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1. INTRODUCCION

Las moléculas con propiedades optoelectrénicas han sido objeto de estudio
durante afios debido a su potencial para diversas aplicaciones tecnoldgicas. En
particular, las moléculas fluorescentes se han utilizado en la deteccidon cuantitativa de
analitos, por ejemplo, iones de calcio, zinc, hierro, magnesio, cianuro y fluoruro;
moléculas neutras como 6xido nitrico, y diéxido de carbono, entre otros.!? También se
han usado para detectar de manera cualitativa moléculas o estructuras celulares de
interés bioldgico, como el ADN, las mitocondrias y la pared celular.®4 En la microscopia
de fluorescencia se emplean moléculas fluorescentes como marcadores biologicos en la
deteccién de patologias en tejidos vivos, incluso en tiempo real.> Ademas, las moléculas
fluorescentes también son utilizadas para la fabricacion de pantallas en dispositivos
OLEDs.® La capacidad de estas moléculas para absorber energia y emitir luz es un
fenbmeno relevante, resultado de interacciones precisas entre la radiacion
electromagnética y la estructura electrénica de la materia.” Estos procesos implican
cambios en los niveles de energia, el paso transitorio por estados inestables, y la
liberacion de energia en forma de fotones. La eficiencia, duracion y caracteristicas de
esa emision estan determinadas por factores propios de la molécula, como su estructura,
Su estructura electrénica y su entorno, por lo que ciertos mecanismos pueden favorecer

o inhibir dicha emisién luminosa, modulando su intensidad o duracién.8

GENERALIDADES

1.1. Fundamentos fotofisicos de la fluorescencia

La espectroscopia estudia la interaccion de la materia con la energia la cual puede
manifestarse a través de procesos como absorcidn, dispersion, difraccion, reflexién,
transmision y refraccion; y cada uno de estos fendmenos aporta informacion sobre la
estructura y propiedades de la materia por cada tipo de radiacion empleada siendo de
gran relevancia la espectroscopia UV-visible ya que en esta region del espectro la
radiacion puede inducir excitacion electrénica en la materia lo que a su vez puede dar
lugar a la emision de luz o luminiscencia cuando un estado excitado regresa a su estado

fundamental.®
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La luminiscencia se define como la relajacion de un estado electrénico excitado de

un atomo o molécula por emision de fotones. La excitacion electronica previa del material
luminiscente puede ser designada en varias categorias:

« Fotoluminiscencia: Fotones de baja energia para excitacion (luz visible o UV)."°

 Electroluminiscencia: Excitacion mediante un campo eléctrico."

+ Quimioluminiscencia: Excitacién a partir de una reacciéon quimica.'?

* Bioluminiscencia: La reaccidon quimica de excitacion se produce en un organismo

vivo.'3

« Sonoluminiscencia: Se usa ultrasonido para lograr la excitacion electronica.’

+ Incandescencia: Cuando el material se excita térmicamente.®

* Magnetoluminiscencia: Cuando la excitacibn es inducida por campos

magnéticos.®

Desde el punto de vista molecular los a&tomos y moléculas pueden absorber fotones
modificando sus energias electronicas y generando diferentes fenOmenos segun la
energia del foton incidente un ejemplo sencillo se observa en el 4&tomo de hidrogeno
cuando absorbe radiacién en la regién UV o visible, un electrén puede ser promovido a
un nivel de energia superior en un proceso denominado transicidn electronica y para que
esto ocurra la energia del fotdbn debe ser al menos igual a la diferencia entre el nivel
basal y el nivel excitado tras lo cual el electrén puede regresar a su estado mas estable

liberando la energia en forma de un fotén.’

Cuando una molécula experimenta excitacion electronica por irradiacion, los
electrones de los orbitales mas externos pueden acceder a los orbitales moleculares
vacantes de mayor energia. Si los electrones mantienen la misma orientacion de espin
gue en el estado basal, el espin resultante es cero y se le denomina estado singulete. Si
el espin sufre una inversion de orientacién que posee un valor total igual a uno y el estado
excitado se conoce como estado triplete (Figura 1).*® Para cada estado excitado
singulete (S1, S2, Ss...Sn), existe un estado correspondiente triplete (T1, T2, Ts...Tn) y el

decaimiento de un estado triplete provoca fosforescencia ya que requieren mas tiempo
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para regresar a su estado basal, mientras que el decaimiento del estado singulete es

mas rapido y causa fluorescencia.'®

81 81 S1
estado basal estado excitado estado excitado
singulete triplete

Figura 1. Estados excitados singulete y triplete.

La energia de un estado electronico excitado puede liberarse para regresar al
estado electrénico basal a través de emision de calor (vibracion y rotacion molecular) o
emision de luz (luminiscencia). La luminiscencia se puede dar de dos maneras distintas
dependiendo del espin del estado excitado; la fluorescencia implica la emision de luz
casi instantanea de luz (101° a 10" segundos) desde estados electrénicos singulete y la
fosforescencia es la emision de luz desde un estado excitado triplete y es mucho mas
lenta (10® s hasta minutos).!® La excitacion electrénica siempre produce un estado
singulete luego se produce la inversion de espin mediante una transicion conocida como
entrecruzamiento de sistemas.?® Esta dinamica se representa en el diagrama de
Jablonski de la Figura 2. La fluorescencia ocurre como emision de luz desde un estado
electrénico singulete y generalmente la luz emitida presenta una longitud de onda mayor
(menor energia), debido a la pérdida energética asociada a dos procesos denominados
conversién interna (intercambio de energia entre subniveles electronicos) y relajacion

vibracional (colisiones entre moléculas).
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Figura 2. Diagrama de Jablonski que muestra transiciones radiativas y no radiativas,

asi como su tiempo de duracién.

1.2. Medicién de la fluorescencia

La medicion precisa de la fluorescencia utiliza un espectrofluorimetro que emite
luz en una longitud de onda especifica para excitar la muestra y luego mide la luz emitida
en respuesta, dando un espectro de emision en el cual se observan los niveles de
intensidad de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.?! La intensidad de
fluorescencia emitida depende de una serie de factores, no todos propios
exclusivamente del fluoréforo estudiado, sino también del disolvente y de las condiciones
en las cuales se realiza la medicion.?? Con este método se pueden obtener parametros
que nos ayudan a caracterizar Opticamente las moléculas fluorescentes como el
rendimiento cudntico, el coeficiente de extincion molar, el desplazamiento de Stokes, la
brecha de banda (band gap), la vida media de fluorescencia y la intensidad.?® El
rendimiento cuantico de fluorescencia es la relacion que hay entre el numero de fotones
emitidos por un fluoréforo y el nUmero de fotones absorbidos, lo que indica la eficiencia
de conversion de los fotones absorbidos en emision y tiene valores de 0 (0%) a 1

(100%).24 Las moléculas altamente fluorescentes, por ejemplo, la fluoresceina®® (Figura
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3), tienen rendimientos cuanticos que, en ciertas condiciones, se aproximan a valores de

uno, mientras que las especies no fluorescentes tienen eficiencias que son

practicamente cero.?®

Figura 3. Fluoresceina con un maximo de 97% de rendimiento cuantico en solucién.?®

El rendimiento cuantico se puede determinar con el método absoluto que implica
el uso de esferas integradoras o el método relativo que consiste en la comparacion del
rendimiento de fluorescencia entre un estandar (Figura 4)?” y la muestra desconocida
mediante la ecuacion 1 donde ®m es el rendimiento de fluorescencia de la muestra
desconocida, ®s el rendimiento cuantico del estandar; f£x» representan la fraccion de luz
absorbida por la muestra y £ la del estandar que se estiman con la ecuacion 2 donde 4
es la absorbancia de la longitud maxima de absorcion; F» representan la intensidad de
fluorescencia integrada de la muestra y Fs la del estdndar; y que son los indices de

refraccion de los disolventes donde se encuentra la muestra desconocida 7, y la

muestra estandar 7s.

oo (B (B)- ) e

f=1-104  (Ec.2)
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Las propiedades fotofisicas de los compuestos usados como estandares de

fluorescencia, incluyendo su rendimiento cuantico y espectros de absorcion y emision,
se encuentran establecidas con alto grado de certeza y reproducibilidad.?’ En el informe
técnico de la IUPAC, elaborado por Albert M. Brouwer (2011), se establecen
recomendaciones sobre el uso de estandares para mediciones de rendimiento cuéntico
en disolucién, discutiendo las condiciones experimentales adecuadas, los errores mas
comunes Yy los criterios que debe cumplir un compuesto para ser considerado un
estandar confiable.?* Ademas, el informe distingue entre los métodos relativos y
absolutos de medicion; en el método relativo, la fluorescencia de la muestra se compara
con la de un estandar de referencia medido bajo condiciones idénticas de excitacion y
geometria, mientras que los métodos absolutos, basados en esferas integradoras,
permiten determinar directamente el niumero de fotones emitidos y absorbidos sin

necesidad de un estandar externo.?428

L
COOCH,
o
X
®
H,N o) NH,

Rodamina 123
® =0.86

HO O 0)
U
O COOH

Sulfato de quinina Fluoresceina
® =0.55 ®=0.97

X
83 ~N 0" o
FF K
BODIPY505/515 SO;Na NaO3S 7-dimetilamino-4-metilcurmarina
®©=0.94 Verde de indocianina ®=0.50
® =0.05

Figura 4. Estandares de fluorescencia mas utilizados en la espectroscopia de

fluorescencia.?’
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El coeficiente de extincion molar también llamado coeficiente de absortividad (€)

expresa la capacidad de una molécula para absorber luz a la longitud de excitacion
elegida y se relaciona con la probabilidad de que un fotdn incidente sea absorbido por la
molécula. Experimentalmente los fluoréforos con estructuras electronicas conjugadas
mMA&s extensas o0 con grupos atractores/donadores fuertes presentan valores altos, porque
sus orbitales estadn mejor alineados para interactuar con la luz.?° La determinacion de ¢
se realiza a partir de un espectro de absorcién UV-Vis, el cual mide la intensidad de luz
gue atraviesa la muestra a diferentes concentraciones y se representa con la formula de
Lambert-Beer (Ec. 3). A es la absorbancia, b es la intensidad de la luz incidente, /es la
intensidad de la luz transmitida, € es el coeficiente de absortividad molar, /es el camino
optico de la cubeta y C es la concentracién del fluoréforo. Un alto coeficiente de extincion
es deseable en aplicaciones de deteccion porque permite trabajar con concentraciones
menores de fluoréforo y reducir efectos de reabsorcion y fotodegradacion.©

A=log(2)=elC  (Ec3)

Por otra parte, el desplazamiento de Stokes (AV) es la diferencia de la longitud de
onda maxima de absorcion (Aabs) y la longitud de onda maxima de emision (Aem),
expresadas en nanémetros donde se aplica un factor 10°" para convertir las longitudes
de onda expresadas en nandmetros a niumeros de onda en centimetros inversos, ya que
1nm =107 (Ec. 4). Esta diferencia es resultado de los procesos de relajacién vibracional
y conversion interna en un sistema excitado. Véase el diagrama de Jablonski en la Figura
2.

AV ( 1 1 ) 107 (Ec.4)
V= - X C.
Aabs Aem

El desplazamiento de Stokes proporciona informacién sobre la estructura y las
interacciones moleculares del sistema.3! En algunos fluoréforos los desplazamientos de

Stokes son muy pequefios, como en los Bodipys (10-20 nm) y muy grandes en los
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benzotiadiazoles (150-200 nm).%233 En las moléculas que usa la microscopia de

fluorescencia tienen ventajas précticas las moléculas con desplazamientos de Stokes
grandes porque no hay sobreposicion de las longitudes de onda de absorcion y de

emision y no se requieren lamparas monocromaticas y filtros especiales.3

-
Desplazamiento

I
I
I de Stokes
I
I
I

Emision
(fluorescencia)

Absorbancia

Intensidad

T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectros de absorbancia y emision de un fluorocromo.

En los materiales semiconductores fluorescentes (Figura 6), el band gap (EQ)
determina fundamentalmente la energia de los fotones que pueden ser absorbidos y la
longitud de onda de la luz emitida cuando los electrones regresan al estado
fundamental.®® En la excitaciéon, un electrén absorbe energia suficiente para “saltar”
desde la banda de valencia a la de conduccion y al regresar a su estado fundamental,
emite un fotén cuya energia refleja precisamente ese band gap.3® Este mecanismo es la
base de la fotoluminiscencia en nanoparticulas como los puntos cuanticos (quantum
dots, QDs).%¢ En las moléculas organicas fluorescentes, el band gap es un parametro
gue determina la longitud de onda de emision a diferencia de los sistemas inorganicos
nanoestructurados, donde el tamafo fisico regula el confinamiento cuantico, en los
fluoréforos organicos este ajuste se logra mediante el disefio molecular: la conjugacion
electrénica, la incorporaciéon de grupos donadores y aceptores de electrones, asi como
la planaridad y rigidez estructural permiten modular las propiedades electronicas, al igual

que el color de emision.3”
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Al aumentar la conjugacién (extendiendo el sistema 1), se reduce el band gap,

desplazando la emisién hacia longitudes de onda mas largas (rojo); mientras que una
conjugacion mas corta o interrumpida tiende a aumentar la energia de transicion,
favoreciendo emisiones en la regién azul o ultravioleta del espectro.3 Esta relacién entre
estructura electronica y color permite “sintonizar” la fluorescencia mediante
modificaciones quimicas especificas, lo que otorga gran versatilidad para aplicaciones
personalizadas en bioimagen, sensores, OLEDs o celdas solares.®®

Ademas, ciertas estrategias de disefio, como la restriccion de rotaciones internas, la
rigidez estructural o el uso de puentes intramoleculares, no s6lo modulan la energia de
emisién, sino que también aumentan el rendimiento cuantico al reducir vias de
desactivacion no radiativas.*® Aunque generalmente presentan espectros de emision
mas amplios que los nanomateriales inorganicos, los fluor6foros organicos ofrecen
ventajas como una mayor biocompatibilidad, facilidad de sintesis, selectividad, y un

control mas preciso sobre el entorno quimico de la fluorescencia.*

traslape
banda de
conduccién

Ec=0eV Eg=0.1-3.0 eV Eg>3.0 eV

Energia

banda de
valencia

Metal Semiconductor Aislante

Figura 6. Diagrama de los diferentes valores de band gap para conductores,

semiconductores y aislantes.

