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Sintesis de bis(indolil)escuarainas
Synthesis of bis(indolyl)escuaraines.
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Resumen

Los colorantes de tejido celular vivo que se utilizan en la microscopia de fluorescencia son sustancias que absorben dos fotones de
radiacion infrarroja que logra penetracion profunda en el tejido sin causar dafio a la muestra debido a su baja foto toxicidad. Los
derivados de escuaraina son compuestos privilegiados para la preparacion de imagen celular porque muestran fluorescencia por la
absorcion de dos fotones. En este trabajo se describe la sintesis de bis(indolil)escuarainas simétricas por la reaccién de indoles con
acido escuérico en una solucion de tolueno-butanol. La reactividad quimica de las bis(indolil)escuarainas provocé problemas de
reproducibilidad en los rendimientos de reaccion y en la purificacion de estos productos. Se encontrd que el uso de beta ciclodextrina
como agente de encapsulamiento de algunas bis(indolil)escuarainas estabiliza el anillo central y evita reacciones laterales. Sin embargo,
el espacio de la cavidad en la beta ciclodextrina parece ser insuficiente para encapsular escuarainas arilsustituidas en el anillo de 5
miembros del indol como el compuesto 3, en cuya sintesis el uso de la ciclodextrina no presentd ningin beneficio. Las
bis(indolil)escuarainas obtenidas son fluorescentes en solucion y en estado sélido. Se determind que la fluorescencia por absorcion de
un fotdn ocurre por irradiacion a 365 nm y mediante la absorcion de dos fotones bajo irradiacion con un laser a 710 nm.

Palabras Clave:
Absorcién de dos fotones, beta ciclodextrina, escuarainas, fluorescencia.

Abstract

Living cell dyes used in fluorescence microscopy are chemical substances capable to absorb two photons of infrared irradiation which
allows a deeper tissue penetration without showing cell toxicity. Squaraines display two photon absorption fluorescence, consequently
they are privileged compounds for cell image acquiring. In this work the synthesis of symmetrical bis(indolyl)escuaraines from the
reaction between squaric acid and several indoles in a mixture of toluene-butanol is described. The chemical reactivity of the squaraine
central ring caused problems of isolation and reproduction of chemical yields of reaction products. The use of beta cyclodextrin as
encapsulation agent to protect the reactive squaraines 4a-d and 5 from side reactions worked well in the condensations reactions of
squaric acid with small indoles. The technique allowed the isolation of pure bis(indolyl)squaraines in reproducible yields. However,
the limited size of the beta cyclodextrin cavity was unable to host molecules with a larger indole fragment such as 2. Thus the use of
beta-cyclodextrin had no beneficial effect on the synthesis of the bis(indolyl)squaraine 3.

All squaraines prepared in this work exhibit fluorescence in solution by absorption of one photon of UV light (365 nm) and it was
shown that some of these compounds such as 4c are fluorescent in the solid state too. Furthermore, this compound was shown to absorb
two photons of an infrared laser (710 nm) to emit fluorescence at 575 nm in solution and 695 nm in the solid state.

Keywords:
Squaraines, fluorescence, two photon absorption, beta cyclodextrin.

1. Introduccién tedricos que indican que la polarizacion de este anillo en realidad
desplaza la carga positiva a los grupos sustituyentes (Divya, 2019)

Las escuarainas (Kitson, 2017) son compuestos producidos por

la condensacion del acido escuarico 1 con 2 moléculas ricas en NP x NA X 0°
electrones tales como anilinas, fenoles, pirroles e indoles, j\;/( *'e Bj@f - °
denotados como X en la Figura 1. Aunque la representacion HO - oH oA g
alterna del anillo central de estos compuestos zwitteridnicos Figura 1. Estructura general de escuarainas

(Figura 1, A) es una estructura aromatica con doble carga positiva
(Figura 1, B), recientemente ha sido rebatida en base a estudios
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La principal caracteristica fisica de estos compuestos es la
intensa absorcién de luz que ocasiona la emisién de fluorescencia.
Estas estructuras privilegiadas tienen varias aplicaciones
tecnoldgicas derivadas de sus propiedades dpticas (Xia y Wang,
2017), por ejemplo: conversion de luz solar (Wickramsinghe,
2019, Yang, 2019), terapia fotodindmica (Sun, 2018, Ramahia,
2002), sondas fluorescentes para la deteccion de cancer (Ahn,
2012) y la deteccidn de analitos (Liu, 2019). Algunas estructuras
de escuarainas con su aplicacion se muestran en la Figura 2.

