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Diseño y síntesis de ligandos fluorescentes específicos para la detección 
de blancos proteicos 

Las técnicas basadas en fluorescencia constituyen una herramienta 
fundamental en el proceso de desarrollo de nuevos fármacos. Son métodos 
robustos y económicos, que permiten evaluar en forma eficiente un gran 
número de compuestos siendo adecuados para llevar a cabo ensayos de 
Cribado de Alta Capacidad. Para el desarrollo de procedimientos 
convenientes de screening, se necesita un método simple donde se evalúe 
la unión del ligando a la proteína con alta sensibilidad. El desarrollo de este 
método comienza con el diseño y la síntesis de sondas fluorescentes que se 
conjugan a ligandos específicos de blancos proteicos.  

Una de las aproximaciones para desarrollar sondas fluorescentes, 
involucra la incorporación de fluoróforos sensibles al entorno del tipo 
solvatocrómicos y rotores moleculares. Éstos exhiben comúnmente una 
fluorescencia muy débil en ambientes polares y próticos pero muestran una 
fuerte fluorescencia en ambientes hidrofóbicos. Por lo tanto, se espera que 
la unión del ligando en el sitio de unión a la proteína blanco acerque al 
fluoróforo al bolsillo hidrofóbico y cause un aumento en la emisión de 
fluorescencia. En contraste, en ausencia de la proteína blanco, la sonda 
permanecerá en un buffer acuoso y exhibirá una fluorescencia débil. Este 
enfoque es novedoso ya que no implica una reacción enzimática para que 
el cambio en la señal ocurra y por ende se puede aplicar a cualquier blanco 
proteico que tenga un sitio de unión. 

En esta tesis se sintetizaron sondas fluorescentes a partir fluoróforos 
sensibles al entorno del tipo solvatocrómicos basados en 3-hidroxicromonas 
y rotores moleculares basados en BODIPYs. Para esto se sintetizaron los 
fluoróforos incluyendo un halogenuro de arilo en su estructura. Por otro 
lado, se obtuvieron ligandos específicos para los blancos proteicos a estudiar 
funcionalizados con alquinos terminales. De esta manera se generaron las 
sondas fluorescentes especificas usando la reacción de acoplamiento de 
Sonogashira. 

En segundo lugar, se desarrolló un ensayo de unión ligando proteína 
que permitió calcular las constantes de unión de los sensores a las proteínas. 
A partir de esto, también se implementó un ensayo de desplazamiento que 
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permite calcular constantes de disociación de ligandos específicos de la 
proteína blanco. 

Finalmente se realizaron diversos estudios computacionales que 
permitieron profundizar en la dinámica de la unión de las sondas a los 
distintos sistemas proteicos, entender la reactividad de los fluoróforos 
usados respecto a la reacción de Sonogashira, y como anexo, comprender el 
efecto electrónico que tienen los sustituyentes en distintas 3-
hidroxicromonas. 
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Design and synthesis of fluorescent ligands specific for the detection of 
protein targets. 

Fluorescence-based techniques are an important tool in the 
development of new drugs. They are robust and cost-effective methods for 
evaluating a large number of compounds and are suitable for High 
Throughput Screening (HTS) assays. In particular, fluorescence techniques, 
including anisotropy, Förster Resonance Energy Transfer (FRET), and 
fluorescence lifetime, are widely used in HTS assays. For the development of 
convenient screening procedures, a simple method for assessing the 
binding of the ligand to the proteins with high sensitivity is required. The 
development of this method begins with the design and synthesis of 
fluorescent probes that are conjugated to specific ligands of protein targets. 

One approach to developing fluorescent probes involves the 
incorporation of environmentally sensitive fluorophores, such as 
solvatochromic dyes, and molecular rotors. These compounds commonly 
exhibit weak fluorescence in polar and protic environments but show strong 
fluorescence in hydrophobic environments. Therefore, ligand binding at the 
target protein binding site is expected to bring the fluorophore closer to the 
hydrophobic pocket, causing an increase in fluorescence emission. In 
contrast, without the target protein, the probe will remain in an aqueous 
buffer and exhibit weak fluorescence. This approach is novel it can be used 
with any protein target that has a binding site and does not require an 
enzymatic reaction for the signal to change. 

In this thesis, fluorescent probes were synthesized using 
environmentally sensitive fluorophores based on 3-hydroxichromones and 
molecular rotors based on BODIPYs. To achieve this, fluorophores with an 
aryl halogenide were synthesized. Additionally, specific ligands for target 
proteins functionalized with terminal alkynes were obtained. This way, 
specific fluorescent probes were generated using the Sonogashira coupling 
reaction. 

Secondly, a ligand-protein binding assay was developed, allowing the 
calculation of binding constants for the sensors to the proteins. 
Subsequently, a displacement assay was developed that allows the 
calculation of dissociation constants for ligands specific to the target protein. 
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Finally, several computational studies were conducted to better 
understand the dynamics of probe binding to different protein systems, the 
reactivity of the fluorophores used in the Sonogashira reaction, and, as an 
annex, comprehend the electronic effects that substituents have in different 
3-hydroxichromones. 
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1.1. Descubrimiento de fármacos 
El desarrollo de nuevos fármacos es un proceso complejo y altamente 

costoso que suele llevar más de una década desde las etapas iniciales de 
investigación hasta la aprobación por parte de la autoridad regulatoria.1 
Estas sustancias actúan sobre un blanco biológico específico que 
desempeña algún rol clave en el desarrollo de la patología. En la práctica, 
estos blancos suelen ser proteínas con funciones estructurales o 
enzimáticas. De esta manera el fármaco debe unirse a estas para lograr que 
la unión sea biológicamente relevante, desencadenando el efecto 
farmacológico deseado. La complejidad de este proceso requiere de la 
participación de profesionales de distintas áreas de la ciencia y puede 
pensarse como una serie de etapas esquematizadas en la figura 1.1, divididas 
principalmente en dos instancias: la fase preclínica donde la droga es 
diseñada y evaluada in vitro, en células y en animales, y la fase clínica donde 
se realizan estudios en humanos. 

Figura 1.1 Proceso de descubrimiento de un fármaco.

A su vez la fase preclínica puede dividirse en: identificación y validación 
del blanco terapéutico, descubrimiento y desarrollo de moléculas 
candidatas (hits), optimización de los candidatos (leads), y ensayos 
preclínicos de toxicidad en animales, biodisponibilidad, etc. La etapa 
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identificación y validación del blanco terapéutico suele darse en el marco de 
investigaciones académicas y consiste en identificar y validar un blanco 
terapéutico a atacar. Estos blancos pueden ser, en principio, cualquier 
entidad biológica, pero habitualmente suelen ser proteínas. Un punto clave 
es confirmar el rol patológico del blanco para asegurar que, actuando sobre 
este, se desencadene el efecto farmacológico buscado. Una vez elegido el 
blanco, comienza el descubrimiento y desarrollo de fármacos per se. Esta 
fase consiste en realizar cribados (screening) en los que se testean 
bibliotecas de compuestos y se determina cual de estos desencadena la 
actividad biológica deseada. Estas primeras moléculas encontradas son 
denominadas hits. La etapa posterior, habitualmente llamada hit-to-lead, 
consiste en optimizar el hit para que cumpla con una serie de propiedades 
fisicoquímicas óptimas para un fármaco2 y lograr tanto afinidades por el 
blanco en el rango sub micromolar como selectividad. Finalmente se 
desarrollan los ensayos preclínicos y clínicos siendo los primeros in vitro y en 
animales, y los segundos en humanos. 

1.1.1. Cribado de alto rendimiento 
El objetivo de las campañas de cribado no es el de encontrar 

moléculas listas para salir al mercado, sino hits factibles de ser optimizados 
en etapas posteriores (Figura 1.2). Funciona como una especie de filtro 
primario para tener un punto de partida, puesto que el espacio molecular es 
de 1060 moléculas y racionalizar la interacción que puede tener una de estas 
en un entorno biológico es imposible si no se tiene un punto de partida. 

Figura 1.2. Esquema básico de HTS.