El tiempo de vida determina cuanto permanece un fluoréforo en su estado
excitado antes de relajarse emitiendo un fotén y es un indicador de la estabilidad del

estado excitado. Los estados muy inestables decaen rapidamente, mientras que los
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estados mas “protegidos” o “estables” perduran mas.*? Este pardmetro es especialmente

valioso porque no depende de la concentracion ni de la intensidad del haz de excitacion,
lo que lo hace muy importante frente a variaciones experimentales.*® Algunas técnicas
como la microscopia de imagen por tiempo de vida (FLIM) miden esta propiedad para
distinguir entre fluor6foros que emiten luz a la misma longitud de onda pero que tienen
procesos de decaimiento distintos, lo que permite describir interacciones moleculares en

células vivas sin depender de la intensidad.**

La intensidad de fluorescencia mide la cantidad de luz es emitida por un fluoréforo
tras la excitacion; esto refleja la habilidad del fluoréforo para absorber la luz de excitacion
y su capacidad para emitirla de nuevo, moduladas por la geometria y la eficiencia 6ptica
del equipo.*? Ademas, los fendmenos de autoextincién (self-quenching) y pérdidas por
dispersiéon pueden disminuir la intensidad observada.*® Para comparaciones confiables
entre diferentes fluoréforos, se utilizan estdndares de referencia bien caracterizados (por
ejemplo, fluoresceina), asegurando que las diferencias de intensidad reflejen sus

propiedades Unicas.*®

1.2.1. Aplicaciones de las moléculas fluorescentes conforme a sus propiedades

fotofisicas

La seleccion de un fluoréforo depende de los parametros antes mencionados y
cada uno de estos factores determina su eficacia para aplicaciones especificas, desde
la elaboracion de bioimagen hasta sensores quimicos o dispositivos optoelectrénicos por
lo que resulta claro que las propiedades fotofisicas son muy importantes en la seleccion
de su posible aplicacion tecnologica. La Tabla 1 muestra las caracteristicas fotofisicas

de diversos fluoroforos y su aplicacion.

10
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Tabla 1. Relacion entre los parametros fotofisicos y sus aplicaciones segun sus

Parametro

valores.

Valores altos

(Aplicaciones)

Valores bajos

(Aplicaciones)

Coeficiente de
extincion molar

(5)47

Rendimiento
cuantico de
fluorescencia
(¢)48

Desplazamiento

de Stokes (Av)*°

Band gap (Eg)%°

Tiempo de vida
de fluorescencia

(T) 43

- Microscopia y bioimagen (imagenes
brillantes y sensibles)

- Sensores analiticos (deteccion
eficiente de cambios minimos en
concentracion)

- Dispositivos épticos (OLEDs mas
eficientes)

- Microscopia de fluorescencia (alta
intensidad con minima excitacion)
- FRET (mejor acoplamiento
donante-aceptor)

- Ensayos ultrasensibles (ELISA
fluorescente, PCR en tiempo real)
- Imagen multicolor (evita
solapamiento entre fluoréforos)

- Sensores radiométricos (alta
precision)

- Optoelectrénica (reduce
autoabsorcion de la emision)

- Emisién UV-visible (deteccidn
ambiental, evita interferencias IR)
- Celdas solares organicas (capturan
fotones de alta energia)

- FLIM (microscopia de tiempo de
vida; independiente de intensidad)
- Estudios dindmicos moleculares
(procesos lentos como plegamiento

proteico o unién ligando-receptor)

- Marcaje discreto en biologia celular
(evitar saturacion de sefial)
- Mediciones de fondo con baja

interferencia Optica

- Sensores “turn-on” (fluorescencia
aparece ante estimulo)
- Terapia fotodinamica (disipacién no

radiativa para generar ROS)

- FRET (necesita solapamiento
espectral amplio)
- Sensores de microcambio espectral

(detectan desplazamientos sutiles)

- Emisién NIR (bioimagen in vivo con
mayor penetracion en tejidos)

- Diagndéstico biomédico no invasivo

- Estudios de cinética rapida
(quenching dindmico, relajaciones
rapidas) - Optoelectrénica

(modulacion rapida de sefiales de luz)

11



Lm[H ‘ T POSGRADO | VCBI

1.3. Moléculas fluorescentes y su estructura

La fluorescencia de mayor intensidad se observa en compuestos que poseen
anillos aromaticos con transiciones T—1* de baja energia, mientras que los compuestos
que contienen grupos que extienden la conjugacion electrénica como enlaces C=C, C=N,
CN, C=0y grupos donadores como aminas y éteres también presentan fluorescencia.>*
Por lo general, el rendimiento cuantico aumenta en relacion con el numero de anillos y
su grado de conjugacién.>? Por otro lado, los compuestos heterociclicos simples como la
piridina, el furano, el tiofeno y el pirrol (Figura 7), manifiestan baja o nula fluorescencia.>?
En los compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno, se postula que la transicion
electronica de menor energia implica un sistema n—1* que rapidamente se convierte en
un estado triplete, lo cual inhibe la fluorescencia.>* La fusién de anillos en los compuestos
heterociclicos conlleva a un aumento en la absortividad molar € de la banda de absorcién
y a una reduccién en el tiempo de vida del estado excitado por lo que la quinolina, la

isoquinolina y el indol muestran fluorescencia.®®

Heterociclos de un solo anillo no presentan fluorescencia
@ !\ [\ [\
—
N (@) ” S
Piridina Furano Pirrol Tiofeno

Heterociclos con anillos fusionados presentan fluorescencia

H

Quinolina Isoquinolina Indol

Figura 7. Moléculas heterociclicas.

La fusién de anillos de benceno también aumenta la fluorescencia (Figura 8),
debido a que incrementa la extension del sistema 1 conjugado, lo que provoca una
disminucion en la energia de la transicion electronica T—1* y un aumento en la densidad

electronica distribuida a lo largo del cromoforo. La deslocalizacion electronica estabiliza

12
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el estado excitado, reduce las pérdidas no radiativas y favorece la emision radiativa, lo

gue resulta en una mayor intensidad de fluorescencia y en un desplazamiento al rojo en

los espectros de emision.>®

o o oo &Y

Benceno Naftaleno Antraceno Pireno

® =0.04 ®=0.21 & =0.27 ® =0.65

Figura 8. Rendimientos cuanticos de algunos hidrocarburos aromaticos en etanol.

Por el contrario, la presencia de halégenos en los fluoréforos, particularmente el
bromo, reduce la fluorescencia y aumenta la probabilidad de transicion entre sistemas
hacia el estado triplete, en consecuencia, favorece la fosforescencia y la formacion de
especies reactivas de oxigeno.®’ La figura 9 muestra la influencia de los atomos de
bromo en los parametros fotofisicos como el ®r (rendimiento cuantico de fluorescencia),
®ph (rendimiento cuantico de fosforescencia), Tt (tiempo de vida de fluorescencia) y Tph
(tiempo de vida de fosforescencia) en una serie de derivados de bis(carbazolil)benceno

denominados mCP.5’

Y e

o o o
S QO

J
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&
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OZQZQ
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0

mCP mCP-Br mCP-Br, mCP-Brj mCP-Brs
D¢ =70% D =19% D5 =1.8% D5=1.5% ®5=0.8%
Dph =30% Dph =81% Dph =98.2% ®ph =98.5% Dph =99.2%
T¢(ns) =5.70 Tf(ns) = 1.88 T¢ (ns) = 0.22 T§(ns) =0.13 T¢ (ns) = 0.07
Tph (8) = 3.10 Tph (8) =2.70 Tph (s) = 0.06 Tph (s) = 0.03 Tph (8) = 0.03

Figura 9. Influencia del bromo en los parametros fotofisicos en derivados de mCP.5’

13
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1.3.1. Efecto de larigidez estructural

La rigidez estructural reduce las pérdidas de energia debidas a movimientos
vibracionales (también conocidas como emisién no radiativa o disipacidn térmica) y en
consecuencia incrementa el rendimiento de la fluorescencia.®® La rigidez estructural
aumenta al minimizar el nUmero de enlaces simples con rotacion libre o al introducir
grupos voluminosos que restringen dicha rotacion.>® Por ejemplo, el 9,10-
dihidrofenantreno tiene mayor rendimiento cuantico que el 2,2'-Dimetilbifenilo (Figura
10).50 También se observa que los agentes quelantes organicos favorecen el aumento

de la fluorescencia al formar un compuesto con un ion metalico.®!
CH;
H3C

2,2'-Dimetilbifenilo 9,10-dihidrofenantreno

@ =0.01 ®=0.55

Figura 10. Efecto de la rigidez estructural en la fluorescencia de bifenilos analogos.®°

1.3.2. Efectos del disolvente

Por lo general, la emisién de fluorescencia se produce a mayor longitud de onda
(menor energia) que la de absorcidn y esa pérdida de energia es resultado de una serie
de procesos no radiativos posteriores a la absorcion de luz, como la conversion interna
y la relajacion vibracional.®? La relajacion interna tiene lugar cuando el fluoréforo se excita
a un subnivel vibratorio elevado dentro del primer estado singlete (Si) y se disipa
rapidamente el exceso de energia vibratoria mediante la interaccion con el disolvente. Si
el fluoréforo es excitado al segundo estado singlete (Sz2), su decaimiento hacia el estado
S1 ocurre rapidamente (10712 s) debido a la conversién interna.®® En términos generales,
un fluoréforo presenta un momento dipolar mayor en su estado excitado (pe) en
comparaciéon con su estado fundamental (uc), debido a la polarizacién de la densidad

electrénica.®* Un disolvente polar estabiliza el estado excitado porque los dipolos de sus

14
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moléculas pueden reorientarse o relajarse alrededor del estado excitado e, lo que

conduce a una emisién de energia mas baja (frecuencia mas alta) y su tiempo de
relajacion electronica por un disolvente polar fluido a temperatura ambiente es de
picosegundos (1012 s), mas rapido que el tiempo de vida de la fluorescencia (10° s).%°
Por lo tanto, los fluor6foros mas polares muestran una mayor sensibilidad a la polaridad
del disolvente y disminuyen drasticamente su rendimiento cuantico de fluorescencia,
mientras que las moléculas no polares son menos susceptibles a esta influencia (Figura
11)l66

S — Niveles de energia

Absorcién (1013 s)
S, A T AN Fluorescencia (101°- 107 s)
annnnnnns Conversion interna (10711 - 109 s)
Relajacion vibracional (10712 - 1010 s)
S, A
A \ Solvente poco polar
Relajacion del disolvente (10712 s)
Solvente muy polar
hvg 4/ hvg A/
So

Figura 11. Diagrama de Jablonski de fluorescencia con relajaciéon del disolvente.

Mientras que los espectros de emision corresponden a un fluoréforo polarizado
expuesto a un entorno de moléculas de disolvente relajadas que se orientan de acuerdo
con la polarizacién, los espectros de absorcion muestran menor sensibilidad a la
polaridad del disolvente porque las moléculas se exponen al mismo entorno local en los
estados basal y excitado.’” Este comportamiento da origen al solvatocromismo,
fendmeno mediante el cual la posicion maxima de absorcion o emision de una molécula
cambia en funcion de la polaridad del disolvente; tipicamente, los compuestos con
estados excitados mas polares presentan un desplazamiento batocrémico (al rojo) en

disolventes mas polares. La Figura 12 muestra el desplazamiento de la banda de emision

15
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por efecto del disolvente en dos derivados de 2,5 diariltiofeno denominados MOT y
DMAT.%8

I\
[ ()
NC OCH,

F MOT

Intensidad de Fluorescencia normalizada

/ \
NC ° N/

DMAT

Intensidad de Fluorescencia normalizada

Longitu de onda (nm)

Figura 12. Espectros de fluorescencia normalizados en soluciones 5x107° M de MOT y

DMAT utilizando diferentes solventes.®8

1.4. Mecanismos de modulacién de la fluorescencia

Como se ha descrito hasta ahora, la fluorescencia puede verse intensificada,
suprimida (quenching) o desplazada en longitud de onda como resultado de diversos
procesos que alteran el comportamiento electrénico de la molécula en su estado
excitado. Estos mecanismos suelen depender de la estructura quimica del sistema, la

16
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presencia de grupos funcionales aceptores y donadores de electrones, y las condiciones

del entorno, como el pH, la polaridad del solvente o la interaccién con otras especies
guimicas. La comprension de estos procesos de modulacion de fluorescencia es clave
para el disefio racional de compuestos fluorescentes con propiedades ajustables, que

respondan de forma controlada ante estimulos quimicos, fisicos o biolégicos.%°

1.4.1. Transferencia de carga interna

El proceso de transferencia de carga interna (ICT, intramolecular charge transfer)
es un proceso fotoinducido en el que, tras la absorcion de un fotdén, se produce una
redistribucién de carga electronica dentro de la misma molécula, desplazandose desde
un grupo dador de electrones (D) hacia un grupo aceptor de electrones (A), este estado
excitado presenta un momento dipolar muy elevado y se forma en escalas temporales
ultrarrapidas, inferiores a 1013 s.7? EI ICT suele lograrse mediante la conjugacion directa
de un donador y un aceptor a través de un puente 1r-conjugado (estructura “D-1—A”), lo
cual genera fuertes efectos “jalon-empuje” que modulan las propiedades épticas del
compuesto, estos efectos favorecen el desplazamiento del maximo de emisién hacia
longitudes de onda mas largas y pueden intensificar la sefial dptica.”t Existen dos
mecanismos ICT:

o Transferencia de carga a través del enlace (TBCT, Through-bond charge
transfer): la transferencia de carga se produce a lo largo de un puente T1-

conjugado que conecta directamente D y A (Figura 13).

, Fluoréforo
/ ()

Figura 13. Representacion esquematica del mecanismo TBCT.
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o Transferencia de carga a través del espacio (TSCT, Through-space charge

transfer): la transferencia tiene lugar por proximidad espacial (por ejemplo,

apilamiento 17—11) sin necesidad de una conjugacion covalente (Figura 14).

()

Figura 14. Representacion esquematica del mecanismo TSCT.

