencia
b) c)

Figura 1. a) Diagrama de Jablonski y su correlacion con b) Espectros de

absorcion y c) Espectros de emision.
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1.2 MOLECULAS FLUORESCENTES

La rigidez estructural limita el decaimiento no radiativo y promueve la
fluorescencia. Las moléculas fluorescentes tienen en su estructura sistemas
electronicos extendidos poblados con electrones facilmente excitables. La
fluorescencia generalmente ocurre en moléculas altamente conjugadas que
contienen anillos aromaticos, enlaces multiples y grupos donadores o atomos con
electrones no compartidos, asi como grupos atractores de electrones que participan
en la conjugacion.’

El primer fendmeno de fluorescencia fue descrito en 1560 por Bernardino de
Sahagun, el compuesto responsable de este fendmeno, “inusual” en aquella época,
es la matlalina, un producto de la oxidacion de los flavonoides que se encuentran
en la madera de algunas especies de éarboles como Pterocarpus indicus y
Eysenhardtia polystachy. Afios méas tarde se reporté el mismo fenémeno de
luminiscencia en otros compuestos como fluoritas, clorofila y la quinina. Es
interesante hacer notar que el descubrimiento de la quinina (Figura 2) estimulo el
desarrollo del primer espectrémetro de fluorescencia que aparecié en 1950. Cuando
el agua tonica que contiene dicho compuesto se expone a radiacion ultravioleta
emite luz azul con una longitud de onda de 450 nm.® Existen muchos compuestos
de origen natural y sintético que exhiben fluorescencia y que tienen aplicaciones
practicas. Por ejemplo, como colorantes en anticongelantes (fluoresceina,® verde;
rodamina B*C rojo-anaranjado), también se ha reportado el uso de compuestos
fluorescentes en la medicibn de contaminacién ambiental por hidrocarburos
aromaticos como el antraceno!! y el perileno,*? la tincién del ADN en células con
naranja de acridina;* el estudio de eventos celulares con la piridina 1**y el uso de

la rodamina B en laseres.1®

~12 ~



HO N
H3CO N
~
N
Quinina Fluoresceina
L
~
N
N/
Antraceno Naranja de acridina Piridina 1 |

Figura 2. Moléculas fluorescentes comunes.

La eficiencia del mecanismo de fluorescencia se determina por el rendimiento
cuantico (@) que es la relacién de los fotones emitidos relativo al nimero de fotones
absorbidos'® que por definiciéon va de 0 a 1 y se ve favorecido por la planaridad y
extension de la conjugaciéon en la molécula y la rigidez estructural que limita los
movimientos atémicos y disminuye la pérdida de energia del estado excitado por
procesos térmicos.!” Se citan algunos ejemplos de los rendimientos cuanticos de

hidrocarburos aromaticos (Figura 3).

C

Benceno Naftaleno Antraceno Pireno
O =0.04 O =0.21 O =0.27 ®=0.65

Figura 3. Rendimientos cuanticos de algunos hidrocarburos aromaticos en etanol.

La emision de fluorescencia generalmente ocurre a longitudes de onda mayor
(de menor energia) respecto a la luz usada en el proceso de excitacion. Esto es

consecuencia de la pérdida de energia desde los estados excitados Sn hasta el
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estado Si por el proceso de conversion interna. El estado Si pierde rdpidamente la
energia vibracional excesiva por interaccion con el disolvente (Figura 4).
Tipicamente, un fluoréforo posee un momento dipolar mas grande en el estado
excitado (UE) que en el estado fundamental (uG) porgue la densidad electrénica se
polariza. Por lo tanto, las moléculas de un disolvente polar pueden reorientarse o
relajarse alrededor del estado excitado UE y esto desplaza la emision a energia mas
baja (mayor frecuencia). Este efecto se hace mas grande a medida que aumenta la
polaridad del disolvente, o que da como resultado emisiones a energias mas bajas
(longitudes de onda mas largas). En general, los fluor6foros més polares muestran
mayor sensibilidad a la polaridad del disolvente. En cambio, la fluorescencia de las
moléculas no polares, como los hidrocarburos aromaticos no sustituidos, es menos

sensible a la polaridad del disolvente.181°

y P
S, Conversion interna y

relajacioén vibracional
(107'2s)

S, Relajacién por el
HE \ disolvente (1071%)
disolvente poco polar

disolvente muy
polar

/ (10715s)

hVA

Ha

longitud de onda

Figura 4. Relajacion del estado electronico excitado con un disolvente polar.

El tiempo de vida de la fluorescencia 1-10 nanosegundos (10 s) suele ser
mas largo que el tiempo requerido para la relajacion con el disolvente. Los espectros
de emision corresponden a un fluoréforo emisor expuesto a un entorno de moléculas
de disolvente relajadas y orientadas de acuerdo al momento dipolar del estado
excitado. Como la absorcién de la luz ocurre muy rapido, 101> s en comparacion de

la relajacion con el disolvente (10712 s) la molécula queda practicamente expuesta
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al mismo entorno local en los estados basal y excitado y los espectros de absorcién
son menos sensibles a la polaridad del disolvente.?°

En la Figura 5 se muestran los espectros de emision del trans-4-dimetilamino-
4’-(1-oxobutil)estilbeno en disolventes de diferente polaridad. En ellos se observa
que los espectros de emisidbn cambian drasticamente a longitudes de onda mas
largas a medida que la polaridad del disolvente aumenta de ciclohexano a butanol.?!
La sensibilidad a la polaridad del disolvente se debe a la polaridad que confieren los
grupos donadores y aceptores de electrones; en el estado excitado hay una
transferencia de carga desde el grupo amino (donador) hacia el carbonilo (aceptor)
dando como resultado un cambio del momento dipolar en el estado excitado. Las
moléculas del disolvente polar se orientan de acuerdo a este momento dipolar para
reducir la energia del estado excitado. Estos cambios espectrales se usan para

estimar la polaridad del fluoréforo.?? 23
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Figura 5. Espectros de emision de trans-4-dimetilamino-4’-(1-oxobutil)estilbeno
en: (a) ciclohexano, (b) tolueno, (c) acetato de etilo y (d) butanol.
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1.3 ABSORCION DE DOS FOTONES

En la mayoria de moléculas organicas la excitacion electronica que permite el
proceso de fluorescencia se puede llevar a cabo por la absorcién de un fotén de luz
ultravioleta o incluso visible. La excitacion ocurre cuando la energia del foton
absorbido coincide con la diferencia de energia entre el estado basal (So) y un
estado excitado (Sn).?* En algunas moléculas la misma transicién electrénica puede
llevarse a cabo por un proceso de absorcidn simultanea de dos fotones de luz
infrarroja (Figura 6).2° La luz infrarroja es ideal para observar células y tejidos vivos
por microscopia de fluorescencia porque no dafia a las células, penetra el tejido a
mayor profundidad y las biomoléculas como las proteinas y el ADN no absorben dos

fotones por lo que no causan interferencia.?%:27:28

Sh —\ Sh——
—_— 5 800 nm T \— S,
400 nm 500 nm 500 nm
800 nm
0 Sy
Absorcion de un fotén Absorcién de dos fotones

Figura 6. Comparacion entre un proceso de absorcion lineal de un foton de UV

(400 nm) y la absorcion no lineal de dos fotones de infrarrojo (800 nm).

Es esencial que las moléculas orgénicas tengan una propiedad denominada
seccién cruzada de absorcion multifoténica (8) para que puedan presentar la
absorcion de dos fotones.?® La magnitud de la seccién cruzada es dependiente de
la intensidad de la luz de irradiacién y de la polarizacion del estado excitado respecto
al estado basal. La densidad electronica del estado excitado se reubica dentro de la
molécula, en comparacién con el estado basal, generando la formaciéon de nuevos
polos de carga positiva y negativa.3°3!

Debido a que la fluorescencia es dependiente de la intensidad de la luz se
utilizan microscopios cuya fuente de radiacion es un laser de luz visible o infrarrojo,
el foco optico del microscopio es la Unica zona que produce fluorescencia, lo que

contribuye a la obtenciéon de imagen de alta resoluciéon espacial.®? Las moléculas
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fluorescentes que experimentan la absorcion de dos fotones tienen gran potencial
en el desarrollo de sondas para la microscopia de fluorescencia.®*34 Sin embargo,
el disefio de estas moléculas se enfrenta al balance de dos propiedades
contrapuestas.3® Las moléculas deben ser fluorescentes y la emision de luz debe
ser muy brillante. La fluorescencia se mide como se describi6 anteriormente por el
rendimiento cuantico (®) y requiere una estructura molecular con un sistema pi
extendido, pero se abate con la polarizacién. Por ejemplo, los grupos nitro (NO2)
son excelentes aceptores de electrones, pero las moléculas que los contienen rara
vez son fluorescentes. Por otra parte, la eficiencia de absorcion de dos fotones
depende de la magnitud de la seccidn cruzada (8) que ocasiona que la emision de
luz sea mas brillante y esta asociada a la polarizacion electrénica en el estado
excitado. Por ello, las moléculas que pueden presentar absorcion de dos fotones
requieren una estructura con grupos donadores (D) y aceptores (A) conectados
entre si por un "puente” de conjugacion que facilite la deslocalizacién electrénica;
sobre esta premisa se han disefiado cromdéforos dipolares, cuadrupolares,
octupolares o dendriticos (Figura 7).%6

dipolar D—p—A quadrupolar D—p-D D-p—D-p—D D—-p-A-p—D

A-p—A A—-p—D—p—A
D A
A D '?‘ D A
p p i LN LN
octupolar 5 A A—p-D—p—A D—p—\,?\\—p—D A—p—\IID\—p—A
AP P pP Pp P ? Pp ® P
A A
DL
D 'EIJ'A'D
A
dendrita FIJ D = grupo donador de electrones
D -D< D A = grupo atractor de electrones
A_AP P A
D™ D D™D P = puente electronico
D'A'D D'A'D

Figura 7. Disefio estructural de moléculas que absorben dos fotones.
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Los fragmentos estructurales mas comunes que se han empleado como

donadores de electrones contienen anillos aromaticos sustituidos con atomos de
nitrdgeno como anilinas, pirroles y carbazoles (Figura 8). Los fragmentos 7 que

sirven como puente para extender la conjugacion entre los donadores y los
aceptores son por lo general anillos de benceno, bifenilo, fluoreno, naftaleno, pireno,

grupos vinilo y acetileno (Figura 9).37:38

QL R1 QO | R1
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) S .
,\ N\ A

R4R;

Figura 8. Grupos donadores de electrones comunes.

Figura 9. Grupos puente 1 para la conjugacion electronica.