El cribado ha evolucionado significativamente desde su auge en los 
años 90, cuando las compañías farmacéuticas invertían grandes sumas de 
dinero en instalaciones de cribado de alto rendimiento (HTS por sus siglas 
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en inglés, High Throughput Screening) altamente automatizadas donde 
miles de compuestos son evaluados de forma simultánea. Si bien este 
desarrollo no fue tan revolucionario como se esperaba, es una de las técnicas 
predominantes hoy en día.3 

Existen cuatro elementos claves para realizar un HTS: 1) bibliotecas de 
moléculas con características adecuadas para lo que se busca en un 
fármaco; 2) un método que permita ensayos automatizables; 3) una 
plataforma robótica; 4) un sistema de análisis de datos.4 En lo que respecta 
a los últimos dos, desde los años 90’ hasta la fecha, este tipo de tecnologías 
han sido ampliamente desarrolladas y no representan un desafío 
considerable. Por otro lado, las bibliotecas de moléculas empleadas deben 
tener compuestos con características fisicoquímicas compatibles con un 
adecuado perfil farmacológico y además ser diversas estructuralmente para 
garantizar una exploración suficiente del espacio químico. Con el paso de los 
años diversas compañías desarrollaron librerías de millones de compuestos 
filtrados y listos para testear. 5 

Entre los principales desafíos se encuentra el desarrollo de ensayos 
capaces de determinar con exactitud qué molécula de las evaluadas 
produce el efecto biológico esperado, asegurando además que estos 
ensayos sean estadísticamente robustos, reproducibles y de bajo costo. La 
necesidad de aumentar el rendimiento en el testeo de moléculas y 
miniaturizar los ensayos generó la necesidad de alejarse de las técnicas de 
ensayo tradicionales que requerían separaciones y lavados hacia técnicas de 
lecturas radioactivas o simples cambios de fluorescencia por ser más 
homogéneas y automatizables.3 En particular los ensayos de fluorescencia 
muestran una elevada sensibilidad, una velocidad de respuesta rápida y no 
son destructivos para la muestra.6  

Es importante destacar que no hay una técnica que sea mejor que 
otra, si no, que se debe disponer de un conjunto completo de técnicas 
diversas para tal fin. 

1.1.2. Sondas fluorescentes para proteínas blanco 
Los ensayos de fluorescencia para blancos proteicos, requieren el 

desarrollo de moléculas fluorescentes (llamadas sondas) que se unan a la 
proteína a estudiar y que cuando esto ocurra produzca un cambio en la 
emisión de fluorescencia. Luego al introducir una molécula que actúa sobre 
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el blanco proteico, la señal puede cambiar nuevamente en base a como 
interactúa la molécula a estudiar con el sitio de unión.7 Estas variaciones en 
la señal son estudiadas y calibradas para desarrollar ensayos de 
fluorescencia que permitan caracterizar eventos de unión al testear 
bibliotecas enteras de moléculas. 

Las sondas fluorescentes especificas a proteínas, suelen estar 
conformadas por un fragmento que da especificidad por el blanco a 
estudiar y un fragmento fluorescente que aporta la señal. Existe una amplia 
diversidad de sondas que van desde moléculas orgánicas pequeña, hasta 
péptidos y nanopartículas. 8-11 

Los fluoróforos orgánicos pequeños tienen la ventaja de que son 
modificables con técnicas sintéticas estándar, y sus propiedades de 
fluorescencia suelen variar tanto por cambios en el entorno12 como por 
reacciones químicas.13 Un fluoróforo ideal para esta aplicación es aquel que 
presenta un rango dinámico amplio en sus estados posibles (apagado y 
encendido) y permite discernir que molécula de la biblioteca es ligando de 
cual no.  

A la hora de diseñar un ensayo de este tipo existen al menos dos 
variables que hay que determinar: por un lado, el tipo de señal fluorescente 
a recolectar, puesto que los ensayos basados en fluorescencia abarcan 
diversas técnicas que registran no solo la intensidad total de fluorescencia, 
si no también, la polarización de fluorescencia, la transferencia de energía 
por resonancia (FRET) y la fluorescencia resuelta en el tiempo entre otros. 
Como segunda variable a definir se encuentra el principio de detección. 
Existen dos enfoques principales: el primero se centra en la detección a 
través de reacciones enzimáticas14, 15 (Figura 1.3.a), donde la sonda actúa 
como sustrato y la señal de fluorescencia cambia por reacción enzimática 
con la proteína blanco. En caso de que el ligando que se introduce sea un 
inhibidor, la señal no se altera dando así un positivo. El segundo enfoque es 
no enzimático y utiliza sondas que responden a cambios en su entorno, 
alterando sus propiedades de fluorescencia al unirse al sitio de unión16, 17 
(Figura 1.3.b). En este caso, si la molécula a testear es ligando de la proteína, 
la sonda es desplazada y la señal vuelve a cambiar.  
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Figura 1.3 a) Enfoque de detección enzimático. b) Enfoque no enzimático. 

El enfoque no enzimático se encuentra menos explorado en literatura 
y tiene menos aplicaciones comerciales. Sin embargo, permite el estudio de 
una mayor diversidad de sistemas, ya que no se restringe a enzimas y puede 
extrapolarse a otros tipos de blancos biológicos mediante la modificación de 
la región molecular que proporciona la selectividad. El enfoque no 
enzimático será el que se explorará en esta tesis. 

1.2. Fluorescencia y fluoróforos 

1.2.1. Fluorescencia  
La fluorescencia es un tipo de luminiscencia que surge como 

consecuencia de la relajación radiativa de los electrones de una molécula 
que fueron previamente excitados, a partir de luz. Este evento suele tener 
lugar en un espacio temporal en la escala de los sub-nanosegundos hasta 
una decena de estos. Cabe destacar que no todas las moléculas son 
fluorescentes. El ciclo completo de fluorescencia puede ser esquematizado 
utilizando un diagrama simplificado denominado “diagrama de Jablonski” 
(Figura 1.4).18 
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Figura 1.4 Diagrama de Jablonski. 

El proceso de fluorescencia ilustrado en el diagrama de Jablonski 
puede simplificase en tres pasos clave: la excitación, la conversión interna y 
el decaimiento radiativo. La excitación consta en que una molécula absorba 
un fotón de energía (hνA) de una fuente externa como lo es una lámpara o 
un láser. El fluoróforo se excita típicamente a uno de los estados 
vibracionales excitados del primer estado singlete electrónico (S1). El exceso 
de energía vibracional se transfiere rápidamente al solvente a través de 
colisiones, en un proceso no radiativo llamado relajación vibracional que 
ocurre en el rango de los sub-picosegundos. Si el fluoróforo se excita al 
segundo estado singlete electrónico (S2), cae rápidamente al estado S1 
debido a la conversión interna. Esta dinámica produce que la emisión de 
fluorescencia ocurra a longitudes de ondas mayores que la de emisión, 
puesto que parte de la energía de excitación es disipada. Este efecto es 
conocido como el corrimiento de Stokes y es relevante para el diseño de 
fluoróforos que son sensibles al entorno. Finalmente, desde el estado S1, se 
da el decaimiento al estado S0 que puede ser no radiativo o radiativo 
(fluorescencia). Notar que la conversión interna no radiativa a S0 es menos 
eficiente respecto a la de S2-S1 debido a la mayor diferencia de energía entre 
S1 y S0.  

En lo que caracteriza a la fluorescencia se pueden definir dos 
parámetros relevantes: el rendimiento cuántico y el tiempo de vida de 
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fluorescencia. El primero se define como la relación del número de fotones 
emitidos sobre los absorbidos y se expresa matemáticamente según la 
ecuación 1.1 en donde kr es la constante radiativa y knr la no radiativa 

Φ	=	 !!
!!"!"!

	      [1.1] 

Por otro lado, el tiempo de vida debe su nombre a que su 
determinación experimental que se lleva a cabo midiendo el tiempo en el 
que decae la emisión y formalmente se define como el promedio de tiempo 
que la molécula pasa en el estado excitado antes de volver al estado 
fundamental. Matemáticamente se expresa en la ecuación 1.2 como: 

τ	=	 #
!!"!"!

		 	 	 	 	 [1.2] 

Estos dos parámetros son de vital importancia porque dan noción de 
lo que ocurre en el estado excitado. Si bien las definiciones planteadas hasta 
ahora son simples, lo estados excitados son sensibles a las interacciones con 
el entorno, y la dinámica entre los fenómenos fotofísicos puede cambiar 
entre dos solventes distintos, y más aún en entornos biológicos. Es por esto 
por lo que es importante comprender como el entorno modifica las 
propiedades de fluorescencia para realizar un diseño racional de fluoróforos 
dirigido a resolver problemas específicos. 