colorectal

deteccion de cancer 00 H OCH,4
N®

conversion de luz solar a electricidad
Figura 2. Algunas aplicaciones de las escuarainas.

terapia fotodinamica

Las escuarainas han sido motivo de gran interés para preparar
sondas fluorescentes para la elaboracion de imagen celular con
fines biomédicos debido a su capacidad de absorber dos fotones
de luz infrarroja. Esta propiedad es especialmente compatible con
las células vivas por su baja citotoxicidad y porque a diferencia de
laluz visible, el infrarrojo penetra los tejidos y no sufre difraccion,
lo que genera una imagen con mayor resolucion espacial. Ademas,
no hay interferencia por la fluorescencia de biomoléculas tales
como proteinas y acidos nucleicos porque estas moléculas
solamente presentan fluorescencia por absorcion de un foton. La
fluorescencia es la emisién instantanea de luz de una molécula
electronicamente excitada. Generalmente las moléculas excitadas
tienden a perder el exceso de energia por emision de calor debido
a procesos de vibracion. Sin embargo, cuando estos movimientos
se restringen por una estructura molecular lo suficientemente
rigida la energia se pierde mediante la emision de luz. La
excitacion electrénica se puede producir por la irradiacién con un
foton de alta energia (luz ultravioleta) que promueve a un electron
del estado basal (So) a un estado de mayor energia (Sy).
Alternativamente, algunas moléculas se pueden excitar por la
absorcion simultanea de dos fotones de baja energia (luz
infrarroja). (Figura 3)
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7. 800 nm fluorescencia
4 500 nm

So
Excitacién con un foton

So
Excitacion por dos fotones

Figura 3. Comparacion de la excitacion de fluor6foros por la excitacion con
un fotén (izquierda) y con dos fotones (derecha).

El proceso de absorcion de dos fotones fue predicho por Maria
Goeppert-Mayer en 1931 pero sélo se pudo demostrar
experimentalmente décadas mas tarde con la invencion del laser
porque este proceso depende del cuadrado de la intensidad de la
luz con la que se irradia la muestra. Los estudios enfocados en el
disefio de fluoréforos indican algunas caracteristicas estructurales
necesarias (Guo, 2014) para que las moléculas muestren la
absorcion de dos fotones tales como alta conjugaciéon vy

polarizacién electrénica debida a la presencia de un donador-n
rico en electrones (D) conectado directamente o a través de un
fragmento conjugado a un aceptor-n (A). La absorcion de dos
fotones requiere que el estado electrdnico excitado esté polarizado
respecto al estado electrénico basal (Pawlicki, 2009) y aunque el
concepto de disefio es simple, en la practica la eficiencia del
fluoréforo depende de dos parametros contrapuestos: el
rendimiento de fluorescencia (porcentaje de fotones emitidos en
relacién a los absorbidos) que se abate por el exceso de
polarizacién electrénica y la eficiencia de absorcion de dos
fotones que se incrementa a medida que la polarizacion en el
estado electronico excitado aumenta y que repercute en la
intensidad de la luz emitida. En este sentido, las escuarainas son
moléculas privilegiadas porque presentan intensa fluorescencia
por la absorcion de dos fotones de radiacién visible o infrarroja.
A pesar del excelente caracter donador del indol los ejemplos de
bis(indolil)escuarainas reportados en la literatura ain son escasos
(Sun, 2015; Lynch, 2018) en comparacion a otros tipos de
escuarainas. (Beverina, 2009). Por lo tanto se decidi6 efectuar la
sintesis de bis(indolil)escuarainas como materiales fluorescentes
con posible aplicacion optoelectronica.