Ademas, existe una amplia variedad de fragmentos con grupos
electronegativos que se han usado como aceptores de electrones (Figura 10). Otros
factores interfieren en el fenémeno de la fluorescencia: la temperatura, el pH vy la
presencia de oxigeno. La temperatura incrementa el numero de choques
moleculares y fomenta la desactivacion de las moléculas excitadas a través de
procesos no radiativos, el pH también puede modificar las estructuras quimicas y

producir croméforos activos o inactivos. Por otra parte, el paramagnetismo que
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presenta la molécula de oxigeno tiende a desactivar cualquier estado excitado por
efecto de oxidacion fotoquimica de las especies fluorescentes, provocando
cruzamiento intersistemas y conversiones de las moléculas excitadas al estado
triplete, por lo que es deseable la ausencia total o concentraciones minimas de

oxigeno en solucion.
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Figura 10. Grupos electro atractores usados en el disefio de fluoroforos de

absorcion de dos fotones.
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2 ANTECEDENTES DE ESCUARAINAS

La obtencion de bioimagen molecular mediante sondas fluorescentes de
absorcion de dos fotones es considerada una tecnologia de rapido desarrollo
motivado por las numerosas aplicaciones biomédicas que son posibles. En
consecuencia, la fabricacion de nuevas sondas fluorescentes de absorcion de dos
fotones es un atractivo y prometedor campo de investigacion actual. Las
escuarainas son una familia de cromoforos que exhiben propiedades fotofisicas
Gnicas que se han estudiado desde la década de 1960. Estas propiedades las
confiere una estructura molecular zwitteribnica altamente deslocalizada de
electrones (Figura 11). Las escuarainas se obtienen como producto de las
reacciones de condensacion de un equivalente de 3,4-dihidroxi-3-ciclobuteno 1,2-
diona (4cido escuérico) con dos equivalentes de un sustrato rico en electrones
(arenos o heterociclos) en disolucion de una mezcla de tolueno-butanol, con la

eliminacién azeotropica de agua con una trampa de Dean Stark (Figura 12).

H O Me H O Me H o Me
N ) Me N AS
N | ) ] -— |\ / %)/ M
H Me HN Me ) H €
Me O Me O Me O

Figura 11. Estructura zwitteribnica de una pirrolilescuaraina.

HO OH BuO

O O @) (@) OH
j\;/[ BuOH j\;‘/[ @jj[ + Ar H Jj[
H,O
2 Bqur OH
- BuOH ng[ j:ﬁ _+ ArH_ j:t AT - H,O, j;/[

Figura 12. Mecanismo de reaccién propuesto por Sprenger y Ziegenbein.

El mecanismo de la reaccién de condensacion comunmente aceptado (Figura
12) implica la activacion del acido escuarico por la accion del butanol usado como
disolvente, asi se forma una monobutil escuaraina por la pérdida de una molécula

de agua, después se lleva a cabo la condensacion del primer derivado rico en
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electrones (Ar-H) al atacar al carbonilo del acido escuarico, lo cual conduce a la
formacién de una semiescuaraina intermedia (Figura 13, Elll). Este intermediario
pierde butanol y la condensacion del segundo equivalente de la molécula rica en
electrones proporciona el compuesto final (EIV) con la eliminacion de agua. Cabe
sefialar que la reaccion de la semiescuaraina con el segundo equivalente de la
contraparte rica en electrones no es completamente regioselectiva y se puede
formar una cierta cantidad de escuarilo producto de la condensacion 1,2 (El) y la
escuaraina 1,2,3 trisustituida (Ell) ademas de una mezcla de productos de la
reaccion del disolvente con el anillo central de escuaraina, polimerizacion y hasta
los famosos agregados H e incluso la semiescuaraina sin reaccionar. Esto puede
convertir el aislamiento de los derivados de escuaraina en una actividad desafiante.
De acuerdo a su estructura las escuarainas se pueden clasificar en dos grupos:
simétricas y asimétricas; las simétricas tienen los mismos grupos donadores de

electrones en cada lado de nucleo de oxociclobutenolato.3®

o, 0 o
R4 B
N — N S
R
N R1/N Y 1. 0
1,2-escuaraina 1,2,3-escuaraina semi-escuaraina bis(pirrol-3-il)escuaraina
El Ell Elll EIV

Figura 13. Productos obtenidos durante las reacciones de escuarainas.

El término “escuaraina” sélo se utiliza para los productos de la 1,3-
dicondensacion, porque el producto 1,2 isomérico no tiene caracter zwitteridnico.
Inicialmente, las escuarainas se sintetizaban bajo atmosfera de nitrégeno o argon y
se utilizaban disolventes como &acido acético o incluso benceno, actualmente se
utilizan butanol y etanol. La mayoria de las reacciones se llevaban a cabo en una
concentracion de acido escuarico menor a 0.06 molar con tiempos de reaccién entre
las 16-24 horas. Los datos experimentales disponibles revelan que los rendimientos
de reaccion varian ampliamente con la formacion de una porcién significativa de

compuestos indeseados no identificados descritos como "polimeros”. Ademas, las
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pirrolil escuarainas se pueden polimerizar si las posiciones a del pirrol estan libres
(Figura 14).

0]

oy —

HO® TOH H3C

1,3-bis(pirrol-2-il)escuaraina

&

j;/( f»H_>D\\

@) / H

L In
Polimerizacidon de la escuaraina

Figura 14. Polimerizacion bis(pirrol-2-il)escuarainas.

Aungue no existen estudios sobre la toxicidad de las escuarainas y su efecto
en la salud humana, algunos experimentos preliminares de cultivo bacteriano
mostraron que las escuarainas no inhiben el crecimiento de bacterias. Las
estructuras cristalinas de cuatro escuarainas simétricas derivadas del pirrol
muestran la configuracion trans y la distancia promedio de los enlaces C-C del grupo
central de ciclobuteno es de 1.465 A, también los enlaces C=0 muestran ser muy
estrechos con una distancia promedio de 1.239 A

Estudios tedricos y espectroscopicos han llevado a la conclusiéon de que tanto
el estado fundamental como el excitado aceptan la transferencia de carga de los
grupos donadores de electrones de la molecula.*® Los escuarainas asimétricas y
simétricas en solucion en disolventes organicos poseen colores muy intensos que
varian del purpura al rojo y exhiben intensa absorcion y emision de fluorescencia
entre 620-670 nm con pequefios desplazamientos de Stokes (10-30 nm) y tienen ®
moderado (0.30). Al variar los grupos donadores y extender el sistema 1 en la
molécula la longitud de onda de absorcion se puede desplazar hasta 850 nm.

Cuando el croméforo se encuentra en disolucion interactia con las moléculas de

~ 22 ~



disolvente de tal manera que producen complejos soluto-disolvente y la fuerza de
interaccion depende del caracter de transferencia de carga D-A-D.

En contraste, en estado soélido el intervalo de absorcion de las escuarainas,
550-900 nm, es muy amplio. Esto sucede porque las escuarainas tienden a formar
agregados que exhiben fuertes interacciones de transferencias carga
intermolecular. Ademas, son capaces de formar conjuntos supramoleculares,
compuestos por multiples subunidades ordenadas y unidas a través de enlaces no
covalentes como fuerzas de Van der Waals o por apilamiento 1T - 1T, interacciones
hidrofébicas y/o hidrofilicas, enlaces de hidrogeno y fuerzas electrostaticas. En
consecuencia, es muy probable que las escuarainas formen agregados
denominados de tipo H o J mediante fuertes interacciones de apilamiento Tr-1r
debido a sus estructuras rigidas y planas. Cuando las moléculas se agregan en
paralelo con un apilamiento de plano a plano forman agregados H, mientras que un
apilamiento de cabeza a cola de las moléculas puede generar agregados J. Para
determinar el tipo de agregado que forman se utiliza la espectroscopia de absorcion
y se compara el desplazamiento de absorcién entre la forma monomérica y la
agregada: los agregados H se caracterizan por tener desplazamiento al azul y los
agregados J muestran desplazamiento al rojo.

Scherer reporté el primer estudio de indolilescuarainas como materiales
potenciales con absorcion de dos fotones (2PA) y obtuvo una seccion transversal
de absorcion de dos fotones de 5000 GM. Por su parte, Michael Buschel y
colaboradores estudiaron la quimica redox de las bis-(pirrolil)-escuarainas mediante
voltametria ciclica con la finalidad de explotar sus propiedades para el disefio de
dispositivos optoelectrénicos (Figura 15, EV).*! Debido a su gran capacidad de
absorcion de dos fotones las escuarainas ademas sirven como fotosensibilizadores
en la terapia fotodinamica que se basa en la fotooxidacion de material bioldgico para

la destruccion de células cancerosas.*?
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Figura 15. Diversos derivados de escuarainas funcionales.

Las escuarainas son especialmente susceptibles al ataque en el grupo
carbonilo por nucledfilos fuertes, lo que conlleva la pérdida de las propiedades
Opticas. Este efecto se ha observado principalmente en solucion frente a nucledfilos
como aminas Y tioles, incluso con etanol y otros alcoholes durante los procesos de
sintesis. Los estudios de Sheng Yao Hsueh demostraron que la formacién de
rotaxanos protege los grupos carbonilo de las reacciones con nucledfilos (Figura 15
EVII.*® Las escuarainas también se han utilizado como materiales fotoactivos en
sistemas de conversion de energia solar a eléctrica. Jheng Ying Li reporto
escuarainas asimeétricas (Figura 15 EVIII) que pueden convertir fotones de baja
energia (~1.9 eV) en electricidad para fabricar celdas solares. Para esta aplicacion

la brecha de niveles de energia entre las moléculas donantes y los aceptores de
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electrones debe ser muy pequefia para lograr una separacion de carga eficiente.**
Estudios posteriores como el de Guo Chen referente a una serie de arilescuarainas
(EIX) que controlan la formacion de agregados J y H sirven para formar celdas
fotovoltaicas organicas (OPV).4°

Como se mencion6 anteriormente, la fluorescencia de un compuesto depende
del medio. Asi, la bis(2,4,6-trihidroxifenil)escuaraina puede formar un complejo
fluorescente de inclusion 2:1 con B-ciclodextrina (B-CD) en solucion acuosa. En
ausencia de B-ciclodextrina la fluorescencia de este compuesto se extingue. La
encapsulacién con B-ciclodextrina genera un entorno hidréfobo y una limitada
rotacion de la escuaraina, lo que intensifica la fluorescencia. Por otra parte, Suzuki
y Yokoyama reportaron el uso de la escuaraina SQ 13 (Figura 16) como sensor de
la proteina BSA (albumina sérica bovina), la escuaraina actué de forma no covalente
con dicha proteina, mostrando un cambio observable de coloraciébn naranja a
purpura intenso. Esta misma escuaraina exhibié respuesta a varias proteinas, lo
cual es prometedor para el desarrollo de otros sensores para la deteccion de
proteinas que compitan favorablemente con los que se encuentran disponibles

comercialmente.46
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Figura 16. Espectro de absorcion de la SQ 13 con concentraciones de BSA que

varian de 0 a 500 pg mL™?
Al incorporar en su estructura macrociclos, las escuarainas también se han

adaptado como detectores fluorescentes que se "encienden” al enlazar iones tales

como Hg?* en medio acuoso,*’ por ejemplo el compuesto EX (Figura 17).
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Figura 17. Deteccion de Hg?* por la escuaraina EX.