1.2.2. Efectos del entorno sobre la fluorescencia 
Dada la naturaleza de los estados excitados, los solventes tienen un 

marcado efecto en la emisión de los fluoróforos especialmente en moléculas 
polares. Típicamente el aumento en la polaridad del solvente desplaza la 
emisión a energías aún más bajas debido a la estabilización del estado 
excitado por las moléculas del solvente. Los fluoróforos suelen tener un 
momento dipolar mayor en el estado excitado (μE) que en el estado 
fundamental (μG). Tras la excitación, los dipolos del solvente pueden 
reorientarse o relajarse alrededor de μE, lo que disminuye la energía del 
estado excitado (Figura 1.5.a). Este fenómeno se conoce como 
solvatocromismo.  

Una pregunta que se puede hacer es ¿Por qué se busca en la 
fluorescencia una herramienta sensible al entorno pudiéndose utilizar la 
absorción? Lo que ocurre es que el marco temporal de la absorción es menor 
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(10-15 s) que el tiempo de reorganización del solvente (10-100 ps para solventes 
fluidos), por lo que el efecto del entorno influye poco. Como los tiempos de 
vida de fluorescencia son del orden de 1-10 ns, lo que se observa en un 
espectro de fluorescencia es representativo del estado excitado relajado del 
solvente, es decir, la resultante de la interacción de la molécula en estado 
excitado con el solvente. Un diagrama de Jablonsky más realista es el de la 
figura 1.5.b. 

 

Figura 1.5 a) Representación de la distribución de dipolos en el ciclo de 
fluorescencia. b) Diagrama de Jablonski teniendo en cuenta el efecto del 

solvente. 

El solvatocromismo es considerablemente más acentuado cuando 
ocurre una transferencia de carga intramolecular en el estado excitado 
(ESICT por sus siglas en inglés, Excited State Intramolecular Charge Transfer 
en la molécula), produciendo corrimientos de Stokes de hasta más de 190 
nm (Figura 1.6.a).19 Este fenómeno suele darse en fluoróforos que presentan 
grupos dadores y aceptores de carga acoplados en su estructura, como los 
mostrados en la figura 1.6.c. Los estados excitados generados exhiben un 
marcado carácter de transferencia de carga, caracterizado por un aumento 
en el μE y, consecuentemente, en la variación del momento dipolar respecto 
al estado fundamental, ΔμE-G. Esta diferencia muestra una correlación 
positiva con el solvatocromismo, de modo que mayores ΔμE-G se 
corresponden con una mayor sensibilidad del fluoróforo a los cambios en la 
polaridad del solvente.20-23 
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Figura 1.6 a) Solvatocromismo y corrimiento de Stokes en moléculas que 
presentan transferencia de carga. b) Espectros de fluorescencia para tres 

fluoróforos solvatocrómicos (Tomada de referencia 19). c) Ejemplo de 
algunas moléculas solvatocrómica.s 

La realidad es que la fluorescencia es afectada no solo por la polaridad 
del solvente sino también por interacciones específicas del entorno, por 
cambios conformacionales/redistribuciones, interacciones soluto-soluto y 
demás. Es por esta sensibilidad al entorno que presentan muchos 
fluoróforos que son utilizados para caracterizar entornos biológicos con gran 
sensibilidad y precisión.24, 25 

1.2.3. Fluoróforos ESIPT 
El proceso de transferencia de protón intramolecular en estado 

excitado (ESIPT por sus siglas en inglés, Excited state intramolecular proton 
transfer) consta de la transferencia de un protón entre un dador (suelen ser 
alcoholes y aminas) a un aceptor de hidrógeno (carbonilo o iminas) que se 
encuentran en la misma molécula. Este fenómeno fue reportado por 
primera vez por Kasha en 1979 y desde entonces hubo una revisión 
exhaustiva respecto a este fenómeno.23, 26-28 

El proceso de ESIPT puede plantearse como un esquema de cuatro 
estados que comienza con la excitación de la molécula (Figura 1.7). Para que 
la reacción de transferencia de protón ocurra, habitualmente tiene lugar 
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una redistribución de carga posterior a la excitación que aumenta la acidez 
de la especie donante de protón, y la basicidad de la aceptora. Es por esto 
por lo que se suele asociar además un proceso de transferencia de carga 
intramolecular acoplado (ESICT-ESIPT). 

 
Figura 1.7. Ciclo del proceso ESIPT. Adaptado de Demchenko (2023).29 

La existencia de dos estados excitados llamados N* y T* por normal y 
tautomérico respectivamente puede dar lugar a dos bandas de emisión que 
poseen comportamientos diferentes. El tipo de espectro que se obtiene 
depende del régimen en el que se establecen ambos estados y las 
eventuales barreras energéticas que hay entre ellos. Los 4 casos más 
habituales se ilustran en la figura 1.8.a. En un extremo se encuentran los 
fluoróforos que muestran una ESIPT lenta o impedida. En este caso el 
espectro resulta en una sola banda, puesto que el estado T* no se forma. En 
el otro extremo si la ESIPT es rápida o irreversible también solo se observa 
una banda correspondiente a la emisión desde el estado T*. Finalmente hay 
dos escenarios intermedios: cuando existe un régimen cinético o un 
equilibrio dinámico entre ambos estados. En estos casos se observan dos 
bandas, que pueden variar en posición y relación entre ellas (ratio) al variar 
el entorno.  

Las figuras 1.8.b y 1.8.c muestran dos ejemplos de moléculas que 
presentan ESIPT. El primer caso es el de diCN-HBO que presenta 
solvatocromismo en la banda T*, mientras que la 3-hidroxicromona FE lo 
muestra en la banda N*. La modificación estructural en ambos casos puede 
dar lugar a modificaciones en los comportamientos de fluorescencia de 
cada banda. 23, 30 
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Figura 1.8. a) Regímenes habituales de moléculas que experimentan 
ESIPT. Se muestran los espectros de emisión al aumentar la polaridad de 

arriba abajo para b) diCN-HBO y c) FE. 

Esto es relevante desde el punto de vista del diseño de sondas ESIPT 
porque en lugar de tener una sola banda de emisión, se tienen dos, con 
comportamientos diferentes, lo que habilita un parámetro más como es la 
relación de bandas, y por ende se tiene un método de calibración interno 
independiente de la concentración.25 Es de gran interés investigar cómo la 
modificación estructural de los sustituyentes y del entorno modula el 
proceso ESIPT, con el fin de desarrollar fluoróforos con características 
específicas. 

1.2.3.1. 3-Hidroxicromonas 

Los derivados de la 3-hidroxicromona (3HC, Figura 1.9.a) son un 
ejemplo de fluoróforos que presentan ESICT/ESIPT. La transferencia de 
protón es impulsada por un aumento en la acidez del grupo dador de protón 
(3-hidroxilo) y en la basicidad del grupo aceptor (4-carbonilo), debido a la 
redistribución de densidad electrónica en el estado excitado. Un derivado de 
3-HC ampliamente estudiado es la 3-hidroxiflavona, 3HF. Determinaciones 
de espectroscopía ultra-rápida demostraron que la reacción ESIPT en 3HF 
ocurre en el orden de los femtosegundos en solventes no polares, secos y 
extremadamente puros. En este compuesto, el equilibrio tautomérico en 
estado excitado se encuentra desplazado hacia T* y no se observa emisión 
estacionaria desde N*, salvo en los casos de solventes próticos o algunos 
polares no-próticos.  

N*

N* T*

N*
T*

T*

x

B. ESIPT
Rapido e irreversible

C. ESIPT
Equilibrio dinámico

D. ESIPT
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N* T*
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La presencia de grupos dadores de electrones en 3HC modula 
fuertemente las propiedades espectroscópicas y el proceso ESIPT. Esto se 
debe principalmente a la generación de un estado de transferencia de carga 
intramolecular en el estado excitado correspondiente al estado N*. La 
presencia del sustituyente N,N-dietilanilino en 3HC da lugar a la molécula FE 
en la que se incrementa el carácter de transferencia de carga en estado 
excitado. La separación de cargas producida por el proceso ESICT le otorga 
un elevado momento dipolar al estado excitado, por lo que presenta fuertes 
interacciones con solventes polares. Este proceso tiene una consecuencia 
directa sobre la emisión. En solventes polares, el estado electrónico excitado 
se estabiliza en mayor proporción que el fundamental y como consecuencia 
la banda de emisión se desplaza a mayores longitudes de onda. El efecto 
sobre la absorción es menor, ya que los estados Franck Condon de S1 siguen 
siendo de similar energía (solvatocromismo positivo). El incremento de IN*/IT* 
con la polaridad del solvente observado en FE es consistente con una mayor 
estabilización de N* por interacciones dipolares con el medio (Figura 1.9.b). 

 

Figura 1.9. a) Estructuras de 3HC y FE. b) Ciclo de ESIPT y sensibilidad a la 
polaridad del solvente de FE. 