1. Experimental
2.1 Sintesis de indolil escuarainas

Preparacién del compuesto 3. En un matraz adaptado con
una trampa de Dean-Stark con refrigerante para la destilacién
azeotropica de agua, se agregé 23 mg (0.2 mmol, 1
equivalente) del acido escuérico 1 y 171 mg (0.4 mmol, 2
equivalentes) del indol 2 en 15 ml de una mezcla 1:1 v/v de n-
butanol y tolueno y se calenté a reflujo durante 16 horas segin
se indica en la Figura 4. La mezcla de reaccion inicialmente
incolora se torna azul. El disolvente se evapor6 parcialmente
por destilacion a presién ambiental y el sélido depositado en
las paredes del matraz de reaccidn se recuperé como un polvo
verde obscuro con brillo metalico. Los datos espectroscopicos se
muestran a continuacion: IR (KBr, cm™) 2923 (vCsp3- H), 2853
(vCsp2-H), 2228 (vCsp-N), 2212 (vCsp-Csp), 1744 (vC=N),
1624 (vC=0), 1600 y 1460 (vC=C), 1225 y 1209 (vC-COC), 843
(tC-H); RMN H (400 MHz, CDCl5): & 8.94 (d, J=8.69, 1H), 7.81
(d, J=8.25, 2H), 7.66 (m, 4H), 7.55-7.51, (m, 4H), 4.05 (t, J= 7.68,
2H), 1.72 (g, J= 6.83, 2H), 1.18 (m, 6H), 0.83 (t, J= 6.90, 3H);
RMN 3C (100 MHz, CDCls): § 194.0 (C=0), 148.5, 137.6, 134.6,
132.1, 132.1, 131.6, 131.3, 128.0, 127.3, 126.4, 118.8, 118.5,
118.3, 114.1, 113.9, 113.4, 111.6, 94.2, 88.3, 45.4, 31.0, 29.5,
26.4,22.4,13.9.

O, O
HO OH

1 equiv.
_ >
tolueno/ nBuOH 1:1

16 h, 140 °C, 68 %

2 equiv.

Figura 4. Sintesis de la bis(indolil)escuaraina 3
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La preparacion de los compuestos 4a-d y 5 se llevé a cabo usando
la misma metodologia a partir del acido escuéarico y dos
equivalentes del indol correspondiente. (Figura 5)

4a. R4= hexilo R,=Br
4b. R, =fenilo R,=Br
4c. Ry= bencilo Ry=Br
4d. Ry=H Ry=H

Figura 5. Estructura de las escuarainas 4 y 5

El compuesto 4a es un solido de color verde metalico,
mientras en solucidn posee un color rosa intenso (Figura 5) RMN
de *H (400 MHz, CDCls) § 9.00 (d, J = 24.9 Hz, 2H), 8.61 (d,J =
27.1 Hz, 2H), 7.48 (s, 1H), 7.27 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 424 (t,J =
7.2 Hz, 2H), 1.99 — 1.94 (m, 1H), 1.42 - 1.29 (m, 7H), 0.91 (t, J =
6.9 Hz, 4H).

El compuesto 5 se obtuvo como un sélido azul oscuro. RMN
de *H (400 MHz, CDCl3) 5 8.96 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.84 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.73 - 7.64 (m, 5H), 7.58 — 7.53 (m, 3H), 4.70 (t, J =
6.6 Hz, 2H), 1.81 (dt, J = 20.4, 6.3 Hz, 3H), 1.49 (dt, J = 14.9, 7.4
Hz, 4H), 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 4H).

2.2 Emisidn en solucidn y estado sélido.

Se prepar6 una disolucién del compuesto con una
concentracién de 1x10% M en THF. La calibracion del
espectrofluorimetro se realizd con soluciones estandar de
rodamina G. La medicion correspondiente al compuesto en estado
solido se realiz6 con 10 mg de muestra.

2. Resultados

El fragmento donador de indol en la escuaraina 3 se selecciond
de una serie de indoles con alto rendimiento cuantico de
fluorescencia previamente reportados (Flores-Jarillo, 2016). La
escuaraina 3 en solucion en cloroformo tiene un intenso color azul
brillante mientras que en estado sélido tiene un color verde
metalico. Este comportamiento ha sido documentado y se
adjudica a la formacién de plasmones por interaccion de la luz en
la superficie cristalina de las escuarainas. (Cacciola, 2014).
Algunos de los compuestos analogos presentaron un
comportamiento similar. Por ejemplo, se ilustra el color de la
escuaraina 4a en estado sélido y en solucion en diclorometano en
la Figura 6.