Recapitulando, las escuarainas son objeto de intensa investigacion que
contribuye al desarrollo de nuevas tecnologias, de manera sobresaliente materiales
de dptica no lineal en los cuales las moléculas exhiben propiedades como intensa
fluorescencia y bandas de absorcion desde el visible hasta la region de IR del
espectro electromagnético. La mayoria de los estudios se han realizado en
pirrolilescuarainas y son muy limitados los reportes con derivados de indol. El indol
también puede llevar a cabo la sustitucion electrofilica en la posicion C-3 y podria
dar lugar a nuevas moléculas bis(indolil)escuarainas con posible fluorescencia por

absorciéon de dos fotones.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios indoles de bajo peso molecular cuya estructura se ejemplifica por el
compuesto 22 en la Figura 18 poseen altos rendimientos cuanticos de fluorescencia
(®~1) pero absorben luz de longitud de onda 380-400 nm que no es compatible con
la obtencién de imagen de células vivas. Por tanto, resulta deseable modificar la
estructura quimica de estos indoles por la incorporacion de un grupo electro aceptor

para obtener moléculas fluorescentes por absorcion de dos fotones de infrarrojo
(600-800 nm).
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Rendimientos cuanticos F ~ 1
Absorcion a | 380-400 nm

- Mantener rendimientos cuanticos
- Absorcién de dos fotones
- Desplazar la absorcién a mayor |

Figura 18. Estrategia de modificacion estructural de indoles fluorescentes para

obtener derivados capaces de absorber dos fotones.

Las escuarainas*® presentan muchas de las propiedades necesarias para la
absorcion de dos fotones y se han utilizado en la microscopia de fluorescencia para
observar diferentes constituyentes y eventos celulares o patologias, por ejemplo, la
deteccion de cancer con el derivado de pirrol que se muestra en la Figura 19.49%0 La
principal caracteristica fisica de estos compuestos es la intensa absorcion de luz de
longitud de onda de 550-700 nm (visible o infrarroja) que ocasiona la emision de

fluorescencia por el proceso de absorcion de dos fotones.5!

Figura 19. Dipirrolilescuaraina usada en la deteccién de cancer colorrectal.
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En base a estos antecedentes, en este trabajo se planted preparar derivados
de bis(indolil)escuarainas de estructura general 15 y en particular utilizar la
estructura de indoles fluorescentes previamente reportados para formar el
compuesto 23 con el propésito de elaborar derivados fluorescentes capaces de

absorber dos fotones de longitud de onda superior a 600 nm (Figura 20).

Figura 20. Bis(indolil)escuarainas objetivo de este trabajo.
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4 JUSTIFICACION

La microscopia de fluorescencia por absorcion de dos fotones permite obtener
imagen celular de alta resolucién espacial de tejidos vivos en tiempo real. La
absorcién de luz infrarroja es ideal para la obtencion de imagen celular porque evita
la dispersion de la luz, auto absorcion y auto fluorescencia de las biomoléculas. Sin
embargo, las moléculas fluorescentes tienen limitaciones como la solubilidad en
agua, la fotoestabilidad, la toxicidad y baja brillantez debida a una seccién cruzada
de baja magnitud (< 100 GM). Por tanto, es deseable obtener nuevos compuestos
fluorescentes con mejores propiedades Opticas. Particularmente las escuarainas
son una especie de compuestos que exhiben propiedades fotofisicas Unicas con
aplicacion en la microscopia de fluorescencia, fabricacidén de celdas solares, terapia
fotodindmica y quimio sensores (Figura 21). La intencion de este trabajo de
investigacion es preparar bis(indolil)escuarainas como moléculas fluorescentes de
tipo donador-aceptor-donador capaces de ser excitadas por la absorcion de dos
fotones de luz infrarroja para que puedan servir como plataforma estructural para

elaborar sondas adecuadas para la obtencion de imagen celular.
Br -

o

Figura 21. Ejemplo de una escuaraina fluorescente.
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5 OBJETIVO GENERAL

Efectuar las reacciones de condensacion de 3,4-dihidroxi-3-ciclobuten-1-
diona con indol, un sistema rico en electrones, para obtener moléculas fluorescentes
del tipo bis(indolil)escuarainas que puedan presentar absorcion de dos fotones con

potencial aplicacidn en la obtencion de bioimagen por microscopia de fluorescencia.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Sintetizar las moléculas de indol precursores de las bis(indolil)escuarainas.
= Sintetizar y caracterizar quimicamente las bis(indolil)escuarainas.
= Determinar la longitud de onda de excitacion de los compuestos finales por

espectroscopia ultravioleta-visible.

~ 30 ~



6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  SINTESIS

A pesar del excelente caracter electrodonador del indol los ejemplos de
bis(indolil)escuarainas reportados en la literatura adn son escasos® en
comparacion a otros tipos de escuarainas en los cuales predomina el uso de
anilinas, fenoles y pirroles.>® Por lo tanto, se decidi6 efectuar la sintesis de
bis(indolil)escuarainas y para este fin a partir del 5-bromoindol 1 se prepararon
varios indoles N-sustituidos 2-5 con la finalidad de mejorar la solubilidad en

disolventes organicos de los compuestos finales (Figura 22).
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Figura 22. Sintesis de N-alquil indoles 2-5.

La sintesis de 2-4 se efectud por alquilacion de la sal del indol 1 formada por
la accion de NaH o KOH como base y posteriormente se agrego el agente alquilante.

En el caso del compuesto 5 la arilacion del indol con yodobenceno procedid bajo
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catalisis de Cu(l). La estructura correcta de todos los compuestos se corroboro por
RMN de 'H; asi en el espectro del compuesto 3 se observaron las sefiales
aromaticas esperadas del indol y grupo fenilo, ademas de una sefal simple en 5.33
ppm (2H) correspondiente al -CH2 del grupo bencilo; en el caso del compuesto 4 se
observo la desaparicion de la sefial en 7.9 ppm correspondiente al N-H del 5-
bromoindol y la aparicién de sefiales en la region 4.24-0.91 ppm caracteristicas de
la cadena de hexilo. En el espectro del compuesto 5 se observaron sefiales en la
region aromatica de 6.6-7.6 ppm que corresponden a los 10 protones presentes en
la molécula.

Los atomos de halégeno disminuyen la intensidad de la fluorescencia de un
compuesto (denominado efecto del atomo pesado interno) debido a un aumento en
la probabilidad de producir el cruzamiento entre sistemas singulete y triplete. Sin
embargo, el a&tomo de bromo del indol 1 sirve para formar enlaces C-C y extender
el sistema electronico. Asi que el &tomo de bromo del indol 1 se utilizé para unir un
grupo arilo al indol mediante una reaccién de Suzuki con acido(4-dimetilamino)
fenilborénico y catalizada con paladio para obtener el compuesto 7 (Figura 23).

A A A
Br@ \Q B(OH), O O Phi, Cul, K,CO; ‘ O A
N K,Cos, Pd(OAC Fenantrolina, N

1 EtOH-H,0, reflujo 2 h 6 H DMSO, 65°C, 82 h - @

I

Figura 23. Sintesis del indol 7.

El ciclo catalitico de esta reaccion de acoplamiento cruzado (Figura 24) consta
principalmente de tres pasos: el primero de ellos es la adicién oxidativa del Pd°
sobre el enlace C-Br del bromoindol 1, generalmente se considera la etapa
determinante de la velocidad de reaccion. Esta etapa forma un compuesto
organometalico de paladio (C3), su posterior reaccién con la base (K2CO3)
proporciona el intermediario (C4) que lleva a cabo una transmetalacién con el
complejo de borato (C6) producido por la reaccion del acido fenilbordnico (C5) con

la base. Esta etapa une a los dos grupos organicos al atomo de paladio (C8),
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finalmente se lleva a cabo la eliminacion reductora del Pd y la formacion del nuevo
enlace C-C (C9).
Me

N
Me O Pd(ll)
\ OH o) Br
N LoD
N
H H

c9 PdO

- B c1 C2
eliminacion
reductora adicion
oxidante
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(=]
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=
\
o
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I=z /;

€ g

o ol
KOZCO_ | _OCOZ K2CO3
OH o
c7 P \
transmetalacion| KO2€0 d\©\/,\> KBr
' | ca
/N\©\ _N &
g-OH 280, .0COK
C5 OH ce [ OH

Figura 24. Ciclo catalitico de la reaccion de Suzuki del 5-bromoindol con el

acido(4-dimetiamino)fenilborénico.

Obtenidos los indoles 2-7 se hicieron reaccionar con la 3,4-dihidroxi-3-
ciclobuten-1-diona (acido escuarico) en reflujo de una mezcla n-butanol-tolueno
(1:1) mediante una reaccién de condensacion, para obtener las correspondientes

bis(indolil)escuarainas 8-13 (Figura 25) con rendimientos que varian entre 58-71%.
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Figura 25. Reacciones para obtener bis(3-indolil)escuarainas 8-13.

La reaccion de condensacién para obtener bis(indolil)escuarainas se puede
considerar una sustitucion electrofilica aromatica en el indol que reacciona en la
posicién C-3 que es la mas nucleofilica atacando a uno de los carbonos carbonilicos
del &cido escuarico, la reaccién procede por la pérdida de agua, correspondiente a
uno de los oxigenos del acido escuarico y forma el enlace indol-escuarato. Es
posible que el acido escuarico forme de manera reversible ésteres con el butanol
antes de reaccionar con el indol, en cualquier caso, dos equivalentes de indol
reaccionan sobre un anillo de escuarato.

Las escuarainas sintetizadas resultaron ser compuestos dificiles de aislar
debido a la inestabilidad que presentan en solucion como consecuencia de las
reacciones laterales que experimentan. Es posible que se estén formando
productos de apertura del anillo central de 4 miembros y que haya polimeros. Para

abatir este problema se pensé que la incorporacién de un grupo N-tosilo en el
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fragmento de indol del compuesto 8 podria ayudar a la cristalizacién y aislamiento
del compuesto sin necesidad de recurrir a otros métodos de purificacion que
implican la exposicion de la escuaraina a condiciones no favorables para su
estabilidad (luz, aire, etc.). Sin embargo, es evidente que el grupo N-tosilo desactiva
electronicamente al anillo de indol hacia la sustitucion electrofilica con el acido
escudrico porque después de un prolongado tiempo de reaccion (24 horas) no se
observa formacién de un nuevo compuesto. En la figura 26 se comparan los
espectros del indol 4 (materia prima) y la escuaraina 10 (producto), donde se
observa que la sefial del protén etiquetado como 8 correspondiente a la posicion 3
del indol se disipa, lo que indica la obtencion del compuesto deseado. Ademas, el
espectro del producto se observa un ligero desplazamiento de las sefiales hacia el
campo bajo del espectro debido al efecto de apantallamiento de los oxigenos hacia

los hidrégenos marcados como 7 y 8 en la molécula 10.

W

i ﬁ

6.5 6.0

55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)

r T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

5.5 5.0
f1 (ppm)

Figura 26. Espectro de RMN de 'H de los compuestos 4 y 10 (400 MHz, CDCls).

Los grupos electrodonadores que contienen los indoles precursores 3-7
permitieron la formacion de las escuarainas 9-13. Sin embargo, los espectros de
RMN de 'H y 3C de estos compuestos muestran sefiales en la region de 1-5 ppm
que no corresponden a la estructura del compuesto deseado (Figura 27). Los
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intentos de purificacion por cromatografia en placa fina y en columna resultaron

infructuosos.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5.0 4.5
f1 (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN de *H en CDCIz a 400 MHz de la escuaraina 9,

muestra sefales en la regién 1-5.5 ppm que no corresponden a la estructura.