A partir de estas observaciones, se puede ver que modulando el 
acoplamiento de los procesos de transferencia de carga y de protón en 
estado excitado es posible controlar la relación de intensidades IN*/IT*, así 
como también las posiciones de los máximos de emisión y los tiempos del 
proceso ESIPT. 

1.2.4. Rotores 
El término rotor molecular se usa comúnmente para describir una 

molécula fluorescente que tiene la capacidad de experimentar un 

Polaridad

N

N*(Estado CT) T*

T
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movimiento de torsión intramolecular en el estado excitado. Típicamente, 
un rotor molecular consiste en tres subunidades: una unidad dadora de 
electrones, una unidad aceptora de electrones y una unidad espaciadora 
compuesta habitualmente por fragmentos aromáticos. 

Grabowski y colaboradores, en 197331, propusieron por primera vez un 
modelo para este tipo de moléculas en el que se manifiestan dos estados 
excitados: un estado de transferencia de carga intramolecular por giro o 
torsión (TICT, por sus siglas en inglés, Twisted Intramolecular Charge 
Transfer) y un estado localmente excitado (LE), siendo este último el estado 
excitado inicial.32 El estado TICT, por otro lado, por ser un estado de 
transferencia de carga muestra un marcado solvatocromismo, aunque en 
algunas moléculas es un estado no emisor. Un punto clave para tener en 
cuenta es que la población de moléculas excitadas en un estado y en el otro 
dependen del grado de rotación intramolecular de la molécula, y la barrera 
energética que hay entre ambos. Experimentalmente se observa que la 
barrera se modifica con la polaridad del solvente y con la viscosidad del 
medio (Figura 1.10). Esta dinámica hace que este tipo de moléculas sean muy 
útiles para caracterizan entornos biológicos en los que hay múltiples 
cambios de viscosidad.33 

 

Figura 1.10. Diagramas del proceso de emisión de fluorescencia en rotores. 
a) Rotores con un estado TICT emisor b) Rotores con un estado TICT no 

emisor. Figura tomada de referencia 33. 

a b
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En lo que respecta a la relación entre la viscosidad del medio y los 
rendimientos cuánticos de fluorescencia se han propuesto diversos 
modelos. Una relación útil es la expresada la denominada ecuación de 
Förster-Hoffmann (Ecuación 1.3), que vincula el rendimiento cuántico con la 
viscosidad η del bulk, donde C y x son constantes que dependen del solvente 
y del fluoróforo, respectivamente. Este modelo funciona bien en un amplio 
rango de viscosidades, pero presenta desviaciones en valores bajos de esta 
propiedad. Una forma alternativa de esta ecuación es la ecuación 1.4, en 
donde A y B son constantes experimentales, y kR es la constante radiativa del 
fluoróforo, que es independiente a la viscosidad. 

𝑙𝑜𝑔∅$ = 𝐶 + 𝑥. 𝑙𝑜𝑔	η     [1.3] 

∅$ =
!#%

&"'%$
      [1.4] 

Si bien este modelo es ampliamente aceptado en la bibliografía, la 
viscosidad no deja de ser una magnitud macroscópica. Es por esto por lo 
que en muchos casos es más adecuado relacionar el volumen libre en lugar 
de la densidad como un determinante importante del rendimiento 
cuántico. Loutfy y colaboradores34 han propuesto un tratamiento que se 
basa en la relación empírica de Doolittle35 entre la viscosidad y el volumen 
libre (Ecuación 1.5)  

η = 𝐴. exp	 2𝐵 (%
(&
4     [1.5] 

En donde v0 es el volumen ocupado, y vf es el volumen libre. Loutfy y 
Arnold36 proporcionan evidencia experimental de que el rendimiento 
cuántico de un fluoróforo sigue la relación de la ecuación 1.6 que se obtiene 
combinando las ecuaciones 1.4 y 1.5, donde kNR,0 se interpreta como una 
constante intrínseca dependiente del fluoróforo, y x es la pendiente 
encontrada en gráficas de log	η versus 1/vf, kNR,0 es proporcional a la velocidad 
de reorientación intramolecular, a su vez depende de la difusividad 
rotacional de la molécula. 

∅$ =
!#%
!'#,%

. exp	 2𝑥 (%
(&
4        [1.6] 

Así, la difusividad rotacional es junto al volumen libre la determinante 
más importante del rendimiento cuántico en rotores moleculares. Sin 
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embargo, cuando la tasa de rotación intramolecular se vuelve muy alta en 
solventes de baja viscosidad, otros efectos, como la formación de enlaces de 
hidrógeno, la formación de excímeros y la interacción polar-polar, ya no son 
despreciables y causan desviaciones significativas de los modelos 
establecidos que describen la relación entre el rendimiento cuántico y la 
viscosidad. 

1.2.4.1. BODIPYS meso sustituidos 

Los borodipirrometenos (BODIPYs por sus siglas en inglés, boron 
dipyrromethene, Figura 1.11.a) son una familia de fluoróforos ampliamente 
utilizados para todo tipo de aplicaciones biológicas puesto que presentan 
rendimientos cuánticos elevados y una marcada foto estabilidad.37 Las 
propiedades de fluorescencia de estas moléculas son modificables haciendo 
variaciones relativamente sencillas en su estructura. Por ejemplo, 
aumentando el grado de sustitución en las unidades pirrólicas, la emisión de 
fluorescencia se desplaza al rojo (Figura 1.11.b).38 Otro tipo de modificación 
relevante es la sustitución en la posición 8, o “meso”. En particular, la adición 
de un grupo fenilo en dicha posición genera una serie de BODIPYS que 
muestran una marcada sensibilidad por la viscosidad, es decir, son rotores 
moleculares (Figura 1.11.c). Esta sensibilidad a la viscosidad varía según el 
grado de sustitución de la molécula. Presuntamente cuanto más sustituido 
se encuentra el BODIPY se observa menor sensibilidad al entorno y presenta 
un mayor rendimiento cuántico. 

Kee y colaboradores, en 2005,39 fueron los primeros en considerar a los 
BODIPY meso sustituidos con fenilos como rotores. Los autores realizaron 
una caracterización completa, tanto experimental como teórica de los 
mismos. Una primera observación fue que cuando el BODIPY meso 
sustituido no tiene sustituyentes en la estructura base, los rendimientos 
cuánticos en tolueno eran bajos (0,06) al igual que los tiempos de vida que 
rondaban los 0,45 ns. Sin embargo, al aumentar el grado de sustitución en 
posición orto del fenilo, ambos valores aumentaban considerablemente, 
dando unos rendimientos cuánticos del orden de	0,6-0,9 y tiempos de vida 
de 5-6 ns (Figura 1.11.c). Este comportamiento fue atribuido al impedimento 
estérico que no permite la libre rotación del fenilo en meso. 
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Figura 1.11. a) Estructura base del BODIPY con su respectiva numeración. 

b) Efecto del grado de sustitución en BODIPYs. c) BODIPYs meso 
sustituidos. d) Rendimientos cuánticos y tiempos de vida reportados en 

tolueno 39. 

Esta hipótesis fue confirmada realizando simulaciones 
computacionales en las que calcularon la superficie de energía potencial 
resultante de variar el ángulo diedro que comparte el sustituyente en meso 
con el esqueleto del BODIPY. Se observan dos escenarios distintos en base 
al grado de impedimento que tiene el anillo en meso. Por un lado, cuando la 
rotación no se encuentra impedida (Figura 1.12.b), el estado inicial excitado 
se relaja hacia una conformación de mínima energía en la que el ángulo 
diedro se encuentra a 180° (es decir en el plano del BODIPY) llamada 
conformación torcida (Figura 1.12.a). Este mínimo muestra una alta eficiencia 
en el decaimiento no radiativo al estado fundamental. Por otro lado, cuando 
la rotación se encuentra impedida (Figura 1.12.c), emerge una barrera 
energética para acceder a la conformación torcida, por ende, la relajación no 
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radiativa se encuentra impedida. Este comportamiento se siguió estudiando 
computacionalmente en diversos reportes 40, 41 y hoy se tiene una imagen un 
poco más clara, aunque, no distante de lo que reportó Kee en 2005. 

 

Figura 1.12. a) Conformaciones estables de BODIPYs meso sustituidos al 
variar el grado de rotación del anillo aromático. b y c) Superficie de 
energía esquemática resultante de variar el ángulo diedro ABCD. 