Cuando la molécula fluorescente interactia con un analito (ion metalico, un protén
0 una biomolécula cargada), puede modificar la densidad electronica del sistema D—-A,
lo que altera la eficiencia de la transferencia de carga, ya sea potenciando o inhibiendo
el proceso ICT y provocando variaciones en la intensidad o en la posicion del espectro
de emisién que convierten a estos sistemas en sensores épticos sensibles y selectivos.”?
En los sistemas D—11—A basados en ICT, el orbital molecular ocupado mas alto (HOMO)
se localiza principalmente en el fragmento donador, mientras que el orbital molecular
desocupado mas bajo (LUMO) se encuentra en el fragmento aceptor, generando un
estado excitado con fuerte caracter dipolar.”®7# Cuando el analito interacciona con el
donador esta union puede alterar la energia y distribuciéon del HOMO, reduciendo su
capacidad para ceder densidad electronica al aceptor y atenuando la separacion de
cargas en el estado excitado, lo que disminuye la intensidad o provoca un
desplazamiento hipsocrémico en la emision. Por el contrario, si el analito se asocia con
el aceptor, la estabilizacion del LUMO o la modificacion de su potencial electronico

pueden favorecer la transferencia de carga, fortaleciendo el caracter ICT del estado
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excitado y generando un desplazamiento batocrémico en el espectro, este efecto

depende de la naturaleza quimica del analito y de la fuerza de su interaccion con los
centros activos del fluoréforo (Figura 15).7°

-~ -9

‘ = analito

Q% 0~

LUMO
LUMO
Lumo _.-=" 4 5 T
= =F T | _ z - S, Lumo
g : : ) § I 7 - jesplazamiento al
] i : w _ I - : desp .11.:..;;|e‘1 0 a
- S~ 1 HOMO el x -
HOMO ~~ HOMO HOMO
sin Interaccion cCOon INteraccon sin interaccion con interaccion
de analto de analito de analito de analito

Figura 15. Representacion esquematica del mecanismo de deteccion basado en

transferencia de carga interna (ICT).”

Las moléculas con este mecanismo presentan una marcada sensibilidad al
entorno, por lo que se emplean ampliamente en sensores Opticos de polaridad, deteccion
de microambientes biolégicos y monitoreo de interacciones intermoleculares. Ademas,
la fuerte separacion de cargas que presentan en el estado excitado es util en el disefio

de materiales optoelectronicos, fotodetectores y dispositivos OLED de alta eficiencia.

1.4.2. Transferencia de carga interna torcional

La transferencia de carga interna retorcida (TICT, Twisted Intramolecular Charge
Transfer) es una variante del ICT en la que, tras la excitacion, el donador (D) y el aceptor

(A) rotan alrededor de su enlace simple para minimizar el solapamiento orbital, dando
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lugar a un estado desacoplado de carga practicamente separada y con un momento

dipolar ain mayor que en el ICT planar.”® Posteriormente, la coordenada torsional D-A,
debe superar una barrera rotacional interna cuya magnitud esta determinada por la
rigidez del enlace y las interacciones estéricas o electronicas entre sustituyentes.”” Una
vez superada esta barrera, los grupos D y A adoptan una conformacién casi
perpendicular, lo que separa el HOMO (localizado en D) del LUMO (localizado en A) y
estabiliza el estado TICT de alta polaridad (Figura 16).7®

Figura 16. Representacion esquematica del mecanismo TICT.

En espectroscopia, los estados que experimentan TICT suelen mostrar emision
dual; la primera banda de longitud de onda corta corresponde al estado LE (localmente
excitado) y una banda de emision roja intensa asociada al estado TICT, esta Ultima
desplazada hacia el rojo debido a la extensa relajacién estructural y la separacién de
carga. Ademas, la banda TICT exhibe un pronunciado solvatocromismo, intensificandose
y desplazandose aun mas hacia longitudes de onda largas en disolventes polares.” Las
especies TICT responden de forma muy sensible a cambios en la viscosidad, polaridad
o restriccion rotacional del medio. Se utilizan en sondas de microviscosidad intracelular,
estudios de dindmica conformacional proteica y caracterizacion de entornos
supramoleculares.® Su capacidad de modificar la intensidad o el desplazamiento de la
emision con la movilidad molecular las hace valiosas para el estudio de procesos

dindmicos en tiempo real.8!
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1.5. Estructuras de los fluor6foros mas relevantes y sus aplicaciones

Las moléculas fluorescentes han adquirido un papel central en diversas areas
cientificas y tecnolégicas debido a su capacidad de absorber luz y reemitirla con alta
eficiencia, selectividad y estabilidad, esto las convierte en materiales versatiles para
aplicaciones que van desde la optoelectrénica hasta la biomedicina.®? Su
comportamiento fotofisico puede ajustarse mediante el disefio molecular modificando la
conjugacion, la polaridad o la rigidez estructural, lo que permite adaptar la longitud de
onda de emision, la intensidad y el tiempo de vida de la fluorescencia a diferentes
propésitos funcionales.®3 La Tabla 2 muestra algunas de las moléculas fluorescentes
mas empleadas en el desarrollo de dispositivos optoelectrénicos, en la conversion y
aprovechamiento de energia luminosa, asi como en el ambito biomédico. Todas estas
moléculas poseen alta eficiencia cuantica, estabilidad fotofisica y capacidad de ajuste
estructural para modular su emision.8* Estas caracteristicas les permiten actuar en
aplicaciones como emisores activos en tecnologias de conversion energética y luminosa
empleados en los dispositivos de alta eficiencia y bajo consumo; ademas, desempefian
un papel importante en la captacion y transferencia de carga en sistemas fotoactivos que
optimizan la conversion solar.8> Al mismo tiempo, la sensibilidad a las variaciones del
entorno quimico las convierte en herramientas valiosas en biomedicina, donde se utilizan
como sondas fluorescentes para la visualizacion y monitoreo de procesos biologicos a

nivel molecular y celular.8®

Tabla 2. Aplicaciones representativas de moléculas fluorescentes y sus funciones
principales.

Area de aplicacion | Ejemplo de molécula = Funcién principal Ejemplos de uso

_ Pantallas de
D " | Emisor de alta elevi

ispositivos r: elevisores,

P o AN \NI A eficiencia cuantica ) o

optoelectronicos S = _ teléfonos moviles,
con fluorescencia y L
(OLEDs)®¥ _ iluminacion
. fosforescencia
Ir(ppy)s (tris(2- eficiente

fenilpiridina)iridio(111))
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Colorante
Células solares y sensibilizador que Celdas solares
conversion de absorbe luz y sensibilizadas con
energia® transfiere electrones | colorantes (DSSC)
al semiconductor
Complejo de rutenio
) Marcador Microscopia de
Imagenes HO o o _ _
o O ‘ fluorescente selectivo fluorescencia,
biomédicas y ~ _ ]
cooH para estructuras angiografias,
marcadores _ o
celulares y diagnéstico
celulares®® ) ] o
Fluoresceina biomoléculas biomédico

1.6. Indol y sus caracteristicas Unicas

El indol es un compuesto heterociclico aromatico que consiste en un anillo de
benceno fusionado con un anillo de pirrol (Figura 17).8° Su estructura conjugada le
confiere la absorcién de luz ultravioleta y emisién de luz visible. La presencia del nucleo
de indol en el triptéfano lo convierte en un cromoéforo eficaz para detectar proteinas, asi

como en aplicaciones de fluorescencia.®%!

N\
N

\

H

Figura 17. Estructura molecular del Indol.

1.6.1. Propiedades quimicas del indol.

La estructura electrénica del indol, proveniente de su sistema conjugado de anillos

fusionados, genera una densidad 1 deslocalizada que explica tanto su estabilidad
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aromética como su reactividad quimica.®? El sistema posee en total 10 electrones T, seis

electrones 1 del anillo de benceno y dos del anillo de pirrol (dos procedentes del doble
enlace y dos del par libre del atomo de nitrégeno), este nimero satisface la condicion de
aromaticidad para n=2 en la regla de Huckel (4n+2), lo que explica su estabilidad

electrénica y su geometria molecular plana (Figura 18).°?

Figura 18. Deslocalizacion de los electrones 11 en el indol.

Las estructuras canonicas muestran una densidad electrénica aumentada entre
el nitrégeno y el C-3 implicando el caracter de enamina.®® La deslocalizacion de la carga
en el anillo implica una desestabilizaciéon de la forma resonante (Figura 19) lo que
provoca que la posicion 3 del indol sea la mas nucleofilica y, por lo tanto, la mas

susceptible a reacciones de sustitucion electrofilica aromatica.%

D — D — Uley
N N N
H H H

Figura 19. Estructuras canonicas de indol.

La posicién C-2 del indol también es un sitio de ataque cuando se encuentra un
sustituyente en la posicion C-3 y ocurre el ataque electrofilico a la posicion C-3 seguida

de un reacomodo de un grupo hacia la posicién C-2.%* (Figura 20)
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sustituciéon en C-3

sustitucion en C-2

CH H5C
N N @ N
H H H

C-2

Figura 20. Reactividad del indol ante electrdfilos.%

1.6.2. Propiedades fotofisicas del indol

El indol presenta un sistema aromatico altamente conjugado que le otorga una
notable capacidad para absorber y emitir radiacion electromagnética.®® Su fluorescencia
se origina principalmente a partir de transiciones electrénicas del tipo ™ — 1*, dentro del
sistema conjugado que abarca el anillo de benceno y el de pirrol. Su absorcién principal
se sitla en torno a los 270-280 nm, mientras que la emisién ocurre en el rango de 330-
350 nm.®8 En cuanto al rendimiento cuantico de fluorescencia (), los valores reportados
en medios no polares son de 0.20-0.30 para el indol, aunque esta cifra puede variar
significativamente con el disolvente y la longitud de excitacién; por ejemplo, se ha
observado que ® cambia con la longitud de onda de excitacion entre 220-250 nm.%’ La
estabilidad y comportamiento del estado excitado del indol estan influidos por multiples
factores, la polaridad del solvente, la presencia del grupo N-H en el pirrol, la posibilidad
de formar enlaces de hidrégeno y la accesibilidad de procesos no radiativos como la
ionizacion o el entrecruzamiento intersistema (ISC).%® En medios acuosos, por ejemplo,
la fluorescencia del indol se ve fuertemente afectada por la solvatacion y la formacion de

pares electron-ion, lo que reduce la emisién por fluorescencia.®® Esta propiedad convierte
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al indol en una herramienta valiosa para investigar la conformacion y dinamica de

proteinas mediante espectroscopia de fluorescencia.'

ANTECEDENTES

1.6.3. Indoles fluorescentes y sus aplicaciones como sensores fluorescentes

Los sensores fluorescentes basados en derivados de indol han demostrado gran
relevancia en el disefio de sistemas de deteccidn O¢ptica debido a las notables
propiedades fotofisicas de este heterociclo.®! El nlicleo de indol, caracterizado por su
alta conjugacion 1 y su facilidad para participar en procesos de transferencia de carga,
actia comunmente como fluoréforo principal.'®? Dependiendo del disefio estructural, el
indol puede desempefiar distintos roles: en algunos casos interviene directamente en el
reconocimiento del analito mediante interacciones de coordinacion, puentes de
hidrégeno o transferencia electrénica; mientras que en otros actia como donador o
aceptor de electrones dentro de un sistema “Push-Pull”, favoreciendo los procesos de
transferencia intramolecular de carga (ICT) responsables de la fluorescencia.%® Por esto
el indol es un componente clave para el desarrollo de sondas altamente sensibles y
selectivas, utilizadas en la deteccion de especies idnicas, biomoléculas y cambios
microambientales.’* En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos de sondas

fluorescentes basadas en el indol para la deteccion de analitos.
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Tabla 3. Sondas fluorescentes basadas en indol para la deteccion de analitos.
Tipo de | Participacién

Estructura de la sonda Analito | Mecanismo _ Ref
sonda del indol
Incrementa Actlla como
_ Sonda
fluorescencia fluoroforo
‘turn-on’ o 105
CN (turn-on) por principal y
L para
Et;N adicion _ aceptor de
. cianuro
nucleofilica carga
Incrementa
fluorescencia Nucleo
Sonda o
o por apertura | , | emisivode la
N _ turn-on o 104
o) COs* del anillo y sefal optica,
. para .
formacion de coordina ion
. carbonato
acido carbonato
carboxilico
Cambia Fluoroforo
o _ Sonda
OEt fluorescencia central cuya
‘turn-on’ L
en emision se
N H2S . para 106
O conversién modula por
A\
) sulfuro de B
N OEt carbonilo a . reaccion
o hidrégeno o
tioéster quimica
Fragmento
Aumento de Sonda
_ donador de
HSO?* / fluorescencia | ‘turn-on’ 107
o electrones y
SOs* tras adicion para
o S fluoréforo
del bisulfito bisulfito _
activo
NH, Incremento Sonda Conti |
ontiene e
H!“/&S de la emision | ‘turn-on’ N N
=N sitio auxiliar | g
Ag* (turn-on) por para
\ /N\ i ., i de
N coordinacion | cationes o
N N coordinacion

\ con Ag* metalicos



am"
' e COLEGIO DE
1 | R POSGRADO | @CBI
Aumento de Sonda Donador de
O fluorescencia | ‘turn-on’ electrones
| = H = ARt por inhibicién | selectiva | sistema D-A, 109
N HN
Z del proceso para fluoréforo
PET aluminio principal
Apaga
_ Nucleo
fluorescencia Sonda o
( hing) 4 - emisivo
quenching urn-o
Cu? afectado por 110
por para o
) coordinacion
transferencia cobre
del metal
de carga
o Fluoréforo
Disminucion
o o Sonda afectado por
@_{ de emisién ’ o i
urn-o quelacion que
N HN Fe3* por la 111
L para promueve
NS/ coordinacion ) L
_ o hierro desactivacion
al ion férrico o
no radiativa
Incrementa
) Parte
HO 0 fluorescencia = Sonda
_ donadora del
(turn-on) por | ‘turn-on’ _ 112
NH Hg?* o sistema ICT y
NH 1 inhibicion de para ]
o . fluoréforo
PET tras mercurio )
o activo
complejacion
Emision Componente
I _ Sonda
\ activada fluorescente
N o ‘turn-on’ 113
S~-NH Pb?* (turn-on) por central y sitio
o ) o para .
N coordinacion de union con
g _ plomo
del ion plomo Pb2*
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1.7. Reacciones de Formilaciéon de indoles

La formilaciéon del indol consiste en la incorporacion del grupo aldehido en la
estructura del indol por lo general en la posiciéon 3.1 Este grupo no solo aumenta su
reactividad, sino que facilita la obtencion de derivados funcionalizados mediante
reacciones posteriores, como condensaciones tipo Knoevenagel, reacciones de Wittig o
la formacién de iminas y heterociclos.*® Por ello, la formilacion de indoles representa un
paso estratégico en la sintesis de sistemas con aplicaciones en quimica medicinal,

disefio de sensores fluorescentes y ciencia de materiales.1#

1.7.1. Reaccién de Vilsmeier-Haack

La reaccion de Vilsmeier-Haack es el método mas comun y certero para formilar
indoles en posicion 3 mediante la reaccion del indol con cloruro de fosforilo (POCIs) y
DMF. La reaccién comienza con el ataque nucleofilico del oxigeno carbonilico de la
N,N-dimetilformamida (DMF) al atomo de fosforo electrofilico del cloruro de fosforilo
(POCIl5), posteriormente, la transferencia de un ion cloruro desde el fosforo hacia el
carbono carbonilico de la DMF produce la ruptura del enlace C=0 y la formacion de un
catién cloroiminio (el reactivo de Vilsmeier), acompafiado de la eliminacién del anién
PO,Cl,” (Figura 21).116

reactivo de
Vilsmeier

Figura 21. Formacion del reactivo de Vilsmeier a partir de DMF y POCls.