Resultados similares por la presencia de compuestos indeseados en el crudo
de reaccion con el resto de las escuarainas complico el aislamiento y la purificacion
de los productos, lo cual ademas influy6 en la reproducibilidad de los rendimientos
de reaccion de los productos deseados. Con la necesidad de mejorar y reproducir
los rendimientos de reaccion se tuvieron que probar diferentes técnicas de

aislamiento, las cuales se describen a continuacion.

Precipitacion y cristalizacion.
Se logré precipitar las escuarainas de la mezcla de reaccion por adicién de
éter etilico pero el material sélido obtenido no esta puro y no se logro recristalizar

por difusion liquido-liquido pese a numerosos intentos y variadas condiciones. Con
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el uso de otros disolventes como THF y hexano las escuarainas tienden a
degradarse lentamente en solucién en la presencia de luz y aire, se observa que las
soluciones de colores brillantes (rosa-purpura en los compuestos 9-12, azul en el
compuesto 13) paulatinamente adquieren un color café, con la formacion de material
insoluble (que en la literatura se denomina "polimero") y los espectros de RMN de
'H y 13C se vuelven muy complejos. Sin embargo, las escuarainas son solubles en
disolventes halogenados como el cloroformo y diclorometano y se intento
infructuosamente recristalizar el material a partir de estas soluciones porque
también se observa descomposicion. Por otra parte, la disolucion de las escuarainas
en acetona caliente y cristalizaciéon por enfriamiento produjo material sélido de
pureza variable, en algunos casos aceptable, pero no se puede calificar como una

técnica de aplicacion general.

Lavados y filtracion.

Se hicieron lavados de los productos precipitados con diversos disolventes en
los cuales las escuarainas tienen una solubilidad limitada a temperatura ambiente
tales como hexano caliente; etanol, acido acético, incluso con agua (se obtiene una
especie de material aglomerado que forma laminas). Sin embargo, ningun intento
resulté realmente efectivo. Las muestras analizadas por RMN aun muestran sefiales
no esperadas en los espectros. Entre los productos formados probablemente hay
adicién de butanol a los carbonos de carbonilo del anillo central de la escuaraina, la
adicion de nucledfilos como alcoholes, aminas y tioles al anillo de las escuarainas
estd ampliamente documentado (Liu, 2019; Ma, 2019, Ros-Lis 2002). Ademas, se
ha reportado que las reacciones laterales indeseadas son especialmente notorias
en la formacién de bis(indolil)escuarainas (Lynch,2018).

Si realmente el disolvente interfiere con la formacion selectiva de las
escuarainas se intent6 llevar a cabo la formacion de estas moléculas empleando
mecano sintesis. Asi, en ausencia de disolvente, dos equivalentes de indol 3 y uno
de acido escuarico se molieron manualmente en un mortero a temperatura
ambiente. Invariablemente solo se obtuvo un sdlido rosa tenue que al disolver en

CDClIz para efectuar el andlisis por RMN de *H adquirié rapidamente la coloracién

~ 37 ~



café caracteristica de la degradacion del compuesto de interés. Se obtuvo el mismo
resultado cuando la reaccion se realizé sin disolvente a 80°C o incluso a reflujo
empleando etanol como disolvente.

Otra técnica que se intentd para evitar las reacciones secundarias del anillo de
ciclobutadieno y evitar la descomposicion fue el encapsulamiento con beta
ciclodextrina cuya cavidad tiene un diametro de 6.5 A y altura de 7.9 A. Las
ciclodextrinas son solubles en agua y forman una cavidad que les permite formar
compuestos tipo anfitrion-huésped con moléculas hidrofobas mediante
interacciones no covalentes. Asi, el acido escuarico se calento a reflujo en la mezcla
de disolventes n-butanol-tolueno durante una hora y después se agrego6 indol para

obtener la bis(indolil)escuaraina 15 (Figura 28).

HOII.
@) O . .
B-Clclodextnni HO..
HO OH n-butanol-tolueno,
1 h, reflujo HO

%
N
14 H

a) n-butanol-tolueno,
reflujo 6 h

b) eliminacion del disolvente,
lavados con H,O

Figura 28. Sintesis de la escuaraina 15 usando encapsulacion con beta
ciclodextrina.

Con satisfaccion se observo que el producto 15 se obtuvo totalmente puro, en

el espectro de RMN !H (Figura 29) se observan Unicamente las sefiales
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correspondientes al compuesto de interés: la sefial del H-3 del indol desaparece y
no hay trazas de beta ciclodextrina que logra ser eliminada con simples lavados con

agua.

N ol

T T T T T T T T T T T T T T
3.5 13.0 125 12.0 11.5 11.0 10,5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Figura 29. Espectro de RMN de 'H del indol 14 y la escuaraina 15 en
DMSO-ds.

Sin embargo, cuando se intentd la sintesis de otras escuarainas usando
indoles de estructura mas compleja, por ejemplo el indol 7 que posee un grupo 4-
(dimetilamino)fenil en la posicion 6 y un grupo fenilo en la posicion 1, se observo la
disminucién del efecto benéfico de la ciclodextrina en la pureza de los productos
obtenidos. Esto probablemente sea debido a que la cavidad de la ciclodextrina ya
no puede albergar compuestos de mayor tamafio molecular y se pierde
parcialmente el efecto protector. Asi en el espectro de RMN de 'H de la
correspondiente escuaraina 13 aun se observa la presencia de subproductos
indeseables. Sin embargo, la estabilidad de la escuaraina en solucién mejoré
notablemente en comparacion al método de preparacion normal. Este compuesto

tiene color azul y muestra absorcion a 365 nm (Figura 30).
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Figura 30. Escuaraina 13, derecha excitacion a A= 365nm; izquierda
excitacion en la region visible.

Las escuarainas obtenidas tienen propiedades fisicas muy particulares. Por
ejemplo, el compuesto 9 es un sélido de color verde metalico que en solucion en
diclorometano tiene un color rosa intenso (Figura 31). El color verde metélico del
compuesto solido es comun en las escuarainas y se debe a las interacciones de la
luz con la superficie del sélido que forma plasmones que consisten en una oscilacién
colectiva de los electrones en los niveles electronicos mas altos de las moléculas
por interaccién con la luz,>* esto logra concentrar el campo eléctrico de la luz en el
entorno de las moléculas y se observan brillos metalicos que forman parte de las

propiedades 6pticas especiales que presentan este tipo de estructuras quimicas.>>
56

Figura 31. Bis(indolil)escuaraina 9 en estado sélido y en solucién con CHzCl>.

Las escuarainas 9-12 tienen color que varia de rosa-purpura y el compuesto
13 es azul debido a los cambios estructurales, por ejemplo, la extension del sistema
T conjugado y diferentes grupos sustituyentes cuya magnitud de efecto donador

repercute en sus propiedades 6pticas. Los compuestos color rosa-purpura (9-12)
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absorben a longitud de onda de 400-450 nm y emiten fluorescencia a 560-600 nm,
en cambio la escuaraina azul 13 absorbe radiacion a 400-480 nm y emite
fluorescencia a 600-640 nm.

Para continuar el trabajo sobre bis(indolil)escuarainas se repitio el trabajo
experimental reportado en la tesis doctoral de Mariana Flores Jarillo (UAEH,2016)
para obtener el compuesto 23 que tiene un sistema conjugado extendido sobre una
estructura molecular mas grande que permite una mayor polarizaciéon y en

consecuencia un mayor potencial de absorcion de dos fotones (Figura 32).

Figura 32. Estructura de la bis(indolil)escuaraina 23.

Acorde a esto la sintesis de este compuesto inicid6 con la preparacién del
arilalquino 17 por reaccion de Sonogashira del 4-bromobenzonitrilo y TMS-acetileno

y posterior desproteccion (Figura 33).

H—=TMS
CN
Oy Pl o, /Cr Sty SO
Br iProNH, DMSO Me-)-Si o H
45°C, N, (Me3)3Si 30 min. t.a, 60/o
1h, 85%

Figura 33. Sintesis del alquino 17.

La reaccidén de Sonogashira es catalizada por Pd(0) y Cu(l). ElI Pd(Il) que se
usa se reduce a Pd° por accion de las fosfinas o las aminas, presentes en el medio

de reaccion antes de entrar al ciclo catalitico que consta de tres etapas (Figura 34).
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Figura 34. Ciclo catalitico de la reaccion de Sonogashira para la obtencion del
alquino 16.

La primera etapa es la adicion oxidativa del Pd(0) al enlace C-Br del 4-
bromobenzonitrilo, se considera que este es el paso determinante de la reaccion.
La segunda etapa es la transmetalacion del grupo acetiluro desde el cobre al
paladio. La iPr2NH funciona como base para abstraer el proton del alquino
coordinado con el cobre, lo que forma acetiluro de cobre. Este acetiluro sufre
transmetalacion del cobre al paladio para continuar el ciclo catalitico. Esta etapa
resulta en la incorporacion de los dos fragmentos organicos al Pd(ll). Finalmente, la
eliminacién reductora forma el enlace C-C del arilalquino 16 y regenera el
catalizador de Pd (0).

La desproteccion del grupo acetileno por medio de la hidrdlisis del grupo

trimetilsililo con KOH en metanol ocurre por la adicion de un ion hidroxido al atomo
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de silicio se forma un ion silicato pentavalente que se fragmenta en (Mes)3SIOH y
un ion acetiluro que abstrae un proton del metanol para formar el arilacetileno 17
(Figura 35).

H,O -THF
KOH +CHa0H 2= &+ &
Me @
o o _al K
Ar—=Si(CH3); ——> Ar—= -SiOH
Me \Me
_ _0.® |
Ar—=—H =—— Ar—=0P K + (CH,);SiOH

Figura 35. Reaccion de desproteccidn para obtener el compuesto 17.

A continuacion, se realizo la dihalogenacién del 4cido 2-iodobenzoico a acido
2,5-diiodo benzoico 18 con Iz y periodato de sodio como agente oxidante que forma
una especie muy reactiva capaz de reaccionar con arenos deficientes en electrones.
El atomo de iodo (orientador orto/para) y el grupo carbonilo (orientador meta)
cooperan para dirigir la halogenacién a la posicion 5 del anillo aromatico.

Enseguida el acido 18 se transformo al bencilcarbamato de la diiodoanilina 19
por una serie de reacciones que incluyen un reacomodo de Curtius para
intercambiar el grupo carboxilo por una amina. A continuacion, se realiz6 un
acoplamiento de Sonogashira en los dos enlaces C-l del compuesto 19 con el
arilacetileno 17 para adquirir el correspondiente dialquino 20 como intermediario
sobre el cual se efectud una ciclacién inducida por fluoruro para obtener el indol 21
que por N-alquilacién proporciond el indol 22 (Figura 36).
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Figura 36. Sintesis del indol 22 y bis(indolil)escuaraina 23.

La reaccion del indol 22 con el acido escuérico para obtener el compuesto 23
es notablemente mas lenta que las reacciones analogas con los indoles 3-7 que no
tienen grupos sustituyentes en la posicion 2 probablemente a causa de esto del
impedimento estérico que se genera en la posicion 3-C del indol 22 por la presencia
del grupo arilo en la posicién 2-C.