Figura 6. La escuaraina 4a en estado sélido y en solucién en CH,Cl,.

La purificacion de las escuarainas presentd problemas de
reproducibilidad. Cuando los compuestos se aislaron por simple
evaporacion del disolvente a presion reducida y precipitacion, los
espectros de RMN de *H de los compuestos crudos generalmente
muestran sefiales multiples en la region de 2-4 ppm que no
corresponden a la estructura de los compuestos deseados. En estos
casos, los intentos de purificacion por cromatografia en columna
(fase normal o inversa) resultaron infructuosos. Los resultados
indican que estos productos inseparables probablemente resultan
de la adicion de butanol a los carbonos de carbonilo del anillo
central de la escuaraina. La adicion de nucledfilos al anillo de las
escuarainas estd ampliamente documentado (Liu, 2019; Ma, 2019,
Ros-Lis 2002). Las reacciones laterales indeseadas son notorias
en la formacién de bis(indolil)escuarainas. (Lynch, 2018) y por
esta razon se probaron diferentes técnicas de aislamiento que se
describen a continuacion.

Precipitacion y cristalizacién. Se logrod precipitar las
escuarainas con éter etilico pero no se logré cristalizarlas por
difusién liquido-liquido. Con el uso de otros disolventes como
THF y hexano las escuarainas tienden a descomponerse
lentamente. De la misma manera, se observa que en solucién de
THF se descomponen gradualmente por exposicion a la luz y al
aire. Sin embargo, las escuarainas son solubles y estables en
solucion de cloroformo y diclorometano. La disolucion en acetona
caliente y cristalizacién por enfriamiento produce material sélido
de pureza variable.

Lavados y filtracion. Se hicieron lavados de los productos
precipitados con diversos disolventes tales como hexano caliente;
etanol, &cido acético y agua en los cuales las escuarainas tienen
una solubilidad limitada a temperatura ambiente y no resultaron
efectivos.

Cromatografia. Se intenté cromatografia flash en columna con
gel de silice en fase normal o en fase inversa (Cs). En ninguno de
los casos se pudo obtener material puro, los espectros de RMN de
'H muestran sefiales en la region de 2.5 ppm que no corresponden
a la estructura deseada y sugieren que estas sefiales no se deben a
impurezas presentes en los compuestos sino a grupos unidos
covalentemente a la escuaraina. La cromatografia preparativa en
placa fina también arrojo resultados insatisfactorios.

Estos resultados apuntan a la formacion de productos
indeseados por reacciones del anillo de escuaraina durante la
sintesis y por tanto se intentd llevar a cabo la formacion de estas
moléculas por mecano sintesis en la ausencia de disolvente. En tal
evento, dos equivalentes de indol 4a-e y uno de acido escuarico se
molieron manualmente en un mortero a temperatura ambiente o a
80°C. Invariablemente solo se obtuvo el producto de mono
condensacién segun lo revelan los espectros de RMN de 'H. Se
obtuvo el mismo resultado al efectuar la reaccién en etanol a
reflujo.

Encapsulacién. Se decidi6 intentar encapsular el nucleo de
acido escuérico con beta ciclodextrina durante la reaccién de
sintesis para limitar las reacciones laterales del anillo de 4
miembros y facilitar la purificacién de los productos. Por ejemplo,
el uso de rotaxanos ha demostrado incrementar notablemente la
estabilidad de este tipo de compuestos. (Podgosrki, 2012) Aunque
las ciclodextrinas son solubles en agua su cavidad interna no es
polar y permite formar compuestos tipo anfitrion-huésped con
moléculas hidr6fobas mediante interacciones no covalentes. La
preparacion de los compuestos 4d y 5 se seleccion6 como modelo
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para explorar la utilidad de la técnica. Se pesé 1 equivalente del
acido escudrico y 1 equivalente de beta ciclodextrina en una
mezcla de tolueno y butanol como disolvente y la mezcla de
reaccion se dejo a reflujo durante 1 hora, luego se agregd 2
equivalentes del indol correspondiente y se continud con el reflujo
durante 6 horas. Finalmente, se redujo el disolvente a presion
reducida y se agreg6 éter etilico frio para precipitar el producto
correspondiente y luego se efectu6 un lavado con agua. Con
satisfaccion se observé que ambas escuarainas 4d y 5 se
obtuvieron totalmente puras, se muestra como ejemplo el espectro
de RMN *H del compuesto 4d. (Figura 7) Sin embargo, el método
no fue aplicable a la sintesis de la escuaraina 3 probablemente
debido a que la cavidad de la beta ciclo dextrina no es lo
suficientemente grande para hospedar a un indol y a una
escuaraina de mayor tamafio.
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) del compuesto
4d obtenido por encapsulacién con beta ciclodextrina