El reactivo de Vilsmeier es un electrofilo que es atacado por el atomo de C de la
posicion 3 del indol, que es altamente nucleofilico y produce un intermediario de iminio
que, por hidrélisis permite obtener un aldehido (Figura 22).116 La reaccion es selectiva

para indoles sustituidos y tolera grupos donadores de electrones como alquilo o alcoxi.t’
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Figura 22. Mecanismo de la formilacion del indol en la posicidn 3 con el reactivo de

Vismeier.

1.7.2. Alternativas a la reacciéon de Vilsmeier-Haack

En afos recientes se ha desarrollado un numero importante de metodologias
alternativas que buscan conservar la eficiencia de formilacion en la posicién 3 del indol
al tiempo, empleando agentes formilantes menos agresivos y condiciones de reaccion
mas suaves. Estas estrategias abarcan modificaciones en el sustrato, la generacion del
agente formilante, la naturaleza de la base, el medio de reaccién y la temperatura de
operacion. A continuacién, se analiza cada uno de estos factores (sustrato, agente

oxidante/formilante, base, disolvente y temperatura) con un enfoque comparativo.

1.7.2.1. Sustratos

El sustrato empleado en la formilacion de Vilsmeier es un indol o un pirrol y los
grupos sustituyentes influyen significativamente en la selectividad y el rendimiento de la
reaccion.’*® En el caso de los indoles, aquellos con el grupo N-H libre son los mas
reactivos. En estudios, se ha mostrado que los indoles con sustituyentes donadores de
electrones como metoxi o alquilos, favorecen la formilacibn en en posicion 3 bajo
condiciones suaves con HMTA/Iz2 (hexametilentetramina/yodo) o TMEDA/I2 (N,N,N’,N'-
tetrametiletilendiamina/yodo), mientras que los sustratos con grupos atractores, como
nitros o cianuros, reducen la reactividad y pueden requerir tiempos de reaccion mas

largos (Figura 23).119.120
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R=Me, OMe * r=9092%
HMTA/I, t=081h

R=Br,NO, 3 r=57.65% H
t=419h R
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R=Allo ¥ r=50%

t=37h
Figura 23. Comparacion de sustituyentes para la obtencion de 3-formil-indoles en
sistemas HMTA/lz y TMEDA/Iz. 119120

Por otro lado, en sistemas fotocataliticos se ha utilizado para la formilacion de
indoles en la posicién 3 bajo irradiacion con luz visible empleando un catalizador organico
como Rosa de Bengala (RB) en condiciones aerobias y libres de metales de transicion,
lo cual demuestra la tolerancia de indoles sustituidos a irradiacion visible y condiciones

suaves, evitando degradacion térmica u oxidativa del heterociclo.'?*

1.7.2.2. Agente oxidante / formilante

El reactivo de Vilsmeier—-Haack (POCI;/DMF) ha sido el método de formilacion de

indoles y pirroles mas empleado. Sin embargo, su elevada acidez y toxicidad limitan su
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aplicacion en sustratos sensibles.*?? Por lo que, se han desarrollado alternativas mas

suaves Y sostenibles.'?® Por ejemplo, el uso de HMTA en combinacién en presencia de
I2 y oxigeno atmosférico lo permite generar in situ el equivalente formilo bajo condiciones
moderadas, sin necesidad de solventes altamente corrosivos.'*® Por otro lado, TMEDA
en presencia de |2 favorece la formacion del intermedio iminio, estabilizando especies

reactivas sin degradar el sustrato (Figura 24).12°

O O

N N |
7 e 7 S
N-[_-N N-|l_-N* N-|l_—N H.O N-|_—NH
LN/ LN/ L-N= 2 L-N=
~r + Y
]
| ;
~ /\y ~
TMEDA | Lo | 'Tl
\N/\/N\ — \'T‘/\/N\ N\ ¥ |
| N

Figura 24. Mecanismo de formacién del agente formilante propuesto por Wang et al.11°
para HMTA y Zhang et al.'?% para TMEDA.

De manera complementaria, los sistemas fotocataliticos con eosina Y y rosa de
bengala (4,5,6,7-tetracloro-2',4',5',7'tetrayodofluoresceina) utilizan oxigeno molecular
como oxidante, promoviendo la formilacién de indoles mediante una oxidacion aerdbica

controlada, sin necesidad de reactivos halogenados (Figura 25).115121
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Figura 25. Mecanismo fotocatalitico de formacion del agente formilante propuesto por

Li et al.1??

Ademas, otras rutas basadas en sistemas oxidantes de Fe(Il)/Fe(Il)'18 o en el uso
de Ph;P, ICH,CH,l, DMF 24 han mostrado eficacia para introducir el grupo formilo en la

posicion 3 del indol bajo condiciones redox suaves.

1.7.2.3. Disolventes

El disolvente no solo influye en la solubilidad de los reactivos, sino también en la
estabilidad de los intermediarios formilantes.’?> En los métodos de Vilsmeier (POCIs,
DMF) y Ph;P, ICH,CHj,l, la dimetilformamida (DMF) cumple una doble funcién: actta
como disolvente polar aprético y como fuente del grupo formilo.'8 En los procedimientos
de oxidacion con HMTA/I2 o TMEDA/I2 se emplearon ACN (acetonitrilo), DMSO y MeOH,
pero no fue funcional, por lo que el uso de DMF resulto ser igual de eficiente, que ofrece
un equilibrio adecuado entre polaridad y estabilidad térmica.1*®2° Por otro lado, los
sistemas fotocataliticos prefieren disolventes polares y translucidos a la luz visible, como
acetonitrilo (ACN), para favorecer la transferencia electrénica y la disolucién del
catalizador organico.'?%125 En métodos mas recientes, la combinacién de disolventes
acuosos 0 mixtos ha permitido reducir el uso de solventes toxicos y mejorar la
sostenibilidad del proceso, especialmente en presencia de catalizadores de hierro o

condiciones aerdébicas (Figura 26).124123
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HMTA / DMF (r = 97%)
Wang et al., 2017a
TMEDA / 1,4-dioxano-H,0
(r=91%)
Zhang et al., 2014

A RB-Vis / ACN-H,O (r = 75%)
N Li et al., 2014 \
H

FeCl; / DMF-H50 (r = 93%)
Wang et al., 2017b
acido glioxilico-UV / ACN-H,O
(r=65%)
Dinesh et al., 2022

Iz

Figura 26. Disolventes con mejor desempefio en diferentes sistemas de reaccion para

la formacion de 3-formil-indoles.

1.7.2.4. Temperatura

La temperatura favorece la generacion del agente formilante como la estabilidad
del sustrato.'>> Los métodos convencionales con POCI;/DMF no dependen de la
temperatura. En cambio, las rutas con HMTA/I2 se desarrollan eficientemente a 50-80°C,
proporcionando buenos rendimientos sin deterioro del producto.''® Por su parte, las
metodologias basadas en TMEDA/I2 requieren temperaturas mas altas (hasta 110°C)
para promover la formacion del intermedio activo.'?® Por su parte, los procesos
fotocataliticos se llevan a cabo a temperatura ambiente, siendo los mas adecuados para

sustratos térmicamente inestables.1?1125

1.8. Reaccion de condensacion de Knoevenagel

La reaccion de condensacion de Knoevenagel es una transformacion quimica que
permite la formacion de enlaces C=C entre un compuesto carbonilico (aldehido o una
cetona) y un compuesto activo metilénico (por ejemplo: malononitrilo, éster maldnico,
acetilacetona). Este proceso se lleva a cabo en presencia de una base débil, tipicamente

aminas terciarias o secundarias como la piperidina, la morfolina o la piridina.'?¢ El
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mecanismo de la reaccion implica formar un carbanion el cual ataca al grupo carbonilo

del sustrato, dando lugar a un intermediario que posteriormente se deshidrata para
formar un alqueno conjugado (Figura 27).1?” El producto resultante, una olefina a,B-
insaturada, posee propiedades electronicas particulares debido a la conjugacion entre

los sistemas 1r1.128

o
o
CN o CN
H>'< R ) /
- R3NH CN H C—CN
H CN RN I 9< + —_— l H )
3 I H
H
H
.
R;NH
NC
CN HO. "\ CN
H pe
c
CN H
N\ - S
N .
N NR
H H 3

Figura 27. Mecanismo de condensacion del 3-formilindol con malonotrilo.

1.8.1. Sustratos

La estructura tanto del aldehido como del metileno activado condiciona
decisivamente la eleccion de las condiciones de reaccion. Los aldehidos aromaticos con
sustituyentes atractores de electrones presentan mayor electrofilia del carbonilo, lo cual
favorece la adicion nucleofilica del componente metileno activado.*?® Mientras que la
presencia de sustituyentes donadores o voluminosos puede retardar la reacciéon o dar
lugar a mezcla de isémeros.*3° De modo similar, los compuestos de metileno activado
como malononitrilo, acetonitrilo, malonato de dietilo, ciano-acetato y tiobarbituricos
presentan valores de acidez que permiten la formacion del anion correspondiente y la
formacion del aducto intermedio que luego elimina agua para formar el producto de

condensacion de Knoevenagel.'3?
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1.8.2. Base

La base empleada en la condensacién de Knoevenagel desempefia un papel
esencial al facilitar la generacion del enolato (o anion metileno activado) y al promover
la eliminacién posterior de agua para generar la olefina a,B-insaturada.'®? En general, se
prefieren bases organicas de basicidad moderada (aminas secundarias o terciarias)
cuando se desean tiempos cortos de reaccion y altas conversiones.'** Sin embargo,
cuando el sustrato posee grupos funcionales sensibles (heterociclos con grupos N-H,
ésteres, nitro), se suelen emplear bases inorganicas mas suaves (carbonatos o
bicarbonatos) o catalizadores heterogéneos basicos para evitar efectos secundarios.'3*

La eleccion de la base también influye en la cinética de la reaccion y en la selectividad.13®

1.8.3. Disolventes

El medio de reaccion en la condensacion de Knoevenagel condiciona la
solubilidad de los reactivos, la estabilizacion del intermedio aniénico y la eliminacion del
agua formada.'®¢ Los disolventes apréticos polares como dimetilsulféxido (DMSO),
acetonitrilo (ACN) o dimetilformamida (DMF) son muy comunes cuando se trabaja con
compuestos de metileno activo y bases solubles, ya que favorecen la formacion de
aniones estabilizados y aceleran la reaccion.'®” Por otra parte, se han adoptado los
disolventes proticos (EtOH, MeOH, mezclas H20/EtOH) o incluso reacciones sin
disolvente en reacciones “verdes” (amigables con el medio ambiente) de alta conversion
sin uso de disolventes téxicos.'® En determinadas metodologias, el disolvente puede
funcionar también como co-catalizador o como agente que favorece la eliminaciéon de

agua.tsd

1.8.4. Temperatura

La temperatura de la condensacion de Knoevenagel ejerce un doble efecto:
incrementa la cinética de la reaccion (desprotonacion y adicion) y facilita la eliminacion
de agua para formar el doble enlace insaturado, pero al mismo tiempo puede favorecer
reacciones secundarias (polimerizacion, oligomerizacion o degradacion del aldehido).4°

Algunas metodologias recientes han logrado llevar a cabo la reaccion a temperatura
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ambiente cuando se emplean catalizadores adecuados, bases suaves y disolventes mas

afines, lo que representa una ventaja para sustratos termolabiles o sensibles.**! En otras
metodologias, se requieren temperaturas moderadas (50-80°C) o incluso calentamiento
por microondas para alcanzar conversiones optimas en tiempos cortos.'*® Las
temperaturas mas elevadas pueden ser necesarias para sustratos poco reactivos, pero
aumentan el riesgo de polimerizacion del aldehido y la degradacion de grupos

funcionales.135

1.9. Adicién nucleofilica a enlaces dobles activados

Las moléculas que poseen un enlace C=C-X conjugado con grupos que retiran
densidad electronica (X = éster, carbonilo, sulfona, nitro, nitrilo) son capaces de llevar a
cabo reacciones de adicién nucleofilica.'4:14? La presencia de sustituyentes atractores
de electrones genera una densidad de carga positiva parcial sobre el carbono terminal
del sistema 1. Esta polarizacion facilita que un nucleofilo Nu ataque al carbono deficiente
de electrones, promoviendo la ruptura del enlace 11 y la formacion del enlace C—Nu. La
subsecuente protonacion del enolato resultante completa la reacciéon de adicion.'#3
(Figura 28).

p Z ® 2 Nu-H N 2o H* Nu 2
/ﬁ%\( /\%Y )\%Y MY

Z = CO,R, CHO, COR, CN, SO,R, CN, NO, Nu-H = H’, RSH, RoNH
Y = H, CO,R, CHO, COR, CN, SO,R, CN, NO,

Figura 28. Adicién nucleofilica a sistemas «,f insaturados.
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2. JUSTIFICACION

El desarrollo de fluoréforos es fundamental para el desarrollo de sondas
fluorescentes capaces de detectar y cuantificar moléculas de interés bioldgico,
proporcionando informacion crucial sobre procesos celulares y patologias. En este
trabajo se propone el disefio y estudio exploratorio de una sonda de encendido
fluorescente que responde a la supresion de la transferencia de carga interna ICT entre
un grupo donador y un aceptor. El compuesto 1 es un derivado fluorescente de 2-arilindol
que presenta una absorcion maxima en 330 nm y emision en 399 nm con ® = 100% en
solucién de tolueno. Se propone que la modificacion estructural en la posicion 3 del indol
con un grupo diciano-vinilideno fuertemente aceptor de electrones, provoque una
transferencia interna de carga desde el grupo donador indol al grupo aceptor que
extingue la fluorescencia en el compuesto 2. Es de esperar que la adicién de nucledfilos
(hidruros, aminas, tioles) al grupo diciano-vinilideno de 2 suprima la transferencia de
carga interna al remover el doble enlace y en consecuencia el compuesto 3 exhiba el
encendido de la fluorescencia, dando de esta manera una sonda reactiva a nucledfilos

de importancia bioldgica (aminas, tioles, ambiente reductivo). (Figura 29)

CN

ICT Nu
CN
\ O
A\ Ar modificacién \ Ar O N
N c-3 Nu FZ
// —_— 5
Ar \\D Ar I encendido
1 2 3
fluorescente no fluorescente fluorescente

Figura 29. Propuesta de este proyecto de tesis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Sintetizar el compuesto 2 y estudiar la adicion de nucledfilos para determinar si la

supresion de la transferencia de carga interna produce el encendido de fluorescencia en

el compuesto 3, mediante la caracterizacion estructural y fotofisica por métodos

espectroscopicos y calculos DFT/TD-DFT.