Todos los compuestos de la figura 36 fueron caracterizados RMN de *H y 13C
excepto el compuesto 20 que se hizo reaccionar in situ para formar el compuesto
21. En el espectro de RMN de 'H del compuesto 23 (Figura 37) ya no se observa la
sefal simple de 6.6 ppm del H-3 del indol 22 (materia prima). Ademas, en el espectro
de RMN de 13C (Figura 38) se observa una sefial en 195 ppm correspondiente a los

carbonilos de la escuaraina.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H del compuesto 23 a 400 MHz en CDCls.
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Figura 38. Espectro de RMN de 3C del compuesto 23 a 100 MHz en CDCls,
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La inestabilidad de la escuaraina 23 en disolucién con diferentes disolventes
fue evidente por el cambio drastico del color azul de la solucién a color café minutos
después de preparar la disolucién del compuesto (Figura 39). Como se mencioné
antes el intento de usar la beta ciclodextrina en la sintesis de la escuaraina 23 no
tuvo éxito debido a que no hay suficiente espacio en la cavidad de la beta ciclo
dextrina para acomodar al indol 22 o a los productos de la mono y doble

condensacion con el acido escuarico.

Figura 39. Bis(indolil)escuaraina 23 en disolucion con cloroformo a) 2 min
después de su preparacion b) 30 min después c) emision de fluorescencia por

excitacion a 365nm.

Se plante6 también la sintesis de la escuaraina 25 (Figura 40), para lo cual
fue necesario sintetizar el indol 24, después se siguié la metodologia tradicional de
la sintesis de escuarainas y finalmente se obtuvo un sdlido rojo-café que a diferencia
de las escuarainas que se sintetizaron inicialmente, esta no exhibe tanta brillantes
de fluorescencia a 365 nm de excitacidn, posiblemente se debe a que su estructura
guimica tiene un sistema 1 extendido pequefio, por lo cual no existe mucha
deslocalizacién electronica dentro de la molécula.

@) @)

®_
o e gy st D
NH NaH, N

\ n-butanol/tolueno,
THF, DMF - 54 8 h, reflujo. 25

14

Figura 40. Sintesis de bis(indolil)escuaraina 25.
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6.2  ESTUDIOS OPTICOS.

Para investigar si las escuarainas sintetizadas en este trabajo presentan
absorcion de dos fotones se eligié la bis(indolil)escuaraina 9 porque es un sélido
estable de color parpura que mantiene el mismo color en solucion en THF. Cuando
este compuesto en solucién a una concentracion 1x10° M en THF fue irradiado con
pulsos de un laser a diferentes longitudes de onda desde 680 hasta 810 nm se
observo la emision de fluorescencia a una longitud de onda de 575 nm, alcanzando
la mayor intensidad de emisién por la irradiacion a 710 nm (Figura 41). Esto es, la
absorcién de dos fotones de 710 nm (luz roja visible) equivale a la excitacion con un
foton de luz ultravioleta a 355 nm. Esta observacion concuerda con la intensa banda
de absorcién en UV que muestra esta serie de compuestos en el intervalo de 328-
365 nm. Ademas, este compuesto también es fluorescente en estado solido, (® =
0.25 con respecto a la fluoresceina) y cuando se irradié con un laser a 710 nm emitio
fluorescencia a longitud de onda de 695 nm. En la mayoria de los casos es comun
que los compuestos en estado solido emitan fluorescencia a mayor longitud de onda
respecto a la emision en solucién debido a los cambios en las propiedades
electronicas que ocurren por el apilamiento y que se comportan como agregados

moleculares a diferencia de las moléculas aisladas en solucion (Figura 42).
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F——760 nm
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1200
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Figura 41. Espectro de emision de 9 en solucién en THF por irradiacion con un

laser a diferentes longitudes de onda en el intervalo de 680-810 nm.
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Figura 42. Espectro de emision del compuesto 9 en estado sélido.

Elindol 21 (@ = 0.21) en solucion de THF mostré una banda ancha de emisién
de fluorescencia en 390-580 nm al ser irradiado con un laser a diferentes longitudes
de onda desde 680 hasta 830 nm (Figura 43). La emisién de fluorescencia alcanza
su mayor intensidad a una irradiacion de 680 nm, esto implica la absorcion de dos

fotones de 680 correspondientes en energia a la absorcion de un fotén de 340 nm.
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Figura 43. Espectro de emision del indol 21 en solucion de THF con un laser de

diferentes longitudes de onda.
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Se obtuvo el espectro de absorcion en solucién de cloroformo de la escuaraina
23 en el cual se observan dos bandas de absorcién, una en 328 nm y otra en 619

nm; el indol 21 muestra una banda de absorcion a 364 nm (Figura 44).
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Figura 44. Espectro de absorcion ultravioleta del indol 21 y la escuaraina 23.

A continuacion, se hicieron mediciones del efecto de la exposicion de las
soluciones de los compuestos 12 y 15 a la luz solar. En celdas de cuarzo se coloco
1 mL de una solucion previamente preparada con 2 mg de los compuestos 12 y 15
en 25 mL de DMSO para medir la absorcion de cada compuesto en el
espectrofotometro de UV antes y después de la radiacion solar durante periodos de
4 minutos hasta la desaparicién del color en la solucién.

La solucion del compuesto 12 en DMSO inicialmente posee una coloracion
violeta que progresivamente desaparece por irradiacion con luz solar (Figura 45).
En el espectro de absorcion de 12 (Figura 46) se observan inicialmente dos bandas,
de absorcion en 325 nm y 575 nm. Esta ultima desparece por completo a los 24

minutos de exposicidn a la luz del sol, mientras que la banda en 325 nm persiste.
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Figura 45. Solucion de Bis(indolil)escuaraina 12 en DMSO y decoloracion

Absorbancia

después de irradiacion solar por lapsos de 4 minutos.
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Figura 46. Graficas de absorcion de una solucion de 12 en DMSO a

diferentes tiempos de exposicion a la luz solar.
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Con el compuesto 15 se observa algo similar: la banda de absorcion en 550

nm desaparece después de ser expuesto 36 minutos a la radiacion solar (Figura 48)

y el color rosa de la solucién inicial se disipa por completo (Figura 47).

Absorbancia

1.05+

015+

Figura 47. Bis(indolil)escuaraina 15.
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Figura 48. Graficas de absorcién de una solucién de la escuaraina 15 en

DMSO a diferentes tiempos de exposicion a la luz solar.
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7 CONCLUSIONES

Se planted la obtencion de bis(indolil)escuarainas fluorescentes con sistema
de tipo dipolar (Donador-Aceptor-Donador), con el objetivo de desplazar la longitud
de onda de absorcion de los compuestos hacia la region del IR. Aunque la técnica
de preparacion de las escuarainas es sencilla la reactividad quimica del anillo
central de las escuarainas causa problemas de reproducibilidad en los rendimientos
de reaccion y en la purificacion de los productos.

Se comprob6 la obtencion de los compuestos impuros por RMN de *H y 13C.
Los métodos de aislamiento y purificacion de las escuarainas por métodos de
precipitacion, lavado, cristalizacion y cromatografia en columna o en placa
resultaron infructuosos debido a la inestabilidad de los compuestos.
Experimentalmente se comprobé que las disoluciones intensamente coloridas de
los compuestos adquieren una coloracion café que se atribuye a descomposicién
de las escuarainas. Los espectros de absorcion UV-Vis de las escuarainas 12 y 15
muestra que la exposicion a la luz cambia la estructura electrénica de los
compuestos observada mediante la desaparicion de la banda de absorcion a 550-
575 nm. El proceso es irreversible, después de exposicion a la luz solar.

Por otra parte, el encapsulamiento de los productos de reaccion in situ con
beta ciclo dextrina permiti6 el aislamiento, la purificacion y reproducibilidad
satisfactoria en el caso de la preparacion del compuesto 15. Sin embargo,
posiblemente debido al mayor tamafio molecular que requiere la escuaraina 23 y
gue no puede aportar la cavidad de la beta ciclo dextrina para hospedar y proteger
el anillo de 4 miembros en este compuesto son evidentes las reacciones laterales.

Las escuarainas sintetizadas presentan fluorescencia por absorcién de un
fotén de luz UV (365 nm). Ademas, estos compuestos presentan una intensa banda
de absorcion en el visible, alrededor de 575 nm para los compuestos 12, 15 y de
619 nm para el compuesto 23. Experimentalmente se determind que el compuesto
modelo 9 presenta fluorescencia por absorcion de dos fotones de longitud de onda
de 710 nm lo cual valida que este tipo de compuestos tienen potencial para

desarrollar marcadores de tejidos en la microscopia de fluorescencia.
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8 DESARROLLO EXPERIMENTAL
8.1 GENERALIDADES

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en material de vidrio previamente
secado en la estufa a 110 °C durante toda la noche. Los disolventes y compuestos
liquidos fueron transferidos con jeringas hipodérmicas de plastico o micro jeringas
de vidrio. Los disolventes se removieron mediante un evaporador rotatorio. La
purificacion de los compuestos se llevé a cabo por cromatografia flash en columna
utilizando silice Whatman 60 (malla 230-400) y los sistemas de disolventes
indicados. En la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron placas de silice gel
Merck Fzs4 y las manchas se visualizaron con una lampara UV a 254 y 365 nm. Los
disolventes fueron secados de la siguiente manera: el tolueno utilizando sodio; el
tetrahidrofurano (THF) utilizando sodio/benzofenona; la diisopropilamina (iPr2NH)
sobre KOH; la acetona usando drierita. Se usaron mallas moleculares activadas de
4 A para secar DMSO, DMF y cloroformo. El hexano y acetato de etilo para
cromatografia en columna se destilaron fraccionadamente. Todos los compuestos
quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en un espectrofotometro Perkin-
Elmer FT-IR Spectrum GX. Los puntos de fusién de los compuestos se obtuvieron
en un aparato Bichi Melting Point B-540 y no estan corregidos. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron adquiridos en un espectrémetro
Bruker Ascend a 400 MHz (*H) y a 100 MHz (*3C). Para obtener los espectros de
RMN se us6 cloroformo deuterado (CDCIs) 6 dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds)
y TMS 8= 0.0 como referencia interna para todos los espectros de 'H. Para los
espectros de '3C se us6é como referencia interna CDClz 6 = 77.16 y DMSO-ds & =
39.52. Los datos de RMN de 'H se dan en el orden: desplazamiento quimico & (en
ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento J, (en Hertz), y nimero de
hidrogenos para los que integra la sefial. Los espectros de UV fueron obtenidos en
un espectrometro Perkin-Elmer Lambda XLS y los espectros de fluorescencia se
obtuvieron a temperatura ambiente en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 55

usando celdas de cuarzo.
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8.2 EXPERIMENTAL DE TODOS LOS COMPUESTOS
8.2.1 Sintesis 5-bromo-1-tosil-1H-indol

- 2 Los reactivos solidos se pesaron y transfirieron a un
Brm matraz de fondo redondo equipado con un agitador magnético:
N .0 500 mg de 5-bromoindol (2.55 mmol,1 equiv.), 1.020 g de

0=% cloruro de 4-toluenosulfonilo (TsCl) (5.35 mmol 2.1 equiv.) y

359 mg de KOH (6.4 mmol, 2.5 equiv.), con una jeringa se

agregaron 8 mL de DMF, la mezcla de reaccion permanecio

en agitacion a temperatura ambiente, en atmosfera de nitrdgeno y en ausencia de
luz durante 2 horas. El precipitado solido que resulté de la reaccion se disolvio en
0.5 mL de metanol, se lavé con acetato de etilo y H20; la fase orgénica recuperada
de extracciones se seco con NazSO4anhidro, se filtré y eliminé el disolvente (acetato
de etilo) a presion reducida en el rotavapor. Finalmente, el compuesto se aislé por
cromatografia en columna con gel de silice, utilizando una fase de elusion 95:5 de
hexano/acetato de etilo. El producto es un liqguido amarillo que posteriormente
cristalizo. 76% de rendimiento. RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 7.88 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.58 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.8,
1.2 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.61 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H). RMN de
13C (100 MHz, CDCIz) d 145.28, 135.02, 133.55, 132.49, 130.00, 130.02, 127.58,
127.46, 126.80, 126.79, 124.06, 116.79, 114.96, 108.29, 21.58.