Aunque este tipo de moléculas no se ajustan completamente al 
formalismo de los rotores, donde existe un estado localmente excitado y un 
estado de transferencia de carga TICT, la lógica subyacente es similar. La 
existencia de dos estados separados por una barrera energética que 
depende de la viscosidad (o volumen libre) del entorno se mantiene en 
ambos casos. Kuimova y colaboradores42, 43 realizaron una caracterización 
completa de cómo se relacionan estas moléculas con la viscosidad (Figura 
1.13) determinando que cuanto más impedido se encuentra el BODIPY 
menor sensibilidad hay respecto al entorno, puesto que el impedimento 
conformacional se encuentra basalmente. Por otro lado, se han reportado 
este tipo de moléculas como sensores para sistemas proteicos, debido que 
al impedimento estérico del bolsillo hidrofóbico de estas macromoléculas 
pueden producir un aumento en la barrera entre el estado inicial radiativo y 
el no radiativo.44-46  
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Figura 1.13 Relación entre rendimiento cuántico y viscosidad para 
BODIPYs meso sustituido con distintos grados de sustitución. Figura 

tomada de referencia 42. 

En esta tesis se abordarán dos tipos de fluoróforos sensibles al entorno: 
fluoróforos solvatocrómicos que presentan una emisión dual en los que 
ocurre una reacción de transferencia de protón y de carga en el estado 
excitado (ESIPT y ESICT) y rotores moleculares en los que los cambios en sus 
propiedades de fluorescencia responden más a la viscosidad del entorno 
que con la polaridad de este. 

1.3. Objetivos de la tesis 
Como se describió en la sección 1.1.1 el HTS es una de las herramientas 

fundamentales para identificar pequeñas moléculas capaces de modular la 
actividad biológica frente a blancos terapéuticos específicos. El objetivo de 
este trabajo es desarrollar un método de fluorescencia que sea aplicable en 
HTS, que sea robusto, reproducible, confiable y aplicable a sistemas 
proteicos no enzimáticos. 

En el capítulo 2 se abordará la síntesis de sondas fluorescentes 
específicas para las proteínas Anhidrasa Carbónica humana II y la proteína 
de unión a ácidos grasos 2. Se explorarán distintas alternativas para la 
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síntesis de los fluoróforos, utilizando tanto las vías clásicas como algunas 
implementaciones recientes de síntesis. Posteriormente, se mostrará la 
funcionalización de ligandos específicos de la proteína Anhidrasa Carbónica 
humana II para generar las sondas específicas. Finalmente, se tratará el 
acoplamiento entre los fluoróforos y los ligandos para crear las sondas 
fluorescentes. 

En el capítulo 3 se describirán los materiales y métodos utilizados para 
llevar a cabo las determinaciones experimentales y las simulaciones 
computacionales que se presentan a lo largo de esta tesis. 

En el capítulo 4 se presentará la metodología empleada para realizar 
las determinaciones de unión ligando-proteína y el desplazamiento por 
ligandos competitivos. Esta metodología será contrastada y validada con 
datos previamente reportados para el sistema proteico albúmina sérica 
humana, para luego ser aplicada a la Anhidrasa Carbónica humana II y la 
proteína de unión a ácidos grasos 2. Se realizarán análisis estructurales a 
partir de simulaciones computacionales. 

Finalmente, el capítulo 5 abordará la problemática en la definición del 
radio de Onsager para calcular momentos dipolares en 3-hidroxicromonas 
que presentan transferencias de cargas con geometrías no lineales. Se 
utilizará un enfoque computacional para obtener información estructural y 
electrónica que explique los comportamientos experimentales observados. 
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2.1. Diseño de sondas fluorescentes 
Las sondas fluorescentes que se presentan a lo largo de esta tesis se 

encuentran formadas a partir de dos fragmentos unidos por un espaciador: 
un ligando específico del sistema biológico de interés y un fluoróforo 
sensible al entorno (Esquema 2.1). Este último es responsable de los cambios 
en la señal de fluorescencia cuando la sonda interactúa con el sistema a 
estudiar. Es importante que el espaciador que une al fluoróforo y al ligando 
sea lo más corto posible, para evitar que el primero quede expuesto a la 
solución acuosa y su respuesta de fluorescencia se vea mitigada. 

Esquema 2.1. Síntesis de sondas y funcionamiento. 

Se adopta un esquema de síntesis modular que permite emplear el 
mismo tipo de reacción de acoplamiento para generar sondas selectivas 
para varios sistemas biológicos utilizando un mismo fluoróforo, así como 
diversas sondas para un mismo sistema biológico variando el fluoróforo 
(Esquema 2.2). De esta menera se logra información diferente del evento de 
unión con cada sonda. La ventaja de este enfoque radica en la obtención de 
una diversidad de sondas, sin necesidad de desarrollar protocolos de 
reacción específicos para cada caso, lo que permite la sistematización de la 
metodología. 

Esquema 2.2. Síntesis modular. 
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Para conectar los fragmentos (ligando y fluoróforo) se selecciona una 
reacción que sea compatible con la naturaleza de ambos y sea lo más amplia 
posible. Existen dos grupos de reacciones que suelen utilizarse 
ampliamente para este tipo de sondas: Reacciones que involucran la 
formación de un enlace peptídico, o reacciones de acoplamiento carbono-
carbono. El uso de reacciones de formación de enlaces peptídicos suele 
modificar la estructura electrónica de los fluoróforos, por introducción de un 
grupo amino o amida directamente sobre el anillo aromático de estos.1-3 Por 
otro lado, los espaciadores que se generan suelen ser considerablemente 
largos y un motivo adicional para no usar este tipo de reacción, radica en 
que el oxidrilo de posición 3 de las 3HCs es reactivo y puede reaccionar bajo 
las condiciones de acoplamiento peptídico utilizadas comúnmente. Es por 
estos motivos que se descarta la formación de enlaces peptídicos para 
acoplar directamente los fragmentos de la sonda. 

Existe una amplia variedad de reacciones de acoplamiento carbono-
carbono siendo las más comunes las representadas en la figura 2.1. La 
selección de la reacción utilizada se basa en un balance entre la 
disponibilidad de los reactivos, y la funcionalidad del producto. Por un lado, 
la reacción de Suzuki requiere el uso de ácidos borónicos que suelen ser 
sustratos costos y poco comunes de encontrar en los drogueros. Lo mismo 
ocurre con las reacciones de Stille y Hiyama que usan sustratos basados en 
silicatos y complejo de estaño. Es por este motivo por lo que se descarta su 
uso. Por otro lado, la reacción de Heck es una alternativa viable 
sintéticamente, sin embargo, introduce un doble enlace en la sonda que 
podría reaccionar en el sitio de unión de la proteína. Mientras que, la 
reacción de Sonogashira, que consiste en acoplar un carbono sp terminal 
(alquino) y un sp2 de un halogenuro de arilo (o vinilo), presenta varias 
ventajas. Los sustratos usados son accesibles tanto sintética como 
comercialmente. Además, la inserción de un triple enlace no modifica 
apreciablemente las propiedades de fluorescencia de los fluoróforos y no 
presentan altas reactividades en entornos proteicos. 
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.  

Figura 2.1 Reacciones de acoplamiento carbono-carbono catalizadas por 
paladio más comunes. 

De esta manera, se propone la obtención de los fluoróforos 
halogenados, mientras se buscan ligandos que contengan un grupo alquino 
terminal. Esto está en línea con la sistemática planteada, ya que es 
compatible con la síntesis modular, hay disponibilidad de ligandos 
comerciales con grupos alquino terminal, y en ambas familias de fluoróforos 
se puede introducir un halogenuro de arilo en regiones que no afectan 
significativamente sus propiedades de fluorescencia.  

2.2. Síntesis de Fluoróforos 

2.2.1. Síntesis de BODIPYs 
La química de los pirroles para obtener BODIPYs es una consecuencia 

del extenso estudio en la síntesis de porfirinas, desarrollada durante el siglo 
pasado. Treibs y Kreuzer4, en 1968, fueron los primeros en poner el foco sobre 
estas moléculas fluorescentes. Si bien los autores no diseñaron una síntesis 
específica para su obtención, decidieron estudiar los entonces desconocidos 
BODIPYs que se formaban como complejos estables borados durante la 
acetilación de 2,4-dimetilpirrol en anhídrido acético a reflujo con trifluoruro 
de boro eterato (Figura 2.2).  
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Figura 2.2 Reacción de Treibs y Kreuzer, BODIPYs como subproducto. 