3.2. Objetivos especificos

Preparar el precursor 6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol (1).

Llevar a cabo la formilacion en la posicion 3 del indol (1) y efectuar la
condensaciéon de los derivados 3-formil indol con malononitrilo para formar el
compuesto (2)

Caracterizar el compuesto (2) por métodos espectroscépicos ('H, '3C RMN, TR-
IR, UV-vis).

Evaluar las propiedades opticas del compuesto 2 (espectros de absorcién vy
fluorescencia, coeficientes de extincion, desplazamientos de Stokes, rendimiento
cuantico de fluorescencia).

Llevar a cabo reacciones de adicion nucleofilica a (2) para determinar si se
presenta el encendido de la fluorescencia.

Determinar las propiedades 6pticas del compuesto 3 (espectros de absorcion y
fluorescencia, coeficientes de extincidon, desplazamientos de Stokes, rendimiento

cuantico de fluorescencia).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sintesis

4.1.1. Sintesis del 6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol (9)

El trabajo realizado en esta tesis comenzé con la sintesis del indol 1.7 A partir del
acido 2-iodo benzoico (4) se preparo el acido 2,5-diiodo benzoico mediante una iodacion
utilizando Iz y NalO4 en acido sulfurico. El atomo de iodo es un grupo director orto-para
y dirige el sitio de iodacion con alta selectividad. El acido 2,5-diiodobenzoico (5) se trata
con cloruro de tionilo para generar el cloruro de acilo correspondiente 6, que se trata
inmediatamente con azida de sodio en acetona anhidra para formar la acil azida 7. Este
compuesto se calienta a reflujo en tolueno para inducir el reordenamiento de Curtius que
forma el isocianato 8 que se trata con alcohol bencilico para formar el bencil carbamato
9. La doble reaccion de Sonogashira se adiciono 9 con fenil acetileno y la posterior
reaccion de ciclacién 5-endo-trig promovida por fluoruro forma el indol 11 que finalmente

por N-alquilacién permite obtener el compuesto deseado 1. (Figura 30)

©:| I, NalO, /@il Solo
H 23°C, 48h
cop HeSOw23°C48n co,i  DMEanh, 75°C, 2h

6
NaNal acetona anh

Cre,, | O
N “olueno oueno an
I OBn tolueno | N tolueno anh

~Cs 80 °C
Curtius

Pz 1) BuyNF
. 74 4
2 equiv o) THF reflujo N ph
)J\ 5-endo-dig N
Pdy(dba)s, Cu(l), P N~ SoBn J¢MYO" Z R
PPhs, i-Pr,NH, = H =

Ph Ph
DMSO, Ny, 10 2) NaH THF/DMF 1

45°C, 1h SN

1
1

R=H
R = Hexilo

Figura 30. Sintesis del indol 1.
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4.1.2. Sintesis de 6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-carbaldehido (12)

A continuacion, se procedio a efectuar la formilacion en la posicion 3 del indol 1
para formar el aldehido 12 y se estudiaron diferentes condiciones. El objetivo principal
de esta serie de reacciones fue encontrar una alternativa mas accesible al reactivo de
Vilsmeier—Haack (POCIs/DMF) para la formilacion del indol 1 en la posicion 3. Si bien, el
método clasico descrito por Smith!!4 sigue siendo uno de los mas eficientes para generar
3-formilindoles, el uso de POCIs implica varios inconvenientes: es un reactivo restringido
que requiere permisos de uso para su compra, es altamente corrosivo, toxico y sensible
a la humedad, ademas de que se descompone paulatinamente formando HCI y
subproductos fosforados que dificultan la purificacion de los productos de formilacién.

Por ello, se evaluaron diferentes alternativas de formilacion que se muestran en la Tabla
4_114

Los experimentos 1-3 de la Tabla 4 se refieren el uso de tetrametilendiamina
(TMEDA) como precursor del respectivo ion iminio como agente formilante bajo la accion
de iodo como catalizador de oxidacion, aire como agente oxidante y carbonato de sodio
como aditivo. La reaccion utilizando 1,4 dioxano como disolvente procede con bajo
rendimiento (13%, experimento 1), el uso de DMF (26%, experimento 2) y la extension
del tiempo de reaccién (39%, experimento 3) mejoran ligeramente el rendimiento de la
reaccion. Este comportamiento coincide con lo reportado por Zhang et al.'?° quienes
mostraron que la oxidacion de una amina al correspondiente intermediario iminio
requiere una fuente de formaldehido mas estable. En este caso, la baja eficiencia puede
atribuirse a la oxidacion incompleta del TMEDA vy la escasa formacién de especies
activas de yodo (I+/I") bajo aire como Unico oxidante.'?° Por otra parte, se utilizd
hexametilentetramina (HMTA) (experimentos 4-8). La reaccion no procede en 1,4
dioxano (experimento 4) y en DMF (experimentos 5-8) mejora sustancialmente el
rendimiento del producto deseado al aumentar la cantidad de iodo y extender el tiempo

de reaccion hasta 24 horas hasta alcanzar un rendimiento de 54% (experimento 8).
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Tabla 4. Condiciones de reaccién para la sintesis del aldehido 12.

(o)
H
N Ph  condiciones
P N - = N Ph
= : N
Ph 1 Hex 4 |
Ph Hex

12

Experimento fo?r%?lr;t:te Oxidante | Aditivo | Catalizador | Disolvente | T(°C) | t(h) Rend(io;:)iento
Na2COs3
TMEDA ] 12 (2.0 1,4-
1 ) Aire (2.0 ) ) 100 | 24 132
(2.5 equiv) ] equiv) dioxano
equiv)
Na2COs
TMEDA ] I2 (2.0
2 ) Aire (2.0 ] DMF 100 | 24 262
(2.5 equiv) ] equiv)
equiv)
Na2COs
TMEDA ] I2 (2.0
3 ) Aire (2.0 ) DMF 100 | 36 392
(2.5 equiv) ] equiv)
equiv)
HMTA ) 12 (20 1,4-
4 _ Aire °CA _ 120 | 12 N.R.P
(2.0 equiv) mol%) dioxano
HMTA ) 12 (20
5 ) Aire cCA DMF 120 | 12 28
(2.0 equiv) mol%)
HMTA ] 2 (40
6 i Aire ¢CA DMF 120 | 12 33
(2.0 equiv) mol%)
HMTA ] 2 (40
7 ) Aire cCA DMF 120 | 24 a7
(2.0 equiv) mol%)
HMTA ] 2 (40
) Aire cCA DMF 120 | 24 54
(2.0 equiv) mol%)
POCI; (1.0
] - - - DMF 25 2 64
equiv)/DMF
POCI; (1.2
10 ) - - - DMF 25 2 67
equiv)/DMF
POCI; (1.2
11 ) - - - DMF 0 3 88
equiv)/DMF

a2 H,0 (5 eq)
b N.R. = No reaccion6

¢ C.A. = carb6n activado, 0.1 g
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Este incremento en el rendimiento de la formilacion con HMTA comparado a la

TMEDA concuerda con el mecanismo propuesto por Wang et al.'1° en el que el HMTA,
en presencia de yodo, oxigeno y carbon activado, genera radicales iminio reactivos que
son atacados por el indol en C3. El carbon activado cumple un papel clave al facilitar la
homodlisis del Iz, promoviendo la formacion del radical I+ y estabilizando las especies
i6nicas en su superficie por adsorcion, lo que acelera el ciclo catalitico. La presencia de
aire también es un factor clave, ya que esencialmente se necesita Oz para regenerar las
especies de yodo activas mediante la oxidacion de I~ a l.. También es importante
considerar el impedimento estérico del grupo 2-arilo en el indol 1 que reduce la eficiencia
del ataque de la posicién 3 al intermedio radicalario.'*® Por otra parte, el método clasico
de formilacion con POCI;/DMF bajo condiciones suaves (0°C, 3 h) alcanza mejores
rendimientos de reaccién (64-88%; experimentos 9-11). Esto se debe a que el método
de Vilsmeier-Haack genera directamente el ion iminio, altamente electrofilico, in situ lo
gue permite reaccionar con el indol de manera casi inmediata, mientras que los sistemas
cataliticos con yodo dependen de una secuencia redox mas compleja, en la que la
generaciéon del agente formilante activo es gradual y dependiente del oxigeno.** Sin
embargo, desde el punto de vista sintético y ambiental, las condiciones con
HMTA/I,/aire/carb6on activado representan una alternativa mas verde y econdmica,

evitando el uso de haluros de fésforo y disolventes clorados.

4.1.3. Sintesis de 2-((6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-il)metileno)malononitrilo (7)

El aldehido 12 se someti6 a la reaccion de condensacion tipo Knoevenagel con
malononitrilo en presencia de una amina (morfolina o piperidina) para formar el producto
de condensacion 2. La Tabla 5 muestra las condiciones de reaccion que se ensayaron

para optimizar el rendimiento de la reaccion.
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Tabla 5. Condiciones de reaccion para la sintesis de 2.

CN

NC
[]03eq) N
P S

, =
1.2 equiv  EtOH, 30°C, 4h O ) Q

Experimento Base Disolvente | T(°C) t(h) Rendimiento (%)
1 Morfolina (0.1 equiv) MeOH 25 3 08
2 Morfolina (0.1 equiv) MeOH 30 3 15
3 Morfolina (0.1 equiv) EtOH 30 4 42
4 Morfolina (0.3 equiv) EtOH 30 4 33
5 Piperidina (0.1 equiv) MeOH 25 3 16
6 Piperidina (0.1 equiv) MeOH 30 3 20
7 Piperidina (0.1 equiv) EtOH 30 4 57
8 Piperidina (0.3 equiv) EtOH 30 4 79

En la reaccion de condensacion se evaluaron dos aminas secundarias: morfolina
y piperidina en cantidades subestequiométricas (0.1 y 0.3 equivalentes), utilizando
metanol o etanol como disolventes. El objetivo principal fue determinar las condiciones
que permitieran un mayor rendimiento de reaccién y una conversién mas eficiente. Los
resultados muestran una clara influencia de la base y del disolvente. En metanol, el
rendimiento obtenido es bajo (8% morfolina y 16% piperidina) independientemente de la
base usada, probablemente debido a la menor solubilidad de los reactivos en este
disolvente. En cambio, al emplear etanol como disolvente, el rendimiento aumenta de

forma considerable (42 %, morfolina, 0.1 equiv.; 79%. piperidina, 0.3 equiv.). La mayor
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basicidad de la piperidina (pKa de su cation ~11.1; morfolina pKa del cation ~8.3-8.5) la

hace més efectiva para desprotonar el malononitrilo, generando el carbanién estabilizado
por resonancia que actia como nucleofilo que reacciona con el aldehido. El incremento
de la cantidad de piperidina de 0.1 a 0.3 equivalentes mejoro el rendimiento del 57% al
79%. Por otra parte, el incremento de la cantidad de morfolina resulté en una disminucion
del rendimiento de reaccion (de 42% a 33%). Por otra parte, la accesibilidad del nucledfilo
al aldehido se ve impedida estéricamente por el grupo arilo en la posicion del indol y
ademas el producto formado también experimenta el efecto estérico pues el doble enlace
C=C(CN)2z no es coplanar con el indol como se mostrara mas adelante, esto explica por
qué, incluso bajo condiciones 6ptimas, el rendimiento maximo obtenido del producto

deseado 2 no pudo ser elevado mas alla de 79%.

4.1.4. Sintesis de 2-((6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-il)metil)malononitrilo (3)

El propoésito de esta reaccion es estudiar la interaccién del compuesto 2 con un
nucledfilo de H en un ambiente reductivo que modifique la estructura quimica y encienda
la emision al reducir el doble enlace de vinilo. La reduccion del enlace de vinilideno de 2
se llevé a cabo utilizando borohidruro de sodio (NaBH,) en etanol y se obtuvo el
compuesto 3 bajo las condiciones experimentales mostradas en la Tabla 6. Los
resultados presentados en la Tabla 6 muestran que el uso de disolventes anhidros
permitio obtener rendimientos altos (94-96 %), mientras que la reaccion en etanol con
trazas de agua resulté en bajos rendimientos. Este comportamiento puede atribuirse a
la sensibilidad del NaBH4 a la presencia de agua, ya que la hidrolisis parcial del
borohidruro disminuye de manera significativa la concentracién efectiva del nucledfilo

(H") y disminuye el rendimiento de la reaccion.
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Tabla 6. Condiciones de reaccion para la sintesis de 3.

CN CN
NC NC

O § O NaBH, (1.0 equiv) . O { O
Z N y N
e e

EtOH/THF (1:2), 25°C, 1h

Experimento Base Disolvente t(h) | Rendimiento (%)
1 NaBH; (10 equiv) EtOH 0.5 trazas
2 NaBH4 (1.1 equiv) MeOH 3 51
3 NaBH4 (1.1 equiv) EtOH 3 72
4 NaBH4 (1.0 equiv) EtOH 2 80
5 NaBH, (1.0 equiv) ~ EtOH anh/THF anh (1:2) 2 94
6 NaBH4 (1.0 equiv) | EtOH anh/THF anh (1:2) 1 96

El diciano-vinilideno de 2 es un algueno activo, donde el carbono B tiene carga
parcial positiva (8*), por lo que se esperaba una conversion total con altos rendimientos
de 3 (Figura 31). Sin embargo, la reaccion dependié de manera significativa de la
solubilidad de los reactivos, la proporcion de NaBHas y las condiciones anhidras del

medio.
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Figura 31. Esquema del diciano-vinilideno de 2.