8.2.2 Sintesis 1-bencil-5-bromo-1H-indol
Br ~ En la sintesis del N-bencil indol se utiliz6 un matraz de
m 25 mL fondo redondo, equipado con un agitador magnético
N donde se transfirieron los reactivos después de pesarlos:
\\© 300 mg de 5-bromoindol (1.530 mmol, 1.0 equiv.), 73.469
mg de NaH (3.061 mmol, 2.0 equiv.), utilizando una jeringa

& J

y en condiciones anhidras se adicionaron al matraz de reaccién 6 mL de THF y 4
mL de DMF, la mezcla formada se purgd por triplicado con Nz y vacio. Con una
microjeringa se adicionaron 182 uL de bromuro de bencilo (1.530 mmol, 1.0 equiv.).

La mezcla de reaccién permanecio durante 1 hora a temperatura ambiente y en
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agitacion. El precipitado que se formé al concluir la reaccion se disolvié con 1 mL
de metanol, la disolucién se lavé con acetato de etilo y H20. La fase orgénica se
seco con Na2SO4 anhidro y el disolvente se elimin6 a presion reducida. Finalmente,
el compuesto se aislé por cromatografia en columna utilizando una fase de elusiéon
hexano/acetato de etilo (95:5). Rendimiento de 85%. RMN de *H (400 MHz, CDClz)
0 7.79 (s, 1H), 7.35 - 7.24 (m, 5H), 7.19 — 7.08 (m, 4H), 6.51 (d, J = 3.0 Hz, 1H),
5.33 (s, 2H). RMN de *3C (100 MHz, CDCls) & 137.16, 135.09, 130.55, 129.59,
128.96 (2 C), 127.91, 126.81 (2 C), 124.67, 123.58, 113.02, 111.31, 101.42, 50.41.

8.2.3 Sintesis 5-bromo-1-hexil-1H-indol

e 2 En un matraz de 25 mL fondo redondo, equipado con un
Br@ agitador magnético se pesaron 300 mg de 5-bromoindol
N (2.530 mmol, 1.0 equiv.), 73.44 mg de NaH (3.061 mmol, 2.0
\\:> equiv.), en condiciones anhidras se adicionaron 6 mL de THF

. J

y 4 mL de DMF, la mezcla formada se purg6 3 veces con N2
y vacio, posteriormente con una microjeringa se agregaron 225 pL de 1-yodohexano
(1.580 mmol. 1.0 equiv.) y se dejo reaccionar durante 1 hora en agitacion, a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. El precipitado que se formé al concluir
la reaccion se disolvio con 1 mL de metanol, la disolucion se lavd con acetato de
etilo y H20. La fase organica se seco con Na2SO4 anhidro y el disolvente se elimin6
a presion reducida. Finalmente, el compuesto se aislé por cromatografia en columna
de gel de silice, utilizando una fase de elusion hexano/acetato de etilo (95:5).
Rendimiento de 92%. RMN de *H (400 MHz, CDClz) 8 7.64 — 7.59 (m, 1H), 7.32 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 2.7 Hz,
1H), 6.47 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 4.07 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 1.85 — 1.75 (m, 1H), 1.28 (s,
2H), 0.86 (t, J = 6.7 Hz, 1H). RMN de *3C (100 MHz, CDCI3) &: 134.6, 130.2, 129.0,
124.1, 123.3, 112.5, 110.9, 100.5, 46.6, 31.4, 30.2, 26.6, 22.5, 14.0.
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8.2.4 Sintesis 5-bromo-1-fenil-1H-indol.

5 N En un matraz de fondo redondo de 25 mL equipado con un

;

\Q,\> agitador magnético se pesaron 400 mg de 5-bromoindol (2.040
N mmol, 1.0 equiv.), 19 mg de Cul (0.1202 mmol, 0.05 equiv.), 620

@ mg de K2COs3(4.489 mmol, 2.2 equiv.), 21 mg de L-prolina (0.183
mmol, 0.09 equiv.), se purgo por triplicado el matraz de reaccion

con Nz y vacio, enseguida se agregaron con una jeringa 6 mL de
DMSO seco y 227 uL de yodobenceno (2.040 mmol, 1.0 equiv.), la mezcla de
reaccion permanecié durante 78 horas a 65°C en agitacion y en atmosfera de
nitrégeno, el crudo de reaccion se lavo tres veces con acetato de etilo y H20, la
fase organica se secO con Na2SO4 anhidro y el disolvente se eliminé a presion
reducida. Finalmente, el compuesto se aisld por cromatografia en columna
utilizando una fase de elusién hexano/acetato de etilo (90:10). Se obtuvo un polvo
blanco con un rendimiento de 61%. RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & 7.49 (dd, J =
7.1, 1.6 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.26 — 7.22 (m, 3H), 7.12 — 7.07 (m, 2H),
7.05 — 6.94 (m, 2H), 6.47 (d, J = 3.3 Hz, 1H).

8.2.5 Sintesis de 4-(1H-indol-5-il)-N,N-dimetilanilina.

- N Se pesaron y transfirieron a un matraz de 25 mL de

N O fondo redondo todos los compuestos solidos: 100 mg de

acido(4-dimetilamino)fenilborénico (0.765 mmol, 1.5

O \ 5-bromoindol (0.510 mmol, 1.0 equiv.), 126 mg del
N
H )

-

equiv.), 141 mg de K2COs (1.020 mmol, 2.0 equiv.) y 12
mg de Pd(OAc)2 (0.051 mmol, 0.1 equiv.), como medio de reaccion de utilizé una
mezcla de dos disolventes: Etanol-H20 (3:1), se incrementé la temperatura en el
matraz de reaccion hasta reflujo del disolvente durante 3 horas y en agitacion. Se
obtuvo una solucion incolora, el crudo de reaccion se lavo tres veces con H20 y
acetato de etilo, la fase organica se sec6 con Na2S0a4 y se eliminé el disolverte a
presién reducida. EI compuesto se aislé por cromatografia en columna con una fase
de elusion hexano/acetato de etilo 80:20; se obtuvo un sélido blanco. Rendimiento
de 74%. RMN de 1H (400 MHz, cdcls) 5 8.07 (s, 1H), 7.89 — 7.86 (m, 1H), 7.65 —
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7.61 (m, 2H), 7.50 — 7.47 (m, 1H), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.19 — 7.17 (m, 1H), 6.93
— 6.88 (m, 2H), 6.62 (ddd, J = 3.1, 2.0, 0.9 Hz, 1H), 3.04 (s, 6H). RMN de 13C (100
MHz, CDCls) & 149.50, 134.81, 133.50, 131.12, 128.45, 127.98 (2 C), 124.71,
121.53, 118.22, 113.16 (2 C), 111.19, 102.77, 40.83 (2 C).

8.2.6 Sintesis de N,N-dimetil-4-(1-fenil-1H-indol-5-il) anilina.

a 2 En un matraz de 25 mL se transfirieron 100 mg de
—N 4-(1H-indol-5-i)-N,N-dimetilanilina  (0.423 mmol. 1.0
O equiv.), 129 mg de K2COs3 (0.931 mmol, 2.2 equiv.), 7 mg

O \ de fenantrolina (0.038 mmol, 0.09 equiv.), 7 mg de Cul
N (0.0338 mmol, 0.08 equiv.), se purgd por triplicado el

© matraz de reaccion con Nz, con una jeringa se agregaron
6 mL de DMSO seco y 48 microlitros de yodobenceno,

- J

la reaccion permanecié durante 82 horas a 65°C en
agitacion y atmosfera de N2, el crudo de reaccion se lavo tres veces con acetato de
etiloy H20, la fase organica se sec6 con Na2S0a4 y el disolvente se elimind a presion
reducida, el compuesto se aisl6 en cromatografia en columna con una fase de
elusién hexano/acetato de etilo 90:10. Se obtuvo un liquido incoloro que cristalizé.
Rendimiento de 61%. RMN de *H (400 MHz, CDCI3) & 7.86 (s, 1H), 7.66 — 7.41 (m,
7H), 7.38 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 7.28 (s, 1H), 6.87 (dd, J = 8.2, 2.5 Hz, 2H), 6.73 (s,
1H), 3.02 (s, 6H). RMN de *3C (100 MHz, CDCIz) d 149.56, 139.95, 134.81, 134.11,
130.74, 129.92, 129.63 (2 C), 128.29, 127.94 (2 C), 126.34, 124.22 (2 C), 121.83,
118.60, 113.03 (2 C), 110.63, 103.84, 40.76 (2 C).

~ 57 ~



8.2.7 Sintesis de la escuaraina 8.

En un matraz de fondo redondo de 25
mL provisto con un agitador magnético se
pesaron 200 mg de 5-bromo-1-tosil-1H-indol
(0.561 mmol, 2.0 equiv.) y 32.02 mg de 3,4-
dihidroxiciclobut-3-en-1,2-diona (0.280 mmol,

1.0 equiv.), los reactivos se disolvieron en una
mezcla de n-butanol/tolueno (1:1), posteriormente se increment6 la temperatura
hasta reflujo de la mezcla de reaccion durante 24 h en agitacion; sin embargo, la

reaccion no procede.

8.2.8 Sintesis de la escuaraina 9.

En un matraz de fondo redondo equipado

' con un agitador magnético se pesaron 500 mg

& ® de 1-bencil-5-bromo-1H-indol 10 (1.748 mmol,

©\/N 4 ‘ \N© 2.0 equiv.) y 100 mg 3,4-dihidroxiciclobut-3-en-
© O 1,2-diona (0.873 mmol, 1.0 equiv.), los reactivos

L Br ) se disolvieron en una mezcla de n-

butanol/tolueno (1:1), se adaptd al matraz de reaccidén una trampa de Dean stark
con un refrigerante, la temperatura de reaccion se incrementd hasta reflujo durante
18 horas en agitacion, se observa un cambio de color en la mezcla: incoloro - rosa.
El disolvente se evapord a presion reducida y se intentd aislar el compuesto por
placa preparativa, recristalizacion, lavados con diferentes disolventes, por ejemplo:
agua, metanol, hexano, etc. Finalmente se hizo una cromatografia en columna con
una fase hexano/acetato de etilo (60:40). Se obtiene el producto impuro como un
solido verde metdlico soluble en CH2Cl2, CHCIs y acetona. Rendimiento de 78%.
RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) 5 7.68 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.41 — 7.30
(m, 4H), 7.15 - 7.03 (m, 3H), 5.27 (d, J = 7.2 Hz, 2H). RMN de 13C (100 MHz, CDCls)
0 189.64, 140.28, 138.65, 136.36, 129.00 (2 C), 128.80, 128.38, 127.79, 126.67 (2
C), 126.17, 124.27, 122.66, 111.61, 110.45, 50.56.
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8.2.9 Sintesis de la escuaraina 10.