Una de las claves para obtener BODIPYs radica en el grado de 
sustitución del pirrol, puesto que, si la posición 2 y 5 se encuentran libres, la 
condensación se puede dar por ambos sitios, y se obtendrían compuestos 
porfirínicos.5 

Actualmente, la síntesis de BODIPYs meso sustituidos (sustituidos en 
posición 8) conserva la misma lógica mostrada por Treibs y Kreuzer en su 
trabajo original. Esto implica realizar la condensación de dos moles de pirrol 
con moléculas que tengan un grupo acilo, ya sea derivados de ácido como 
los cloruros6 o anhídridos de ácido7 (Figura 2.3.a) o a partir de aldehídos 
(Figura 2.3.b). Posteriormente, el dipirrometeno resultante se compleja con 
trifluoruro de boro para obtener el BODIPY deseado. 

 

Figura 2.3. Esquema sintético de BODIPY a) partiendo de cloruro de ácido. 
b) partiendo de aldehído.  

La ruta más corta y sencilla para la obtención de BODIPYs implica una 
reacción de condensación de un cloruro de ácido con dos equivalentes del 
pirrol. Esto da lugar a un intermediario inestable, el dipirrometeno, que es 
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complejado sin purificar con boro para obtener el BODIPY meso sustituido 
final, con rendimientos que suelen oscilar entre un 20 y 30 %. 

De manera similar, pero añadiendo un paso oxidativo, estas moléculas 
se pueden obtener a partir de aldehídos aromáticos utilizando catálisis 
ácida. La condensación del aldehído con dos equivalentes de pirrol produce 
un dipirrometano, que se oxida (habitualmente con p-chloroanil o DDQ) 
para formar un dipirrometeno. La adición del paso oxidativo introduce 
complicaciones experimentales debido a los subproductos que pueden 
formarse a partir del agente oxidante, por lo que es habitual purificar el 
dipirrometeno antes de realizar el paso final de complejación para obtener 
de un crudo más limpio.8 

2.2.1.1. Síntesis de Br-BDP (1) 

La ruta sintética comienza con la condensación de dos equivalentes 
del 2,4-dimetil-3-etilpirrol con uno del 4-bromobenzaldehido y gotas de 
ácido trifluoroacético (catálisis ácida). Una vez comprobada mediante CCD 
la desaparición del pirrol y la obtención de una nueva mancha rosa, se 
avanza con la etapa oxidativa, en la que habitualmente se usa p-cloroanil 
como agente oxidante. Cuando la mancha rosa desaparece de la CCD, se 
pueden tomar dos caminos: purificar el dipirrometeno intermediario o 
continuar con el paso complejación sin purificar (condición “one-pot”). El 
primer enfoque tiene la ventaja de que se eliminan los subproductos que se 
generan en la etapa oxidativa. El paso de complejación del dipirrometeno se 
realiza con BF3.OEt2 durante toda la noche. El producto es purificado por 
cromatografía flash líquida, y precipitado en éter etílico. El rendimiento es 
de un 25% global, respecto al aldehído. 

 

Figura 2.4. Síntesis del Br-BDP 1 vía condensación de aldehído. 
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Se llevaron a cabo ambos enfoques de síntesis, es decir, con y sin 
purificación del intermediario dipirrometeno. Se observó que la purificación 
del intermediario no mejora los rendimientos, que rondan un 25% global y 
adiciona complicaciones experimentales. Dado que la purificación por 
cromatografía en columna utilizando sílica en fase normal presenta un 
marcado sangrado del dipirrometeno debido a su alta polaridad lo que 
resulta en una baja eficiencia de purificación, y un elevado consumo de 
solvente. Por lo tanto, en las síntesis posteriores se optó por el enfoque “one-
pot”, metodología que está habitualmente reportada en bibliografía.9,10, 11 

 

Figura 2.5. RMN 1H (CDCl3, 500MHz) del Br-BDP 1. 

El espectro de RMN 1H (Figura 2.5) muestra un patrón de 
desplazamientos alifáticos, típico para el cuerpo del BODIPY, de dos 
singletes de seis núcleos correspondientes a los metilos CH3 (H-1/1´) y (H-
4/4´) a desplazamientos de 1,31 y 2,53 ppm, respectivamente. Además, un 
triplete de seis núcleos, a δ 0,98 ppm correspondiente a dos metilos CH3 (H-
3/3´), que acoplan con un cuarteto de cuatro núcleos de dos metilenos CH2 
a δ 2,30 ppm (H-2/2´) con una constante de acoplamiento de 7,6 Hz 
característico de compuestos alifáticos. Finalmente, se observan dos 
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dobletes que integran a dos protones cada uno en la zona de los protones 

aromáticos a d 7,62 y 7,18 ppm correspondientes a los hidrógenos H-5/5´ y 
H-6/6´concordante con un patrón de sustitución en para. 

2.2.1.2. Síntesis de I-BDP (2) 

La otra ruta explorada corresponde a la condensación de dos 
moléculas de pirrol con un cloruro de ácido (Figura 2.6). Esta reacción 
también se lleva a cabo en un esquema “one-pot”, y consta de un paso 
menos que la ruta de la condensación del aldehído, puesto que se parte de 
un reactivo con un estado de oxidación superior y se obtiene directamente 
el dipirrometeno intermediario, que es inestable, y no se aísla. 

 
Figura 2.6. Síntesis del compuesto I-BDP 2. 

La mayoría de los reportes en literatura parten del cloruro de ácido 
comercial. Es por esto por lo que se decide explorar también la síntesis del 
cloruro de ácido, puesto que es menos frecuente encontrar estos derivados 
en los drogueros. 

Se sintetiza el cloruro de ácido correspondiente a partir del ácido 4-
iodobenzoico, gotas de DMF y cloruro de tionilo (SOCl2) usado como solvente 
a reflujo. Alternativamente, se puede seguir el mismo procedimiento, pero 
utilizando como agente clorante al cloruro de oxalilo (C2O2Cl2) en 
diclorometano (DCM) a temperatura ambiente (Figura 2.7). La cloración 
ocurre vía formación del reactivo de Vilsmeier, 4. En el primer caso el exceso 
de cloruro de tionilo se remueve por destilación al vacío, obteniéndose un 
sólido amarillo pálido. En el segundo caso, el cloruro de oxalilo se remueve 
directamente por evaporación del crudo en evaporador rotatorio y se 
obtiene un sólido de las mismas características. El producto en ambos casos 
es lavado con tolueno y filtrado por un embudo (o lecho) de celite. Los 
rendimientos fueron 80% usando cloruro de tionilo y 88% usando cloruro de 
oxalilo. 
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Figura 2.7. Síntesis de cloruro de ácido 4-iodobenzoico (3). 

El cloruro de ácido obtenido por la vía del cloruro de tionilo se hace 
reaccionar directamente con el pirrol, sin purificación adicional. Los 
rendimientos de síntesis del producto I-BDP resultan muy bajos (< 5%), y se 
obtiene dos subproductos adicionales (Figura 2.8, compuestos 5 y 6). Uno de 
los subproductos muestra una fluorescencia similar al producto buscado (5), 
mientras que el otro no es fluorescente (6), aunque se observa una alta 
intensidad bajo la luz UV en la CCD. Los rendimientos para ambos 
subproductos no fueron determinados. 

 

Figura 2.8. Obtención del I-BDP 2 y sus subproductos 5 y 6. 

La ruta de síntesis usando el cloruro de ácido obtenido con cloruro de 
oxalilo es considerablemente más limpia, sin embargo, los rendimientos son 
similares a los obtenidos con el cloruro de ácido obtenido por la vía del SOCl2 
y si se obtienen los mismos subproductos que en la vía anterior.  

Finalmente, al realizar la síntesis del BODIPY usando el cloruro de 
ácido comercial se obtiene 30% de rendimiento, acorde a los rendimientos 
reportados en bibliografía.12 El espectro de RMN 1H (Figura 2.9) muestra el 
mismo patrón de desplazamientos que el Br-BDP, aunque las señales 
aromáticas se acercan entre si (Figura 2.5). 



 

P á g i n a  | 35 
  

 
Figura 2.9. RMN 1H (CDCl3, 500MHz) del I-BDP 2. 

Para determinar la identidad de los subproductos (5 y 6) se los analiza 
por RMN. Para el subproducto fluorescente 5 se espera que su estructura 
molecular contenga un motivo similar al del producto buscado (BODIPY) 
puesto que muestra una fluorescencia similar. En el espectro de RMN 1H 
(Figura 2.10) se observa el mismo patrón de desplazamientos alifático, del 
BODIPY mostrado en las figuras 2.8 y 2.9. Por otro lado, no se observan los 4 
protones aromáticos correspondientes al anillo situado en la posición meso 
del producto I-BDP (2). Mientras que, se observa un singlete en 6,94 ppm 
que integra para un hidrógeno. De esta manera, se propone que el espectro 
de RMN puede ser asignado un BODIPY no sustituido en meso (H-BDP), 
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coincidiendo su espectro y desplazamientos con los reportados en 
bibliografía para esta molécula.13 

 
Figura 2.10. RMN 1H (CDCl3, 500MHz) del compuesto 5. 