En metanol, la solubilidad del compuesto 2 es baja, la alta polaridad de este
alcohol limita su capacidad para solvatar de manera efectiva estructuras aromaticas y
relativamente hidrofébicas como las presentes en 2. Al usar etanol, se observo una
mejoria en la solubilidad, ya que al ser menos polar que el metanol permite una mayor
solubilidad con el sistema m-conjugado de 2, facilitando la interaccién entre reactivos. La
situacion cambi6 de manera notable cuando el etanol se combiné con un disolvente polar
aprético, como THF, favoreciendo la solubilidad de los reactivos y la estabilidad del boro
hidruro de sodio. En consecuencia, estos cambios dieron los rendimientos mas altos (94-
96 %). Por otro lado, la cantidad de NaBH4 en relacion con 2 es el parametro mas
importante que determina el éxito de la reduccion del doble enlace, ya que un exceso de
hidruro provoca la descomposicion acelerada del reactivo 2 disminuyendo drasticamente
el rendimiento El uso de una relacién estequiométrica 1:1 de 2 con NaBH4 permitié una
conversion de 3 mas completa y limpia, sin subproductos. En cuanto a los tiempos de
reaccion, se observa que tiempos mas largos no benefician la conversion, sugiriendo
degradacion del producto o rutas de reaccion alternas inducidas por el exceso de hidruro
remanente. Con las condiciones Optimas, reducir el tiempo a 1 h provocé un aumento
del rendimiento, y sobre todo realizar rdpidamente el proceso de purificacion por

cromatografia en columna.
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4.2. Caracterizacion espectroscopica

Los compuestos obtenidos se caracterizaron por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), obteniéndose los espectros de 'H y 13C, asi como
experimentos de correlacion bidimensional COSY, HSQC y HMBC de los compuestos 2,
3 y 12. También se realiz6 la caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). A continuacion, se presenta el analisis de los espectros,

la espectroscopia completa se muestra en el Apartado 8.

4.2.1. Andlisis de RMN

En el espectro de *H RMN del compuesto 12 se observa una sefial simple en 9.67
ppm correspondiente al H del aldehido (H26) que integra para un proton. En el espectro
de 3C RMN se observa la sefial del C de aldehido (C26) en 186.67 ppm. En el espectro
de HSQC se observa la correlacion del H26 con el C26 (Figura 32).
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Figura 32. Fragmento del diagrama HSQC del compuesto 12.

En el experimento HMBC se observan correlaciones de H26 (9.67 ppm) con C3 a

(125.6 ppm) indicando la distancia que hay entre ellos a dos enlaces y que coincide con
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la propuesta de que la reaccion de formilacion se llevo a cabo en la posicion 3 del indol.

En otra de las correlaciones se observan dos sefales satélite simétricas a 116.3 ppm
gue correlacionan a tres enlaces con C9. En la tercera se observan dos sefiales satélite,
una 9.89 ppm y la otra en 9.45 ppm. La diferencia exacta entre ambas sefiales es de
0.44 ppm, lo que en un equipo de 400 MHz corresponde a aproximadamente 176 Hz.
Esta separacion es caracteristica de un acoplamiento directo 1J(*H-13C), esto coincide
con los valores reportados para protones de aldehidos. (Figura 33).
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Figura 33. Fragmento del diagrama HMBC del compuesto 12.

Al comparar los espectros de 'H RMN del indol 1 y el aldehido 12 podemos no
observar la sefal simple del protdbn en 6.54 ppm correspondiente al hidrogeno en
posicion 3 del indol y observar la sefial del H de aldehido en 8.5 ppm La sefial asignada
al proton H4 del anillo de indol experimenta un desplazamiento hacia campo bajo en la
transformacién de 1 a 12, fendmeno atribuido al efecto de anisotropia magnética

asociado al carbonilo (Figura 34).



LAEH | s ivssiino

‘ DCBI

1 9% 4.0 8.5 B0 7.5 a0 6.5 6.0 5% 5.0 4.5 4.0
f1 {pm)

H2e

-
I

Nt -
| =
Il
} =
Ay
H
\_';_-'::'
Y

4.5 2.0 .5 3.0 7.5 ] 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 {ppm)

=

Figura 34. Comparacion de los espectros de RMN de 'H de los compuestos 1y 12.

En el espectro de 'H RMN del compuesto vinilideno (2) se observa la sefial del H
de vinilideno que integra para un proton en 7.39 ppm. Aunque los protones de alquenos
(vinilicos, C=C-H) normalmente se observan entre 4.6 y 5.9 ppm#, en el sistema
conjugado C=C-CN los grupos nitrilo fuertemente electroatractores hacen que la sefal
de este H se desplace a campo bajo.'*> Por otro lado, la sefial de H4 sufrié un leve
desplazamiento quimico a campo alto debido a la modificacién en el sistema 1 después
de la condensacién con malononitrilo. Este incremento en densidad electronica alrededor
de H4 es consistente con un cambio en la distribucion electronica del anillo de indol, lo

que provoca un apantallamiento adicional del proton, reflejandose en el ligero

desplazamiento a campo alto. (Figura 35)
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Figura 35. Comparacion de los espectros de RMN de 'H de los compuestos 2y 12.

El espectro de '3C del compuesto vinilideno 2 presenta sefiales de carbono
correspondientes al grupo malononitrilo: 144 73.5 ppm (C27), 116.5 ppm (C28), 124.1 ppm
(C29), 153.3 ppm (C26). La sefal del carbono C27 a campo alto contrasta con el
desplazamiento de la sefial de C26 a campo bajo, lo que indica el caracter electrofilico

de C26 y que promueve un ataque nucleofilico en esta posicion (Figura 36).
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Figura 36. Comparacion de los espectros de RMN de 3C de los compuestos 2y 12,

En el experimento de HSQC se observa la Unica correlacion perteneciente a C26-
H26 coincidiendo con la estructura esperada, donde el carbono 3 esta enlazado al unico
hidrogeno de ese grupo. Por otro lado, en HMBC se observan correlaciones de H26 con
las sefiales C27, C28 y C29, y también las sefiales que corresponden a las del indol (C2
y C9). Todas estas sefiales nos establecen un sistema conjugado polarizado que puede

modular el proceso de fluorescencia (Figura 37).
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Figura 37. Fragmentos de los diagramas de HSQC (a) y HMBC (b) del compuesto 2.

Para el compuesto reducido 3 se observan varios cambios en el espectro de RMN
de H, no se observa la sefial H26 de H vinilico en 7.39 ppm (en cuadro rojo del espectro
de 2) y se observa una sefial doble que integra para dos protones a 3.42 ppm (H26) y
una senfal triple que integra a un protén en 3.88 ppm (H27). El desplazamiento quimico
se debe al grupo electroatractor ciano (Figura 38). La sefial H4 del anillo de benceno

también se ve afectada al reducir el doble enlace y queda en la zona de atomos de H

aromaticos comunes.
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Figura 38. Comparacion de los espectros de RMN de 'H de los compuestos 2 y 3.

Las sefiales H26 y H27 presentan constantes de acoplamiento de 8 Hz, valores
gue corresponden protones vecinales alifaticos (Figura 39). En el experimento
bidimensional HSQC se aprecian las correlaciones directas a un enlace pudiendo asi
asignar los desplazamientos de C26 y C27 que se observan en la zona alifatica. En
HMBC se observan las correlaciones H27-C26 y H26-C27 indicando separacion a dos

enlaces del grupo metileno y metino. (Figura 40).
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4.2.2. Andlisis de FTIR-ATR

‘ CBI

El espectro FTIR-ATR del compuesto 1 muestra Unicamente las vibraciones
propias del indol y los fenilos. El aldehido 12 exhibe una banda intensa y bien definida
en 1649 cmt, asignada al modo de estiramiento del carbonilo (vc=0). Esta frecuencia se
encuentra dentro del rango tipico para carbonilos aldehidicos conjugados, que suelen
disminuir ligeramente respecto a aldehidos alifaticos debido al efecto de deslocalizacion
electronica sobre el enlace C=0. Los compuestos 2 y 3 presentan una banda intensa y
muy definida en la regiéon de 2200-2220 cm™, correspondiente al modo de estiramiento
del nitrilo (vC=N). Para el compuesto 2 con grupo vinilideno, esta banda se observa en
2218 cm™, mientras que en el compuesto reducido 3 se desplaza ligeramente hacia 2205
cml. Esta diferencia es interesante ya que puede atribuirse a efectos electrénicos
derivados del entorno molecular principalmente de la reduccion del doble enlace que
pierde asi la conjugacion electronica entre los grupos nitrilo y el anillo de indol.
Adicionalmente, el compuesto 2 la sefial perteneciente al estiramiento del doble enlace
conjugado (vc=C) en 1581 cm. Esta banda es de un sistema conjugado que incluye el
indol, el doble enlace y los grupos nitrilo. Su ausencia en el compuesto 3 confirma la
reduccion del doble enlace, coherente con los datos obtenidos por RMN. (Figura 41)
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4.3. Propiedades fotofisicas

La validacion de los calculos tedricos se llevo a cabo mediante la comparacion
directa entre los espectros de absorcion UV-Vis experimentales y los espectros
simulados empleando TD-DFT (CAM-B3LYP). Para ello, las longitudes de onda
experimentales se transformaron a energia utilizando la relacion E(eV)=1240/A\(nm), lo
gue permitié expresar ambas predicciones en la misma magnitud fisica y cuantificar las
desigualdades energéticas de manera directa. Las intensidades fueron normalizadas
respecto al méximo de absorcion con el fin de eliminar efectos asociados a concentracion
y respuesta instrumental, facilitando asi la comparacion de la forma espectral, la posicion

de las bandas y las intensidades relativas (Figura 42).146 147
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Figura 42. Comparacion de espectro experimental y espectro tedrico por método TD-
DFT (CAM-B3LYP) de UV-vis de los compuestos 2 (b), 3 (c) y 12 (a).
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Los criterios cuantitativos de validacion en términos de diferencia energética se

encuentran en estudios de benchmarking especificos de excitaciones electrénicas, los
cuales reportan que los métodos TD-DFT con funcionales hibridos presentan errores
tipicos en energias de excitacion del orden de 0.1-0.5 eV para transiciones de
valencia.'*’ En este contexto, se considera que una concordancia dentro de dicho
intervalo corresponde a una descripcion tedrica razonablemente precisa, mientras que
discrepancias menores a 0.1-0.2 eV indican una excelente correlacion teorico-

experimental. 46

Bajo este criterio, las diferencias energéticas observadas entre los maximos de
absorcion experimentales y tedricos obtenidos en este trabajo se encuentran dentro del
rango esperado para el método empleado, lo que respalda la confiabilidad del modelo
computacional. La coincidencia en la posicién de las bandas, la forma general del
espectro y los pequefios desplazamientos energéticos obtenidos permiten considerar los
resultados tedricos como validados y apropiados para la interpretacion de las

propiedades fotofisicas de los compuestos de este proyecto.

El andlisis de los orbitales frontera calculados mediante DFT para los compuestos
2, 3y 12 permite correlacionar directamente la distribucion electrénica, las longitudes de
absorcion tedricas, el band gap (Tabla 7) y la eficiencia del proceso ICT. En los tres
sistemas, el indol sustituido por grupos arilo en C2 y arilacetileno en C6 actia como el
donador principal, mientras que las variaciones estructurales en C3 con grupos aldehido
o diciano-vinilideno modulan la fuerza aceptora y el grado de conjugacion 1, definiendo

asi el comportamiento fotofisico (Figura 43).

Asi para el aldehido 12, la absorcion tedrica se observa en 344 nm, los calculos
indican un HOMO situado en -5.65 eV y un LUMO en -1.74 eV, produciendo un band gap
tedrico de 3.91 eV, el mayor de la serie. Esta separacidon energética relativamente amplia
refleja un proceso ICT fuerte, donde el HOMO se localiza principalmente en el indol,
mientras que el LUMO se distribuye por toda la molécula sin una separacion clara. Esta

transferencia de carga limitada es suficiente para generar un ligero desplazamiento
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batocrémico respecto al indol no sustituido, y se correlaciona con su fluorescencia azul

tenue y un rendimiento cuéntico bajo.

En el compuesto 2, la conversion del aldehido en un sistema diciano-vinilideno
fuertemente atractor produce un cambio notable en los parametros electronicos. Su
absorcién tedrica se desplaza a 376 nm, se reduce el band gap (3.36 eV, el mas pequefio
de la serie). EIHOMO se encuentra a -5.87 eV, mientras que el LUMO se estabiliza hasta
-2.51 eV debido a la fuerte capacidad aceptora del malononitrilo. EI LUMO, ahora
localizado casi exclusivamente en la region del diciano-vinilideno, incrementa el caracter
ICT. La fuerte polarizacion del estado excitado favorece procesos no radiativos, lo que
practicamente extingue la fluorescencia, en concordancia con el comportamiento de

cromoforos con ICT intenso.

En el compuesto reducido 3, la absorcién tedrica se observa a 332 nm, con un
incremento del band gap hasta 3.89 eV (HOMO = -5.59 eV; LUMO = -1.70 eV). La
reduccion del doble enlace del sistema diciano-vinilideno rompe la conjugacién extendida
y debilita la capacidad aceptora del fragmento malononitrilo. Esto provoca que el LUMO
no sea tan localizado en el grupo nitrilo sino en toda la molécula, mientras que el HOMO
continta centrado en el indol. Experimentalmente, esto se refleja en la recuperacién de
la fluorescencia y la reaparicion de la emision en la regién azul, junto con rendimientos

cuanticos moderados.

Tabla 7. Valores teéricos de HOMO y LUMO de 10, 11y 12.