.

Br

N~ D=
S o )

o)

Br

N

J

En un matraz de fondo redondo equipado con
un agitador magnético se pesaron 385 mg de 5-
bromo-1-hexil-1H-indol 7 (1.376 mmol, 2.0 equiv.)
y 78 mg de 3,4-dihidroxiciclobut-3-en-1,2-diona
(0.688 mmol, 1.0 equiv.), los reactivos se

disolvieron en una mezcla de n-butanol/tolueno

(1:1), se adaptdé al matraz de reaccion una trampa de Dean stark con un

refrigerante, se incremento la temperatura de reaccion hasta reflujo del disolvente

durante 16 horas en agitacion; media hora después se observa un cambio de color

(de incoloro a rosa). Se eliminé el disolvente a presion reducida. Se intento aislar el

compuesto por recristalizacion y lavados con diferentes disolventes, por ejemplo:

agua, metanol, hexano, etc. Finalmente se hizo una cromatografia en columna con

una fase hexano/acetato de etilo (70:30). Se obtiene el producto impuro como un

solido verde metalico soluble en CH2Cl2, CHCIs y acetona. Rendimiento de 60%.
RMN de 1H (400 MHz, CDCls) & 8.99 (m, 1H), 8.59 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.50 — 7.40
(m, 1H), 7.24 (s, 1H), 4.21 (t, 2H), 1.99 — 1.88 (m, 2H), 1.42 — 1.22 (m, 6H), 0.89 (t,
3H). RMN de '3C (101 MHz, CDCIs) & 187.33, 137.61, 136.27, 131.86, 128.06,
127.37,117.34, 111.80, 111.01, 48.08, 30.98, 29.11, 26.28, 22.10, 13.75.
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8.2.10 Sintesis de la escuaraina 11.

( Br ) En un matraz de fondo redondo provisto con
O g un agitador magnético, se pesaron 500 mg de 5-
v ) \ \('«\L?/@ bromo-1-fenil-1H-indol (2.591 mmol, 2.0 equiv.) y
@ i O 147 mg de 3,4-dihidroxiciclobut-3-en-1,2-diona

(2.295 mmol, 1.0 equiv.), los reactivos se

Br . .
- “ disolvieron en una mezcla de n-butanol/tolueno

(1:1), se adapto al matraz de reaccidon una trampa de Dean stark con un refrigerante,
la temperatura de reaccion se incrementd hasta reflujo del disolvente durante 18
horas en agitacion constante. el disolvente se elimind a presion reducida y se intent6
aislar el compuesto por cromatografia en columna con una fase hexano/acetato de
etilo (70:30). Se obtiene el producto impuro como un sélido purpura. Rendimiento
de 62%. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 8.94 (s, 1H), 7.63 — 7.56 (m, 5H), 7.47 (d,
J=7.6 Hz, 1H), 7.41 - 7.36 (m, 1H), 7.26 (d, J = 2.7 Hz, 1H). RMN de®*C (101 MHz,
CDCls) 6 189.31, 171.28, 138.27, 137.58, 137.21, 130.23 (2 C), 129.19, 127.14,
125.59, 124.87, 124.83 (2 C), 113.76, 111.85.

8.2.11 Sintesis de la escuaraina 12.

( )

En un matraz de fondo 25 mL de fono redondo se
transfirieron 20 mg de 3,4-dihidroxiciclobut-3-en-1,2-
diona (0.175 mmol, 1.0 equiv.), 199 mg de 8-
ciclodextrina (0.175 mmol, 1.0 equiv.), los reactivos se
disolvieron en una mezcla de 6 mL de n-butanol/tolueno
(1:1), se dej6é reaccionar durante 1 hora a reflujo del
disolvente y en agitacion, después se agregdé 84 mg de
4-(1H-indol-5-il)-N,N-dimetilanilina. (0.351 mmol, 2.0

equiv.), la reaccion permanecid6 4 horas bajo las

L J condiciones iniciales. Se elimino el disolvente a presion

reducida y el precipitado violeta obtenido se lavé con agua. Rendimiento de 70%.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 13.07 (s, 1H), 11.86 (s, 1H), 8.72 (m, 1H), 8.09
(s, 1H), 7.60 (t, J =9.8 Hz, 2H), 7.47 (m, 1H), 6.98 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 3.01 (s, 6H).
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RMN de 13C (101 MHz, DMSO-ds) & 194.42, 173.58, 135.39, 132.82, 127.35 (2 C),
126.48, 126.28, 125.84, 121.26, 119.83, 113.65, 112.26, 111.88, 108.08, 41.62. IR
(KBr, A cm™): 3172 (N-H), 2919 (C-H), 1715 (C=0), 1609 (C=C), 1422 (C=N), 1178
y 1118 (C-0), 1123 (=C-H), 732 (C-H).

8.2.12 Sintesis de la escuaraina 13.

( N\

\N/ En un matraz de 25 mL de fondo redondo

se transfirieron 20 mg de 3,4-dihidroxiciclobut-3-

O en-1,2-diona (0.175 mmol, 1.0 equiv.) y se
O RS disolvieron en una mezcla de 6 mL de n-butanol-

\%»@ tolueno (1:1), se agregaron 109 mg de N,N-
dimetil-4-(1-fenil-1H-indol-5-il)anilina (0.351
mmol, 2.0 equiv.), la reaccion permanecio

O durante 4 horas a temperatura de reflujo del
disolvente y en agitacion. Se eliminé el
N
AN

disolvente a presion reducida. Se obtuvo un

sélido azul marino. Rendimiento de 68%. RMN
de IH (400 MHz, CDClz) & 7.84 (s, 1H), 7.60 (s, 2H), 7.51 (d, J = 5.4 Hz, 5H), 7.44
(d, J=7.0 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.24 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.71 (s, 1H), 3.04 (s, 6H).
RMN de 3C (100 MHz, CDCIz) & 191.40, 130.07, 129.79 (2 C), 129.66 (2 C), 128.71,
128.47,128.18 (2 C), 126.44, 124.57, 124.35, 124.25 (2 C), 121.83, 118.85, 114.64,
110.74, 103.87, 41.99.

8.2.13 Sintesis de la escuaraina 15.

. ) En un matraz de 25 mL fondo redondo, equipado

O 69 con un agitador magnético se pesaron 20 mg de acido

®
ciclodextrina (0.1754 mmol, 1.0 equiv.), con una jeringa
o Q)

escuarico (0.1754 mmol, 1 equiv.), 198.90 mg de -

agregaron 4 mL de n-butanol y tolueno respectivamente,

- J

la mezcla de reaccion se dej6 durante 1 hora a
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temperatura de reflujo del disolvente, después se agrego6 al matraz de reaccion 41
mg de indol y se dejo reaccionar 4 horas bajo las condiciones iniciales, se redujo el
volumen de disolvente a presion reducida y se agregaron 8 mL de éter etilico,
finalmente, se obtuvo un precipitado rosa, el cual se lavé con H20. Rendimiento de
71%. RMN de *H (400 MHz, DMSO- dg) 6 12.16 (s, 1H), 7.80 (m, 2H), 6.69 (s, 1H),
6.48 (d, J =9.9 Hz, 2H). RMN de *3C (101 MHz, DMSO-ds) 5 187.51, 137.75, 136.33,
125.47, 124.78, 123.78, 123.38, 113.40, 111.49, 101.98. IR (KBr, A cm™): 3073 (N-
H), 2872 (C-H), 1766 (C=0), 1676 (C=C), 1177 y 1113 (C-0), 1034 (=C-H), 795 (C-
H).

8.2.14 Sintesis de 4-etinilbenzonitrilo

cN En un matraz de 50 mL provisto con un agitador
magnético se pesaron 546 mg de 4-bromobenzonitrilo (3.0
H/©/ mmol, 1.0 equiv.), 16 mg de PdCl2 (0.089 mmol, 0.03 equiv.),
17 mg de Cul (0.089 mmol, 0.03 equiv.), 47 mg de

trifenilfosfina (0.179 mmol, 0.03 equiv.); el matraz de reaccién se purgd 3 veces con

N2y vacio, se agregaron 5 mL de DMSO seco y 1 mL de diisopropilamina, la mezcla
formada se agit6é durante 10 minutos y se agregaron 462 mg de trimetilsilil acetileno
(3.3 mmol, 1.1 equiv.), se dejo reaccionar durante 1 hora a 45°C. El crudo de
reaccion se lavo con acetato de etilo y H20. La fase organica se sec6 con Na2SOa4
anhidro, el disolvente se elimind a presion reducida y el compuesto se aislé por
cromatografia en columna utilizando una fase hexano/acetato de etilo (80:20). Se
obtuvo un polvo blanco con rendimiento de 85%; después se hizo la reaccién de
reduccion, para la cual se pesaron 500 mg del compuesto obtenido anteriormente
(2.5 mmol, 1.0 equiv.), 284 mg de KOH (5.023 mmol, 2.0 equiv.), se disolvieron en
una mezcla de MeOH/THF (3:1). Se dej6 reaccionar durante 30 minutos a
temperatura ambiente; finalmente la disolucion obtenida se lavé con acetato de etilo
y H20 tres veces, se elimind el disolvente a presion reducida, el compuesto de
interés se separd por cromatografia en columna utilizando una fase de elusion
hexano/acetato de etilo (90:10). Se obtuvo un precipitado blanco. Rendimiento de
60%. RMN de *H (400 MHz, CDCIl3) 8 7.64 — 7.60 (m, 2H), 7.59 — 7.55 (m, 2H), 3.30
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(s, 1H). RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) 5 132.79 (2 C), 132.15 (2 C), 127.12, 118.36,
112.48, 81.99, 81.67.

8.2.15 Sintesis de acido 2,5-diiodobenzoico.

En un matraz bal6n de 100 mL provisto con un agitador

| magnético de pesaron 1.268 g de I2 (4.999 mmol, 0.5 equiv.) y

\@OH se disolvieron en 30 mL de H2SO4, se agregaron 427 mg de
I

NalO4 (1.999 mmol, 0.2 equiv.), la mezcla de reaccion se dejo

durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacién continua, después se
agrego al matraz 2.480 g de acido iodobenzoico (9.999 mmol, 1.0 equiv.) y se dej6
reaccionar por 3 dias en agitacion a temperatura ambiente, el crudo de reaccion se
transfirid a un matraz Erlenmeyer que contenia agua fria; se formo6 un precipitado
purpura, el cual se filtro y disolvié en acetato de etilo, la solucion se lavo tres veces
con NazS203 para eliminar el exceso de yodo. La fase organica se seco con Na2SOa4
y se eliminé el disolvente a presién reducida, finalmente se obtuvo un solido blanco.
Rendimiento de 92%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO) & 7.96 (s, 1H), 7.72 (d, J = 6.1
Hz, 1H), 7.55 (d, J = 6.2 Hz, 1H). RMN de *3C (101 MHz, DMSO) & 166.78, 142.10,
140.59, 139.16, 137.97, 94.07, 93.63.