En el espectro de RMN 1H del producto 6 (Figura 2.11) se puede 
identificar un patrón de señales en la zona alifática a dos singletes de los 
metilos CH3 H-1 y H-4 a 1,91 ppm y 2,25 ppm, y un metilo acoplado a un 
metileno correspondiente al residuo etilo (CH3 a 1,05 ppm y CH2 en 2,38 ppm). 
Además, se observan dos dobletes en la zona de los protones aromáticos a d 
7,80 y 7,36 ppm correspondientes a los hidrógenos H-5/5´ y H-6/6´con 
patrón de sustitución en para. Estas señales se encuentran en una relación 
de integración 1:1 respectos de los protones alifáticos por lo que se deduce 
que existe una sola unidad pirrólica respecto a una unidad aromática, y no 
dos como se esperaría en un BODIPY. Se propone que el subproducto 6 
obtenido es el producto de la condensación de solo un equivalente de pirrol 
con el derivado de ácido, para dar la cetona correspondiente. Los 
desplazamientos observados coinciden con los reportados en bibliografía y 
existen reportes en los que se determina que este tipo de cetonas pueden 
obtenerse como subproductos de manera basal al utilizar esta ruta de 
síntesis.14 
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Figura 2.11. RMN 1H (CDCl3, 500MHz) del compuesto 6. 

Como resultado del análisis de los espectros, podemos concluir que 
los subproductos son el BODIPY sin sustituir en la posición meso (H-BDP), y 
el intermediario correspondiente a la condensación con un solo equivalente 
de pirrol (Figura 2.12). 

 
Figura 2.12. Síntesis de I-BDP 2 con sus subproductos identificados. 

La presencia del subproducto H-BDP es mencionada en el trabajo de 
Sobral.13 Los autores mencionan que se obtiene un porcentaje pequeño (5%) 
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de este compuesto y que su formación se encuentra asociada al uso de 
diclorometano como solvente. En nuestro caso no fue posible determinar 
un rendimiento cuantitativo de cada subproducto, por lo que se decidió 
repetir la síntesis para determinar si la cantidad obtenida es la basal. Para 
eso, se utilizó el cloruro de ácido sintetizado en el laboratorio (3) y 2,4-
dimetilpirrol, debido a la mayor disponibilidad de este pirrol respecto al 2,4-
dimetil-3-etilpirrol (Figura 2.13). 

Al realizar esta síntesis se observa el mismo comportamiento que con 
I-BDP 2, obteniéndose un rendimiento de 6 % del I-BDP 7, 20 % del 
subproducto fluorescente (H-BDP, 8) y 4 % del subproducto no fluorescente 
(9). Para el caso del H-BDP 8, el rendimiento es 4 veces mayor al 5% que se 
obtiene basalmente según lo reportado por Sobral. De esta manera se 
puede concluir que no es el diclorometano usado como solvente el que 
induce la formación del subproducto H-BDP (5 y 8).  

 
Figura 2.13. Síntesis de I-BDP 7 con sus subproductos identificados. 

Si por otro lado consideramos que, en la síntesis con el cloruro de ácido 
comercial, este comportamiento no se replica, se propone que, en la síntesis 
del cloruro de ácido, se introduce una especie que propicia la obtención de 
los subproductos 5 y 8 por sobre la de los I-BDP 2 y 7. Por otro lado, la 
presencia del intermediario mono sustituido en cantidades comparables 
respecto al producto buscado, nos indica la falta de disponibilidad de pirrol 
en la mezcla de reacción para producir el segundo ataque que da lugar al 
dipirrometeno intermediario. 

Tras una investigación bibliográfica, se encuentra que Warashina y 
colaboradores15 reportan al reactivo de Vilsmeier como un formilador 
regioselectivo para la posición 2 en pirroles (Figura 2.14.b). En el trabajo 
citado, el reactivo se obtiene como un sólido blanco, mezclando DMF con 
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cloruro de oxalilo/tionilo a temperatura ambiente (Figura 2.14, a). Reportes 
similares se encuentran en la literatura clásica asociada a la química de los 
pirroles y porfirinas.5 Estas condiciones son similares a las usadas en la 
síntesis para el cloruro de ácido (Figura 2.7). 

 
Figura 2.14. a) Formación del reactivo de Vilsmeier. B) Formilación 

regioselectiva de pirroles reportada por Sobral. 

Por otro lado, Burgess16 reporta en 2008 la síntesis de BODIPYS no 
sustituidos en la posición meso (similares a H-BDP) a partir de pirroles 
formilados (Figura 2.15), y demuestra que la reacción es catalizada por la 
presencia de reactivos del tipo Vilsmeier dando rendimientos superiores a 
90%. 

 
Figura 2.15. Síntesis de BODIPYS no sustituidos a partir de pirroles 

formilados propuesta por Burgess.16 

De esta manera, se postula que, al realizar la síntesis de cloruro de 
ácido, se genera el reactivo de Vilsmeier que induce la formilación del pirrol 
y subsiguiente formación del H-BDP. Esta hipótesis es confirmada por el 



 

P á g i n a  | 40 
  

hecho de que se forma más H-BDP que lo esperado (observación en 
concordancia con el trabajo de Burgess), y la presencia del intermediario 
monosustituido (6 y 9), refuerza la idea de que el pirrol es consumido por 
una vía alternativa a la del I-BDP (Figura 2.16). 

 
Figura 2.16. Rutas propuestas por las cuales el reactivo pirrólico se 

consume. 

Esto explicaría porque no se encuentran reportes de esta síntesis 
usando el cloruro de ácido precursor obtenido en el laboratorio. Una 
alternativa para explorar prospectivamente consiste en obtener el cloruro 
de ácido con una mayor pureza realizando una destilación al vacío, técnica 
utilizada habitualmente para purificar este tipo de compuestos.17 Esta 
metodología es adecuada para escalas más grandes que las trabajadas en 
esta tesis. 

En conclusión, se pudieron obtener BODIPYS sustitutos en la posición 
meso con ioduros y bromuros de arilo para sustituidos. Se exploraron dos de 
las vías de síntesis clásicas para estos compuestos, y se indagó en el hecho 
de que sintetizar cloruros de ácido en baja escala para llevar a cabo la síntesis 
no resulta efectiva frente al uso del reactivo comercial. 
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2.2.2. Síntesis de 3-hidroxicromonas 

2.2.2.1. Introducción 
La segunda familia de fluoróforos seleccionados son las 3-

hidroxicromonas (3HCs). Estas moléculas pertenecen al grupo de los 
flavonoides, y más específicamente a las flavonas. Esta familia de moléculas 
se encuentra en la naturaleza, predominantemente en el reino vegetal y son 
ampliamente estudiadas por presentar una marcada actividad terapéutica. 
La flavona (2-fenil-4H-chromon-4-ona) es la estructura básica de este grupo 
de moléculas y por la cual lleva su nombre. A nivel estructural son cromonas 
(cromen-4-onas) con un anillo aromático en la posición 2. Por otro lado, los 
flavonoles o 3-hidroxicromonas son flavonas derivatizadas con un grupo 
oxidrilo en el carbono 3. Cabe destacar que el nombre 3-hidroxicromona es 
ampliamente utilizado en literatura, pero la denominación correcta es 3-
hidroxiflavona. Sin embargo, a lo largo de esta tesis se adoptará el nombre 
3-hidroxicromona (3HCs) para referirse a ellas. En la Figura 2.17 se muestra 
además de su estructura básica, la numeración adoptada de los átomos más 
importantes, así como el rotulo que llevada cada uno de los tres anillos. Esta 
información será usada intensivamente en las siguientes secciones.  

 

Figura 2.17. Estructuras de algunos flavanoides  

Estas moléculas muestran dos bandas de emisión de fluorescencia. 
Este fenómeno se explica por la existencia de una reacción de transferencia 
de protón del oxidrilo 3 al carbonilo 4 en estado excitado (ESIPT, capitulo 
1.2.3). Por otro lado, las propiedades de emisión de fluorescencia pueden 
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modularse por modificación estructural. La inserción de grupos dadores de 
electrones en la posición 2 genera moléculas que presentan un marcado 
solvatocromismo mientras que la fuerza del grupo dador se correlaciona con 
la sensibilidad del fluoróforo.18 Cuando los grupos dadores son más fuertes 
se generan moléculas con mayor solvatocromismo. Este comportamiento 
fotofísico vuelve a las 3HCs sustituidas excelentes candidatas para dar lugar 
a sondas fluorescentes sensibles al entorno. (Ver capítulos 1.1.2 y 1.1.5). 