Ateor HOMOteor LUMO¢teor Egteor
Compuesto
[nm] [eV] [eV] [eV]
12 344 -5.65 -1.74 3.91
2 376 -5.87 -2.51 3.36
3 332 -5.59 -1.70 3.89
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Figura 43. HOMO y LUMO calculados por DFT para los compuestos 2, 3y 12.
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Para determinar experimentalmente las propiedades fotofisicas de los

compuestos 12, 2 y 3 se obtuvieron los espectros de absorcion y emision en disolventes
con diferente polaridad como tolueno, CHCIls y DMSO (Figuras 44, 45, 46). Los datos
obtenidos (Tabla 8) revelan que el sustituyente en C-3 modula el caracter electronico del
sistemay, en particular, la intensidad del proceso de transferencia de carga interna (ICT).
El indol 1 absorbe en la regién UV (330-333 nm), al introducir un grupo formilo en la
posicion 3 (compuesto 12), el sistema sufre un desplazamiento hipsocromico (a
frecuencias mas altas) en el intervalo 282-287 nm generando un HOMO ligeramente mas
bajo en energia, mientras que el LUMO no sufre cambios significativos y se observa un
incremento en el band gap. En el compuesto 2, la unién del grupo diciano-vinilideno con
el indol produce un incremento importante en la polarizacion del sistema m, lo cual
provoca un desplazamiento batocromico pronunciado hacia el visible (399-405 nm). Este
desplazamiento provoca una estabilizacion del LUMO, que favorece la formacion de un
estado excitado con alto caracter ICT. La consecuencia es una disminucién del band gap
optico, que alcanza valores de 3.08-3.11 eV, los valores mas bajos de la serie. Esta alta
polarizacion del estado electronico excitado promueve procesos no radiativos que da
una supresion casi total de la fluorescencia en este compuesto. Finalmente, al reducir el
doble enlace de vinilideno en 3, la conjugacion y la polarizacion disminuyen; Aabs Se
desplaza hacia longitud de onda menor (276-324 nm) y el band gap aumenta
nuevamente hasta 3.83-4.49 eV, restaurando una transferencia de carga mas moderada
entre HOMO-LUMO y con ello, una emisién de fluorescencia mas eficiente.

El andlisis del punto maximo de emision (Aem), €l ancho de banda de emisién a la
mitad de la maxima altura (HHBWem) y el desplazamiento de Stokes (A¥) nos permitié
identificar en estos compuestos el comportamiento de la fluorescencia y su relacién con
la polarizacion/ICT. Para los sistemas con absorciones desplazadas al rojo como el
diciano-vinilideno 2 (399-405 nm) también emite en el visible (442-464 nm) pero con
HHBWem muy amplios (51-98 nm) y desplazamientos de Stokes pequefios 2438-3324
cm? lo que indica un estado excitado fuertemente polarizado. El hecho de que el
compuesto 2 tenga las bandas de emision mas anchas con los desplazamientos de

Stokes mas bajos sugiere que los procesos de transferencia de carga interna (ICT) son
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muy intensos llegando a un estado de polarizacién que puede favorecer los procesos no

radiativos y que el estado excitado se vuelva mucho mas sensible a interacciones con el
disolvente. Al observar la representacion grafica de los orbitales HOMO-LUMO por
medio de calculos DFT se aprecia una diferenciacion entre el donador (indol) y el aceptor
(diciano-vinilideno) implicando que la transicion electronica genera un estado excitado

con caracter de carga desplazada modulada por el grupo malononitrilo.

Por otro lado, en los sistemas 3 (alquilo en la posicion C3 reducido) y 12
(formilindol), los desplazamientos de Stokes son muy grandes: 9076-11106 cm™ para 3
en tolueno y 9781-10770 cm! para 12 en DMSO. Los valores de HHBWem 52-69 nm
para 3 y 12 son comparables a los del indol 1 de 56-59 nm, lo que indica una
transferencia de carga interna eficiente. Los datos fotofisicos de 3 son similares a los del
indol 1 lo que concuerda con la visualizacion de HOMO-LUMO obtenidos por célculos
DFT y en ellos se puede explicar el proceso de transferencia de carga donde el anillo de

indol actiia como grupo donador y los sustituyentes actian como grupos aceptores.

El aldehido 12 tiene un rendimiento cuantico de fluorescencia bajo, ® = 0.11 en
tolueno y 0.18 en CHClIs, valores similares al diciano-vinilideno (2) ® = 0.06 en tolueno y
0.18 en CHCIs. Esto indica que la mayor parte de la energia excitada se pierde por vias
no radiativas. Por otro lado, la reduccion del vinilideno produce el compuesto 3 que
muestra mayor emision de fluorescencia: ® = 0.45 en CHCIs, 0.19 en DMSO y 0.05 en
tolueno. La reduccion del grupo vinilideno suprime significativamente la transferencia de
carga (ICT) hacia los grupos nitrilo. El grupo diciano-vinilideno incrementa el caracter
donador-aceptor y conduce a la formacion de un estado excitado altamente polarizado

provocado por la transferencia de carga.
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Figura 44. Comparacion de los espectros de absorcion y emision normalizados del

compuesto 12 en diferentes disolventes.
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Figura 45. Comparacion de los espectros de absorcion y emisién normalizados del
compuesto 2 en diferentes disolventes.

62



LA | &

Ol EGIO DE

POSGRADO

‘ SICBI

1.0 4

o o ©
S (o] o]
1 1 |

Absorbancia normalizada

o
N
1

0.0

- Absorbancia-Emisién en Tolueno
~—— Absorbancia-Emisién en CHClI,

—— Absorbancia-Emisién en DMSO

Intensidad de emision normalizada

275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Longitud de onda (nm)

ENGZ
Ix

VIS

uv

(356 nm)

Figura 46. Comparacion de los espectros de absorcion y emision normalizados del

Tabla 8. Propiedades fotofisicas de los compuestos 1, 2, 3y 12.

compuesto 3 en diferentes disolventes polares.

) Aabs Aem AV EQopt | HHBWenm €
Compuesto | Disolvente P

[nm] [nm] | [cm7] [eV] [nm] [Mlcm]

Tolueno 330 399 4125 @ 1.09 | 3.31 56 23000

1 CHCl; 332 399 4281 | 1.20 | 3.33 59 131000

DMSO 333 403 5216 | 0.89 @ 3.27 58 46000

Tolueno 287 399 9781 | 0.11  4.32 53 10961

12 CHCls 285 406 | 10458 0.18 @ 4.35 67 76407

DMSO 282 405 | 10770  0.05 @ 4.40 69 59333

Tolueno 399 442 2438 | 0.06 | 3.11 51 41418

2 CHCls 402 464 3324 | 0.07 | 3.08 98 44518

DMSO 405 446 2270 | 0.18 @ 3.06 95 34951

Tolueno 284 383 9076 | 0.05 @ 4.37 52 56738

3 CHCls 324 387 5024 | 0.45 | 3.83 53 24836
DMSO 276 398 | 11106 0.19 | 4.49 62 105649

Aabs longitud de onda méxima absorcion UV; Aem longitud de onda méaxima fluorescencia; AV el desplazamiento de

Stokes; @ rendimiento cuantico de fluorescencia determinado con sulfato de quinina en H2SO4 0.1M como estandar

con slit de excitacion de 15 y emision de 3, £10% de error; Egopt band gap 6ptico; HHBWem ancho de la banda de

emision a la mitad de la maxima altura; € coeficiente de extincién molar.

63



Lm[H ‘ T POSGRADO | VCBI

Dado que el dimetilsulféxido (DMSO) es el disolvente de mayor polaridad entre

los empleados en este estudio, se esperaba que en este medio se observaran mayores
rendimientos cuanticos de fluorescencia, sin embargo, los compuestos muestran baja
solubilidad en DMSO, y se atribuye a la formacion de microagregados o nanoagregados
que no siempre son visibles macroscépicamente, pero que afectan directamente los
parametros fotofisicos. En un medio donde la solvatacién no es completa los agregados
son poco emisivos, reduciendo de manera notable tanto el coeficiente de extincion molar

como el rendimiento cuantico de fluorescencia.

La pérdida de fluorescencia con el grupo diciano-vinilideno en 2 puede deberse a
un ICT excesivo que aumenta de manera considerable la polarizacion y el momento
dipolar del estado excitado. Dicho estado polar es fuertemente estabilizado por el
entorno y, al mismo tiempo, altamente susceptible al acoplamiento con modos
vibracionales de baja energia, lo que promueve la conversion interna y la relajacién no
radiativa. En el compuesto 3, la reduccion del doble enlace y la consecuente debilitacion
del aceptor disminuyen la polarizacion del estado excitado, obteniendo rendimientos
cuanticos moderados (hasta 0.45 en CHCI3) caracteristico de una sonda fluorescente de

“encendido”.

4.4. Analisis de estructural (rayos Xy célculos teoricos)

Por altimo, se obtuvieron los diagramas ORTEP por difracciéon de rayos X de
monocristal de los compuestos 2 y 12, asi como su estructura tridimensional generada
mediante célculos tedricos a nivel de teoria de funcional de la densidad (DFT) para los

compuestos 2, 3y 12.

Mediante calculos tedricos DFT (Teoria del Funcional de la Densidad) que se llevo
a cabo con el programa Gaussianl16 a un nivel CAM-B3LYP con una base 6-31+G(d,p)
se obtuvo la estructura de los compuestos 2, 3 y 12 que muestran la presencia de dos
planos, uno corresponde al anillo de indol y otro al grupo fenilo de la posicion C2 (Figura

47). En el analisis geométrico presentado en la Tabla 9 los valores de los angulos entre
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los planos muestran que en el compuesto 12 son esencialmente coplanares (a = 3°

segun DFT y rayos X) porque no hay una interaccion estérica significativa entre el grupo
fenilo en C2 y el aldehido en C3. Por el contrario, en el compuesto de vinilideno 2 ya
existe un cambio importante en el angulo entre los planos del indol y el fenilo (a = 24-
30°) por la interaccién estérica entre estos grupos. En el compuesto 3 la torsion entre los
planos es mas pronunciada (a = 69° por DFT) por el aumento del volumen del grupo en
C3. Esta variacion geométrica concuerda con los cambios fotofisicos observados y con
el comportamiento de las sefales de los atomos de 'H y 13C (C28 y C29) en los espectros
de RMN. Los valores de los angulos entre los planos de los compuestos 2 y 12,
calculados por métodos tedricos, concuerdan con los valores obtenidos de la estructura

de rayos X de estos compuestos.

Figura 47. Estructura de los compuestos 2, 3 y 12 obtenida por calculos te6ricos que
muestra al anillo de indol en un plano y al grupo fenilo en C2 en diferentes planos.
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Tabla 9. Angulos (a) entre los planos Ay B de 2, 3y 12.
a (%)

Compuesto
Calculo DFT Rayos X
12 3.13 2.93
2 24.47 30.33
3 69.18 N/D

N/D = No disponible

Para realizar los estudios de estructura por difraccion de rayos X de monocristal,
el aldehido 12 se cristalizé por evaporaciéon lenta de una solucién del compuesto en
acetona a temperatura ambiente. La coleccion de datos se llevdo a cabo a 293 K
empleando la radiacion de Mo Ka (A = 0.71073 A). La estructura cristalina se resolvié en
el sistema cristalino ortorrombico, perteneciente al grupo espacial no centrosimétrico
Pna21. Los parametros de celda unitaria fueron: a = 17.615(2) A, b = 9.0577(7) Ay c =
28.907(2) A, con angulos a = B =y = 90° dando un volumen de celda de 4612.2(8) A3y
Z = 8, lo que indica la presencia de ocho moléculas por celda unitaria. La densidad
cristalina calculada fue de 1.168 g-cm3, que esta relacionado a un empaquetamiento

molecular de compuestos organicos aromaticos.

En el aldehido 12, la baja interaccion estérica entre el grupo aldehido en C3y el
fenilo en C2 permite la coplanaridad del sistema y favorece la conjugacion 1 donador-
aceptor entre el indol y el aldehido, misma que reduce parcialmente la emision de

fluorescencia por un proceso ICT a través de enlace. (Figura 48)
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Figura 48. Diagrama ORTEP del compuesto 12. Elipsoides se muestran al
50% de probabilidad.

El compuesto 2 con el grupo diciano-vinilideno se cristalizé por difusion lenta de
n-hexano sobre una solucién del compuesto en THF a temperatura ambiente. El andlisis
por difraccion de rayos X de monocristal a 293 K se llevo a cabo utilizando radiacion Mo
Ka (A = 0.71073 A). La estructura cristalina ortorrémbica, pertenece al grupo espacial
centrosimétrico Pbca. Los parametros de la celda unitaria fueron: a = 10.3554(5) A, b =
18.2767(10) Ay ¢ = 27.7804(15) A, con angulos a = B =y = 90°, lo que define un volumen
de celda de 5257.8(5) A3. La celda unitaria contiene Z = 8 moléculas, con una densidad

calculada de 1.146 g-cm3.

En el compuesto 2 el angulo entre los planos es mayor (24-30°, Figura 49) y es
factible la formacion de un estado excitado con caracter de transferencia de carga a
través del espacio. La torsibn moderada entre planos indica que es posible que el

sistema pueda cambiar hacia conformaciones mas torsionadas por giro del anillo de
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fenilo en C2 en el estado excitado S; aumentando las posibilidades de desactivacién no

radiativa. El efecto de polarizacién por proceso ICT a través del espacio y la flexibilidad
de rotacion del grupo fenilo en el estado excitado que favorece la desactivacion no
radiativa contribuyen a la drastica disminucion de la emision de fluorescencia observada

en este compuesto.

y N3

Figura 49. Diagrama ORTEP del compuesto 2. Elipsoides se muestran al
50% de probabilidad.

Por otra parte, el mapa de potencial electrostatico (MEP) de la molécula 2 permite
visualizar la distribucion de densidad electrénica en el sistema diciano-vinilideno,
aportando evidencia adicional sobre la reactividad propuesta. En la representacion del
estado basal (Figura 50a), las zonas coloreadas en tonalidad azul indican regiones
electronicamente deficientes, y dentro de ellas se observa que el carbono 3 del sistema

vinilo presenta un potencial positivo, sefialado mediante el recuadro rojo de la Figura 50.
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Al analizar la estructura en el estado excitado (Figura 50b) mediante célculos

tedricos TD-DFT (Teoria del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo)
considerando los primeros 30 estados electronicos excitados singulete que se llevo a
cabo con el programa Gaussianl6 a un nivel CAM-B3LYP con una base 6-31+G(d,p),
se evidencia una redistribucién de carga, donde la region adyacente al carbono 3
incrementa su caracter electrofilico. El potencial positivo se intensifica respecto al estado
basal, sugiriendo que la excitacion conduce a un sistema mas polarizado, que disminuye
la emision fluorescencia. Este cambio electronico es consistente con el comportamiento
fotofisico observado experimentalmente en el compuesto reducido 3, ya que al reducir
el doble enlace vinilo, se elimina la fuerte polarizabilidad (ICT que suprime la
fluorescencia del cromoforo), y permite el encendido o restablecimiento de la emision.
En la estructura de 3 hay un cambio significativo en la torsiéon de los planos A-B (a = 69°),
debido al mayor volumen del grupo alifatico que incrementa la interaccion estérica entre

los sustituyentes de las posiciones 3y 2 del indol.