8.2.16 Sintesis de bencil (2,5-diodofenil)carbamato.

En un matraz de 50 mL provisto con un agitador

|
/@f )OJ\ magnético se pesaron 500 mg (1.3 mmol, 1.0 equiv.)
I H O/\© del acido 2,5-diiodobenzoico, con una microjeringa se

agregaron 116.58 pL (1.6 mmol, 1.2 equiv) de SOClIz,

13 mL de DME seco; la mezcla de reaccion permanecio a temperatura de reflujo del

disolvente durante 2 horas y en atmosfera de nitrégeno. Transcurrido el tiempo de
reaccion se elimino el disolvente a presion reducida, el precipitado obtenido se
disolvié en 7 mL de acetona anhidra, se agregaron 313 mg de NaNs (1.6 mmol, 1.2
equiv.) nuevamente se dejo reaccionar la mezcla durante 30 minutos a temperatura
ambiente y en atmosfera de nitrogeno. Después de media hora de reaccion se

elimind el disolvente a presion reducida, se agregaron 7 mL de tolueno seco, 425
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pL (1.32 mmol, 1.02 equiv.) de alcohol bencilico y se calentd la mezcla obtenida
hasta 85°C por 3 horas en agitacion y atmosfera de nitrogeno. La disolucion se lavo
con acetato de etilo tres veces. La fase organica se sec6 con Na2SO4 anhidro y el
disolvente se elimino a presion reducida. Finalmente, el precipitado obtenido se lavé
con hexano/acetona (95:5). Rendimiento de 76%. RMN de 'H (400 MHz, CDClz) &
8.46 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.46 — 7.30 (m, 6H), 7.12 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 6.97 (s,
1H), 5.22 (s, 2H). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & 153.04, 140.06, 139.54, 135.75,
134.24, 128.84, 128.71, 128.59, 94.56, 87.89, 67.71.

8.2.17 Sintesis de 4-((2- (4-cianofenil)-1H-indol-6-il) etinil)benzonitrilo.
N Se pesaron 200 mg (0.417 mmol, 1.0
O A\ O equiv.) de bencil (2,5-diodofenil)carbamato,
NH
Z

106 mg de 4-etinilbenzonitrilo (0.835 mmol,

2.0 equiv.), 11 mg de Pdz(dba)s (0.0209
O mmol, 0.05 equiv.), 2.38 mg de Cul (0.0125
mmol, 0.03 equiv.), 6.570 mg de trifenilfosfina

NC 25

(0.025 mmol, 0.06 equiv.). Se transfirieron todos los reactivos a un matraz de 25 mL
de fondo redondo equipado con un agitador magnético y se purgo por triplicado con
N2, utilizando una jeringa se agregaron 10 mL de DMSO seco y 147 L de iPr2NH
seca (1.044 mmol, 2.5 equiv.); la mezcla obtenida se dejo reaccionar durante 1.5
horas a 45°C en agitacion y atmdsfera de Nz, para efectuar la reaccion de ciclacion
del compuesto se agregaron al mismo matraz 1.252 mL de TBAF (1.252 mmol, 3.0
equiv.) y se incrementd la temperatura de reaccion a 80 °C durante 2.5 horas; el
crudo de reaccion se lavo tres veces con acetato de etilo y H20, la fase organica se
seco con Naz2S04, se elimind el disolvente a presion reducida. El compuesto se aislé
por cromatografia en columna en una fase de elusion hexano/acetato de etilo
(70:30) y se obtuvo un sélido amarillo, rendimiento de 79%: RMN de 'H (100 MHz,
DMSO-ds) & 12.06 (s, 1H), 8.06 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.90 (m, 4H), 7.74 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.66 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.5 Hz, 2H).
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8.2.18 Sintesis de 4-((2- (4-cianofenil)-1-hexil-1H-indol-6-il)  etinil)

benzonitrilo.

Vs

En un matraz de 25 mL de fondo

Q N\ O CN redondo provisto con un agitador magnético
y N\\:> se pesaron 50 mg de 4 - ((2- (4-cianofenil) -
1H-indol-6-il) etinil)benzonitrilo (0.150 mmol,

NC 1.0 equiv.), 7 mg de NaH (0.291 mmol, 2.0

N 7 equiv.), utilizando una jeringa se agreg6 una

mezcla de THF: DMF secos, en proporcion 3:2 (volumen total de 10 mL), la mezcla
se dejo reaccionar durante 10 minutos bajo condiciones anhidras y enseguida se
agrego 36 uL (0.174 mmol, 1.2 equiv.) de yodohexano, la reaccion permaneci6 1.5
horas a temperatura ambiente en agitacidén, ausencia de luz y atmosfera de Na.
Finalmente, el crudo de reaccién se lavé con acetato de etilo y H20 tres veces, la
fase organica se sec6 con Na2S0Oay se eliminé el disolvente a presién reducida, se
aisl6 el compuesto por cromatografia en columna en una fase de elusion
hexano/acetato de etilo (90:10); se obtuvo un compuesto que en estado solido es
amarillo y en liquido presenta fluorescencia. Rendimiento 97%. RMN de *H (400
MHz, CDCI3) 6 7.77 (d, 2H), 7.63 — 7.59 (m, 8H), 7.32 (dd, J = 8.15, J = 1.26, 1H),
6.61 (s, 1H), 4.03 (t, J= 7.61, 2H), 1.69 (q, J = 7.61, 2H), 1.44 — 0.97 (m, 6H), 0.79
(t, J='6.90, 3H); RMN de *3C (100 MHz, CDCI3): 6 141.0, 137.5,137.2, 132.4, 132.0,
131.9, 129.6, 128.7, 128.6, 124.0, 121.1, 118.7,118.6, 115.5, 114.0, 111.8, 111.0,
104.2, 95.8, 87.0, 44.3, 31.1, 30.0, 26.4, 22.4, 13.9.
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8.2.19 Sintesis de la escuaraina 23.

Inicialmente se efectud la sintesis

siguiendo el método tradicional: se
utilizd un matraz de 25 mL de fondo
redondo provisto con un agitador
magneético y se transfirieron 45 mg de
4-((2  (4cianofenil)-1-hexil-1H-indol-6-
il)etinil)benzonitrilo (0.105 mmol, 2.0
equiv.), 6 mg de 3,4-dihidroxiciclobut-3-
en-1,2-diona (0.052 mmol, 1.0 equiv.),

con una jeringa se agreg6 una mezcla

de n-butanol/tolueno  (1:1), la
temperatura de reaccion se incrementé hasta el reflujo del disolvente durante 8
horas con agitacién constante, posteriormente se eliminé el disolvente a presion
reducida y se obtuvo un compuesto que en estado sélido es verde metélico y en
disolucién es azul. El producto resulté impuro; lo que llevo a una segunda ruta de
sintesis: utilizando las mismas cantidades de reactivos. Se inicié con la reaccion
previa del &cido escuarico con 54 mg de beta ciclodextrina (0.052 mmol, 1.0 equiv.)
y se disolvieron en una mezcla de n-butanol/tolueno (1:1), la reaccién permanecio
a reflujo y en agitacién durante 1 hora, después de este tiempo se agregaron los
dos equivalentes del indol 22. Transcurridas 16 horas de reaccion no se obtiene el
producto. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 5 8.94 (d, J = 8.69, 1H), 7.66 (m, 4H), 7.55-
7.51 (m, 4H), 4.05 (t, J = 7.68, 2H), 1.72 (q, J = 6.83, 2H), 1.18 (m, 6H), 0.83 (t, J
=6.90, 3H); RMN 13C (400 MHz, CDCI3): 5 194.0, 148.5, 137.6, 134.6, 132.1, 132.1,
131.6, 131.3, 128.0, 127.3, 126.4, 118.8, 118.5, 118.3, 114.1, 113.9, 113.4, 111.6,
94.2, 88.3, 45.4, 31.0, 29.5, 26.4, 22.4, 13.9; Punto de fusion= mayor a 320 °C; IR
(KBr, A cm?): 2923 (C-H), 2225 (C-N), 1731(C=0), 1599 (C=C), 1161y 1087 (C-C-
0) 843 (C-H)
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8.2.20 Sintesis 1-metil-1H-indol.

En un matraz de 25 mL fondo redondo, equipado con un
©\/I\> agitador magnético se pesaron 400 mg de indol (3.410 mmol, 1.0
\ equiv.), 163.68 mg de NaH (6.826 mmol, 2.0 equiv.), con una jeringa
adicionaron 6 mL de THF y 4 mL de DMF; con una microjeringa se agregaron 213
pL de yodometano (3.410mmol. 1.0 equiv.) y se dejé reaccionar durante 1 hora en
atmosfera de nitrégeno, agitacion constante, temperatura ambiente y en ausencia
de luz. El precipitado que se formo al concluir la reaccion se disolvié con 1 mL de
metanol, la disolucion se lavo con acetato de etilo y H20. La fase organica se seco
con Na2SO4 anhidro y el disolvente se elimind a presion reducida. Finalmente, el
compuesto se aisldé por cromatografia en columna utilizando una fase de elusion
hexano/acetato de etilo (95:5). Rendimiento de 92%. RMN de 'H (400 MHz, CDCls)
67.91(d, J=7.9 Hz, 1H), 7.49 (m, 2H), 7.39 (ddd, J=7.9, 6.8, 1.3 Hz, 1H), 7.21 (d,
J=3.1Hz, 1H), 6.74 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H). RMN de 3C (100 MHz, CDCls)
0 136.72 (s), 128.80 (s), 121.48 (s), 120.87 (s), 119.29 (s), 109.23 (s), 100.88 (s),
32.63 (s).

8.2.21 Sintesis de la escuaraina 25.

En un matraz de fondo redondo provisto con un

agitador magnético se pesaron 150 mg del-metil-1H-
indol (1.144 mmol, 2.0 equiv.) y 65 mg de 3,4-
dihidroxiciclobut-3-en-1,2-diona (0.572 mmol, 1.0

equiv.), los reactivos se disolvieron en una mezcla de

n-butanol/tolueno (1:1), se adapt6 al matraz de reaccién una trampa de Dean stark
con un refrigerante, la temperatura de reaccion se incrementé hasta reflujo de los
disolventes durante 16 horas en agitacion. El disolvente se evapord a presion
reducida y se intentd aislar el compuesto por cromatografia en columna con una
fase de elusién hexano/acetato de etilo (80:20). Se obtiene el producto impuro como
un sélido rojo. RMN de 'H (400 MHz, CDClz) & 7.96 (s, 1H), 7.49 (dd, J = 9.4, 4.3
Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 9.0, 3.8 Hz, 1H), 6.64 (s, 1H), 3.98 (d, J = 4.2 Hz, 3H). RMN
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de 13C (100 MHz, CDCls) 5 206.75, 135.19, 129.94, 129.76, 124.11, 123.09, 112.47,
110.45, 100.35, 32.78.
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9 ANEXOS: ESPECTROSCOPIA
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