Después de la sintesis se paso al estudio de propiedades
Opticas. Los espectros de absorcion del indol 2 y la
bis(indolil)escuaraina 3 se muestran en la Figura 8. Se observo
que el indol 2 tiene una intensa banda de absorcion a 364 nm
mientras que el compuesto 3 en solucién en cloroformo muestra
dos intensas bandas de absorcion, una en la region del ultravioleta
(328 nm) y otra en la region del visible (619 nm). Todas las
escuarainas que se prepararon absorben luz ultravioleta (365 nm)
y emiten fluorescencia azul (Figura 9).
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Figura 8. Espectro de absorcion del indol 2 y la escuaraina 3 en CHCls.

Figura 9. Fluorescencia de los compuestos 3 (derecha) y 4a (izquierda)
por irradiacion a 365 nm

A continuacion, se determind de manera preliminar si los
compuestos realmente emiten fluorescencia por la absorcion de
dos fotones. Para este estudio se escogi6 la bis(indolil)escuaraina
4c que es un solido estable de color parpura y que mantiene el
mismo color en solucion en THF. Este compuesto fue irradiado
con un laser a diferentes longitudes de onda desde 680 hasta 810
nm. Se observa que el compuesto 4c emite fluorescencia a una
longitud de onda de 575 nm alcanzando la mayor intensidad de
emision por irradiacion a 710 nm que equivale a la excitacion con
un foton de luz ultravioleta a 355 nm o dos fotones de 710 nm (luz
roja visible). Esta observacion concuerda con la intensa banda de
absorcién en UV que muestra esta serie de compuestos entre 328-
365 nm. (Figura 10)

El compuesto 4c es fluorescente, incluso en estado sdlido y tiene
un rendimiento cuantico de 25.4%. Cuando se irradi6 con un laser
a 710 nm emitié fluorescencia a una longitud de onda de 695 nm,
en la region limite del espectro visible. En la mayoria de los casos
es comun que los compuestos en estado solido emitan
fluorescencia a mayor longitud de onda respecto a la emision en
el estado liquido. El desplazamiento en la longitud de emision se
debe a los cambios en las propiedades electronicas que ocurren
por el apilamiento en las moléculas del fluor6foro en estado sélido
y su comportamiento como agregado molecular en lugar de
moléculas aisladas en solucion.
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Figura 10. Espectro de emision de 4c en solucién en THF por irradiacion con
un laser a diferentes longitudes de onda en el rango 680-810 nm.
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Figura 11. Espectro de emision de 4c en estado sélido

3. Conclusién

Se prepar6 una serie de bis(indolil)escuarainas fluorescentes
mediante la reaccion de indoles con &cido escuarico. Aunque
la técnica de preparacion es sencilla, la reactividad quimica de
el anillo central de las escuarainas causa problemas de
reproducibilidad en los rendimientos de reaccion y la
purificacion de los productos. El encapsulamiento de los
productos de reaccion in situ con beta ciclo dextrina permitié
aislamiento, purificacion y reproducibilidad satisfactoria en el
caso de los compuestos 4a-d y 5. Sin embargo, posiblemente
debido al mayor tamafio molecular de la escuaraina 3 la
cavidad de la beta ciclo dextrina es insuficiente para hospedar
y proteger a este compuesto de reacciones laterales.

Las escuarainas sintetizadas presentan fluorescencia por
absorcién de un fotén de luz UV (365 nm). Ademas estos
compuestos presentan una intensa banda de absorcion en el
visible, alrededor de 575 nm para los compuestos 4a-d y 5y
de 619 nm para el compuesto 3. Experimentalmente se
determiné que el compuesto modelo 4c presenta fluorescencia
por absorcion de dos fotones de longitud de onda de 710 nmy
tiene potencial como posible marcador de tejidos en la
microscopia de fluorescencia.
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