E e W 0.04541

Figura 50. Mapa de potencial electrostatico molecular del diciano-vinilideno 2 en el

estado basal (a) y en el estado excitado (b).
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré establecer una ruta de sintesis eficiente y accesible
para la obtencion del compuesto indol-diciano-vinilideno (2), alcanzando rendimientos
aceptables y condiciones experimentales confiables. La formilacion del indol en la
posicion 3 se obtuvo con alto rendimiento (88%), utilizando POCIs-DMF y ademas se
estudiaron otras reacciones de formilacion. El uso del sistema HMTA/I2 para formilar
indoles demostré ser una alternativa viable al uso del reactivo POCI3 que es un material

controlado.

La caracterizacion estructural mediante técnicas espectroscopicas (RMN, FT-IR
por ATR) y difraccién de rayos X de monocristal confirma de manera inequivoca la

estructura de los compuestos obtenidos.

Los calculos tedricos realizados mediante DFT, junto con el andlisis del mapa de
potencial electrostatico (MEP) explican el comportamiento fotofisico de estos sistemas.
La representacion grafica de HOMO y LUMO del compuesto 2 permitié corroborar que
el proceso ICT se extiende a través del sistema conjugado, involucrando directamente
al grupo diciano-vinilideno funcionalizado al indol. Asimismo, el analisis del MEP
evidencié un aumento significativo de la densidad electrénica sobre el fragmento
vinilideno, asi como torsion estructural en el estado excitado, lo que conduce a una fuerte
polarizacion a través del espacio y favorece procesos de desactivacion no radiativa que

disminuyen la emision de fluorescencia.

El grupo diciano-vinilideno produce una transferencia de carga interna (ICT) desde
el nucleo de indol que apaga la emision de fluorescencia del compuesto 2. Se demostré
qgue la reducciébn de este grupo con borohidruro de sodio suprime o reduce
significativamente la transferencia de carga interna y reestablece la emision de
fluorescencia por lo cual el compuesto es potencialmente adecuado para la deteccion
por “encendido” de la fluorescencia de nucledfilos biolégicamente relevantes como tioles

y aminas que sean capaces de efectuar adicion conjugada al sistema diciano-vinilideno.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 GENERALIDADES

Todos los reactivos comerciales incluyendo POCIs (ReagentPlus®, 99%),
CH2(CN)2 (299%), Morfolina (=299%, liquid, ReagentPlus®), Piperidina (ReagentPlus®,
99%), N,N,N’N'-Tetrametiletilendiamina (ReagentPlus®, 99%), Hexametilentetramina
(Reagent Plus®, 299.5%) y NaBH4 (Reagent Plus®, 99%) se obtuvieron de Aldrich y se
usaron sin purificaciéon. Los disolventes EtOH y DMF secos se adquirieron de la marca
J. T Baker. El THF fue destilado de sodio/benzofenona antes de usarse. Las reacciones
fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de aluminio
recubiertas con silica gel F254 marca Merck y fondo fluorescente. Las manchas fueron
visualizadas en una lampara UV a 254 y a 365 nm. La cromatografia rapida en columna
se realizé usando silica gel Whatman 60 (malla 230-400). Los espectros de resonancia
magnética nuclear de H a 400 MHz y 3C a 100 MHz fueron adquiridos en un
espectrometro Bruker Ascend™ 400 usando tetrametilsilano (TMS 6 = 0.0 ppm) o CDCls
(6 = 77.16 ppm) como estandar interno. Los espectros de infrarrojo por transformada de
Fourier (ATR-FTIR) se obtuvieron utilizando un accesorio de reflexion total atenuada
(ATR) acoplado a un espectrometro Perkin-Elmer FT-IR Spectrum GX. Las muestras se
aplicaron directamente sobre el cristal ATR, empleando diclorometano como disolvente
durante su preparacion. Los espectros de absorcion UV fueron medidos en un
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda XLS. El band gap 6ptico (Egopt) Se determind a
partir del cruce del eje de las X con la tangente trazada a partir de la parte lineal del
espectro de absorcion a una absorbancia de 0.1. El desplazamiento de Stokes (6v) fue
determinado como la diferencia entre el maximo de absorcion de menor energia y el
maximo de emisién de mayor energia en unidades de nimero de onda. Los espectros
de emision y de excitacion se midieron con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B.
El espectro de excitacion se obtuvo al fijar la longitud de onda de emision a la longitud
de onda del maximo de emision. El rendimiento cuéntico de fluorescencia en solucion
(¢) fue determinado por método indirecto usando como referencia sulfato de quinina en

H2S04 0.1 M (¢ = 0.54 a 310 nm) de acuerdo con el procedimiento reportado.'*® La
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longitud de onda de excitacién para medir el rendimiento cuéntico de fluorescencia fue

10 nm menor del maximo de absorcion. Se analizaron tres soluciones de cada
compuesto con absorbancia a la longitud de onda de excitacion menor a 0.1 de
intensidad y el rendimiento cuantico obtenido fue promediado.

Los célculos estructurales se llevaron a cabo con el programa Gaussian16. El primer
conférmero al equilibrio y el estado basal de cada molécula se calcularon con un nivel
AML1 y posteriormente, la geometria fue optimizada a través de la Teoria de Funcionales
de la Densidad (DFT) a un nivel CAM-B3LYP con una base 6-31+G(d,p). Las
coordenadas generadas en la optimizacion por DFT fueron el punto de partida para el
calculo de la geometria en el estado excitado por TD-DFT con la misma base de datos,

en el vacio.

6.2 Sintesis de 6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-carbaldehido

o
H
N—ph  POCI;, DMF
N — N—Ph
Z | N
Ph g Hex = |
Ph 12 Hex

En un matraz de fondo redondo de 10 mL provisto de tapén de goma y agitacion
magnética, se afiadieron 1.2 mmol de N,N-dimetilformamida (DMF, 93 pL, 1.2 equiv.)
bajo atmédsfera inerte (N;). La mezcla se enfri6 a 0°C en un bafio de hielo, y
posteriormente se adiciond lentamente mediante jeringa 1.2 mmol de tricloruro de fosforo
(POCI;, 110 L, 1.2 equiv.), cuidando que la temperatura no supere los 5°C. Tras la
adicioén, se agito la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente para generar el
complejo de Vilsmeier. Transcurrido ese tiempo, se afiadi6 1 mmol (378 mg) del
compuesto 1 disuelto en 2 mL de DMF, a temperatura ambiente bajo agitacion durante
2 horas, monitoreando el progreso de la reaccién por cromatografia en capa fina (TLC).
Una vez completada la reaccion, la mezcla se agrego cuidadosamente sobre una mezcla
de hielo y una solucién acuosa de carbonato de sodio saturado (5 mL), con agitacion
vigorosa. Se extrajo el producto con acetato de etilo (20 mL), y las fases organicas se

lavaron con agua destilada y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro
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(Na2S04) y se concentraron a presion reducida. El crudo resultante se purificé mediante

cromatografia en columna con silica gel utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo
(9:1), obteniéndose el compuesto 1 como un sélido de color blanco, con rendimientos
del 83-88%, y fue caracterizado mediante espectroscopia (*H RMN, 3C RMN, IR) para
confirmar su estructura.

El aldehido 12 se obtuvo como un polvo blanco; punto de fusion: 164.7-166.2°C; RF:
0.47 (90% Hex/AcOEt); FT-IR (ATR, pelicula formada a partir de CH2Cl2, cm™): 3500 cm-
! (sobretono de C=0 de aldehido), 2923 y 2855 cm™! (Vic-H aldehido, alcano, aromatico), 2205 cm-
L (ve=c alquino), 1652 cm™ (Vic=0 aldehido), 1437 y 1468 cm™ (Vc=c aromatico). 1382 cm™ (vien),
1376 cm™ (Oc-H alcano, aromatico), 1035 cm™ (Wc-H alcano), 714 cm™ (Wc-H aromatico); RMN *H (400
MHz, CDCls): 6 9.68 (s, 1H), 8.40 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.59 (dt, J = 4, 1 Hz, 2H), 7.58-7.56
(m, 3H), 7.53 (dd, J = 8, 1 Hz, 1H), 7.51-7.47 (m, 2H), 7.41-7.31 (m, 4H), 4.12-3.98 (m,
2H), 1.78-1.66 (m, 2H), 1.21-1.10 (m, 6H), 0.82 (t, J = 7 Hz, 3H); 13C NMR (100 MHz,
CDCI3): 6 186.7, 152.4, 136.3, 131.8, 131.8, 131.7, 130.8, 130.1, 128.9, 128.8, 128.6,
128.5,128.3,127.0,125.5,123.5,122.3,118.6, 116.2, 113.6, 90.5, 89.0, 44.3, 31.2, 29.8,
26.5, 22.5, 14.0.

6.3 Sintesis de 2-((6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-il)metileno)malononitrilo

H
+ NC_CN (0.3 eq)

1.2 equiv EtOH, 30°C, 4h

En un matraz de fondo redondo de 10 mL provisto con agitacion magnética, se
disolvieron 405 mg (1 mmol) del aldehido 12, 1.2 mmol de malononitrilo (79 mg, 1.2
equiv.) en 5 mL de etanol absoluto durante 30 minutos en agitacién. Una vez disuelto se
adicion6 0.3 mmol de piperidina (30 pL, 0.3 equiv.) y la mezcla se mantuvo bajo agitacion
a temperatura de 30°C durante 4 horas, monitoreando el progreso de la reaccion
mediante cromatografia en capa fina (TLC). Una vez completada la reaccion, se extrajo
el producto con acetato de etilo (20 mL), y las fases organicas se lavaron con agua

destilada y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro (Na2S04) y se
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concentraron a presion reducida. El crudo resultante se purificé mediante cromatografia

en columna con silica gel utilizando una mezcla de hexano/acetato de etilo (8:2),
obteniéndose el compuesto 2 como un sélido de color amarillo, con rendimientos de 76-
79%. La estructura del compuesto obtenido fue dilucidada por espectroscopia de RMN
de *H y 13C RMN y por espectroscopia IR.

El compuesto 2 se obtuvo como un polvo amarillo-naranja; punto de fusion: 135.3-
136.7°C; RF: 0.42 (90% Hex/AcOEt; FT-IR (ATR, pelicula formada a partir de CH2Clz,
cm™): 2933 cm(Vc-H aromatico), 2857 cm™ (VcH alcano), 2218 cm™? (vie=n), 1575 cm™? (vic=c
alqueno), 1427 cm™ (vic=c aromatico), 1420 cm™ (Sc-H alqueno), 1364 cm™ (Oc-H (cH3, CH2) alcano),
1334 cm™ (Wc-H alqueno), 1250 cm™ (vien), 1102 cmt (Oc-H aromatico), 817 cm™ (Wc-H alqueno) Y
755 cm™ (Wc-H aromatico); RMN tH (400 MHz, CDCls): & 8.33 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.66-7.62
(m, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.60-7.58 (m, 2H), 7.58-7.54 (m, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.38 (d, J =2
Hz, 2H), 7.37 (d, J = 2 Hz, 2H), 7.36 (s, 1H), 4.12-4.01 (m, 2H), 1.72 (p, J = 7 Hz, 2H),
1.23-1.12 (m, 6H), 0.83 (t, J = 7 Hz, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCls): 5 153.3, 152.2,
137.3, 131.7, 130.9, 130.7, 129.3, 128.5, 128.2, 126.75, 124.2, 123.5, 123.2, 119.4,
116.5, 115.7, 114.3, 111.6, 89.9, 89.7, 73.5, 45.2, 31.1, 29.6, 26.4, 22.5, 14.0.

6.4 Sintesis de 2-((6-feniletinil-2-fenil-1-hexilindol-3-il)metil)malononitrilo

NaBH, (1.0 equiv)
(0 -
N EtOH/THF (1:2), 25°C, 1h

En un matraz de fondo redondo de 10 mL provisto con agitacién magnética, se
disolvié 1.0 mmol de NaBH4 (38 mg,1 equiv.) en una mezcla de etanol anhidro y THF
(1:2, 3 mL en total) bajo agitacion durante 10 minutos para asegurar una completa
solubilizacion del reactivo. Posteriormente, se afiadié 1.0 mmol del compuesto 2 (453
mg), manteniendo la mezcla en agitacion constante. La mezcla se mantuvo bajo
agitaciéon a 25°C durante 1 hora, monitoreando el avance de la reacciébn mediante

cromatografia en capa fina (TLC), y el crudo obtenido se purificé inmediatamente en
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columna con silica gel empleando una mezcla hexano/acetato de etilo (8:2), aislandose

el compuesto 3 como un liquido viscoso de color blanco con un rendimiento del 96%.
Finalmente, el producto fue caracterizado mediante espectroscopia (*H RMN, 3C RMN,
FTIR-ATR), confirmando la reduccion del doble enlace vinilo.

Liquido translucido viscoso; punto de fusion: 25°C; RF: 0.59 (90% Hex/AcOEt); FT-IR
(ATR, pelicula formada a partir de CH2Cl2, cm™): 2926 cm™ (Vic-H aromatico), 2857 cm* (vic-
H alcano), 2255 cm™ (Vic=C alquino). 2205 cm™ (vican), 1462 cm™ (Vic=c aromatico), 1347 y 1367
cm™? (dcH (CH3, CH2) alcano), 1265 cm™? (vien), 1027 cm™ (Oc-H aromatico) Y 749 cm™ (wc-H
aromatico); RMN 1H (400 MHz, CDCls): & 7.59 (d, J = 2 Hz, 2H), 7.59-7.57 (m, 1H), 7.56 (d,
J =2 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 2 Hz, 2H), 7.53 (s, 1H), 7.43 (dd, J = 7, 3 Hz, 2H), 7.41-7.38
(m, 1H), 7.38-7.37 (m, 1H), 7.36-7.31 (m, 2H), 4.03-3.93 (m, 2H), 3.88 (t, J = 8 Hz, 1H),
3.43 (d, J = 8 Hz, 2H), 1.66-1.58 (m, 2H), 1.23-1.06 (m, 6H), 0.80 (t, J = 7 Hz, 3H); *C
NMR (100 MHz, CDCls): 6 142.1, 135.9, 131.6, 130.9, 130.2, 129.5, 129.0, 128.5, 128.2,
126.5,124.04,123.7,118.0,117.0,114.0, 112.7, 105.3, 90.9, 88.6, 44.2, 31.2, 30.0, 27.3,
26.5, 23.65, 22.5, 14.0.
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