Desde el punto de vista sintético los flavonoles, las flavonas y las 
flavanonas comparten como precursor común a las chalconas. Estas se 
suelen sintetizar a partir de una condensación de Claisen-Schmidt entre una 
hidroxiacetofenona y un aldehído (Figura 2.18). En particular el anillo 
aromático de la acetofenona es lo que representa el anillo A mientras que el 
aldehído el B. Una vez obtenida la chalcona lo que determina que especie 
se forma es el paso de ciclación llevado a cabo. 

 

Figura 2.18. Ruta para obtener las distintas flavonas. Las chalconas se 
muestran como precursor común  

En esta tesis se propone el uso de 3HCs como uno de los fluoróforos 
seleccionados para la síntesis de sondas fluorescentes sensibles al entorno. 
Se sintetizaron 3HCs sustituidas en la posición 4´ con un grupo dador 
dimetilamino por ser el grupo dador más fuerte disponible mientras que se 
eligen dos halogenuros en la posición 7 para testear la reactividad de cada 
uno frente a la reacción de Sonogasahira. 
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2.2.2.2. Rutas sintéticas precursoras 

En la siguiente sección se realizará una descripción de algunas de las 
técnicas y/o métodos de síntesis para flavonas y 3HCs. Se comenzará 
describiendo el método precursor, y luego se hará hincapié en la síntesis de 
Algar-Flynn-Oyamada junto a todas sus variaciones. 

Método de von Kostanecki 

El método de Von Kostanecki (Figura 2.19) fue desarrollado a finales 
del siglo XIX siendo una de las primeras técnicas reportadas para la síntesis 
de flavonas.18 De manera general, esta metodología consta de dos pasos. 
Una condensación de Claisen-Schmidt entre un aldehído y una o-
acetofenona obteniendo una chalcona, que posteriormente es sometida a 
una bromación/deshidirobromación en solución alcohólica básica, dando 
finalmente la flavona. 

 

Figura 2.19. Síntesis de flavona por el método von Kostanecki. 

La lógica de obtener la chalcona intermediaria a partir de una 
condensación es transversal a la mayor parte de las metodologías 
desarrolladas a posteriori. 

Método de Karl von Auwers 

Karl von Auwers sintetizó por primera vez la 3-hidroxiflavona en 1908 
(Figura 2.20).19 Para llevar a cabo esta síntesis, el autor realizó la bromación 
de una aurona, seguido de una deshidrobromación con KOH en solución 
alcohólica, procedimiento similar al de von Kostanecki pero sin partir de una 
chalcona. 

 

Figura 2.20. Síntesis de 3-hidroxiflavona por el método de von Auwers. 
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Notablemente en el transcurso de la reacción se propone la formación 
de una chalcona hidroxilada, que luego se cicla para dar las 3-hidroxyflavona 
(Figura 2.21) 

 

Figura 2.21. Mecanismo propuesto para el método de von Auwers. 

Método de Algar–Flynn–Oyamada 

Una alternativa para obtener las 3-hidroxicromonas es la reacción de 
Algar-Flynn-Oyamada (AFO) reportada en 1934. Esta reacción consta de la 
ciclación oxidativa de una chalcona producida por peróxido de hidrogeno 
en medio básico (Figura 2.22). En la reacción original se utilizaba una 
solución alcohólica de hidróxido de potasio en caliente, metodología común 
a los dos enfoques descriptos previamente. 

 
Figura 2.22. Reacción de Algar-Flynn-Oyamada. 

El mecanismo de esta reacción ha sido discutido a lo largo de los años 
y actualmente no hay un consenso absoluto sobre el mismo (Figura 2.23). Se 
postula que la chalcona se convierte en una flavanona, pero hay dos 
propuestas sobre cuál es el mecanismo de este paso.  

 

Figura 2.23. Mecanismo sin resolver de la reacción AFO. 

Inicialmente, Algar y Flynn20 propusieron la formación de un epóxido 
etilénico que podía tomar dos caminos: Un ataque del oxidrilo en posición 2 
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al carbono alfa para dar una aurona o un ataque al carbono beta para dar la 
flavanona: 

 

Figura 2.24. Mecanismo propuesto inicialmente para la reacción AFO.  

Esta propuesta fue fundamentada a partir de un reporte de Baker y 
Robinson21 en el que previamente sintetizaron un epóxido similar a partir de 
una chalcona no hidroxilada bajo las mismas condiciones de reacción 
(Figura 2.25). Al tratar de reproducir la generación del epóxido intermediario 
a partir de la hidroxichalcona correspondiente, Algar y Flynn no tuvieron 
éxito y por ende su propuesta no tuvo un sustento empírico. 

 

Figura 2.25. Formación del epóxido obtenido por Baker & Robinson 
(Arriba). Intento fallido de Algar y Flynn (Abajo). 

En 1996 Patonay22 logra obtener y detectar el epóxido intermediario, 
utilizando dimetildioxirano como agente oxidante en lugar de las 
condiciones utilizadas en la reacción de AFO (Figura 2.26). En este trabajo se 
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demuestra que puede suceder tanto el ataque en a para dar la aurona como 
en β para dar la flavanona, y que este último está favorecido cuando los 
sustituyentes R1 y R2 en el carbono β, estabilizan la carga parcialmente 
positiva de este (es decir, con grupos dadores). 

 

Figura 2.26. Obtención del epóxido intermediario obtenido por Patonay 
usando condiciones de reacción distintas a las AFO. 

En contrapartida a la propuesta de Algar y Flynn, en 1965 Dean y 
Podimuang23 desestimaron la formación del epóxido intermediario 
fundamentando que, en un medio fuertemente básico, el oxidrilo de la 
chalcona se encuentra desprotonado, y la formación del epóxido se tendría 
que dar por interacción de dos partículas cargadas negativamente como lo 
son la chalcona y el anión hidrogeno peróxido, algo desfavorable 
energéticamente según los autores. El nuevo mecanismo propuesto se basa 
en una ciclación intramolecular concertada para dar el anión flavanona, que 
luego es oxidado por el peróxido de hidrogeno para dar la flavanona (Figura 
2.27). Finalmente, los autores consideran que se puede formar el 
intermediario epóxido en chalconas que presentan sustituyentes como 
metilo o metoxi en el carbono 5, lo que da lugar a auronas. 
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Figura 2.27. Mecanismo de AFO propuesto por Dean y Podimuang. 

La realidad es que ninguna de las dos hipótesis se pudo comprobar 
experimentalmente hasta el momento. Con el aumento del poder de 
cómputo, en los últimos veinte años, se han realizado simulaciones 
computacionales para tratar de clarificar este dilema. Nuevamente, se 
encontraron resultados contrapuestos que apoyan las dos posturas sin 
llegar a un consenso. 24 

Finalmente, Xianyan Shen et al., en 2017,25 prueban sistemáticamente 
diversas condiciones de síntesis para la reacción AFO. A partir de este 
trabajo, se pueden extraer algunas reglas de reactividad para la formación 
de diversas 3HCs: 

• Si hay sustituyentes en el carbono 5 que interaccionen estéricamente 
con el carbonilo (y no necesariamente electrónicamente) hay una 
predominancia a que se obtenga la aurona.  

• La formación de flavanonas es propiciada por grupos dadores de 
electrones en el carbono 4’ del anillo B, y en la posición 7 del anillo A, 
mientras que grupos sustractores en esta última posición aumenta el 
rendimiento de las auronas. 

Independientemente del mecanismo preciso por el cual se da la 
reacción, esta serie de reglas se pueden usar para racionalizar los 
rendimientos de las reacciones AFO.  

Para finalizar es importante destacar que desde el punto de vista 
experimental la reacción AFO suele presentar variaciones en cuanto a los 
rendimientos, que van de bajos a moderados. Una hipótesis es que a 
menudo se forman mezclas de reacción complejas debido a que las 



 

P á g i n a  | 48 
  

flavanonas intermediarias precipitan en solución impactando directamente 
sobre el rendimiento y haciendo que el aislamiento del producto sea 
complejo.26  

2.2.2.3. Protocolos actuales  

Protocolo clásico 

Diversas condiciones experimentales han surgido para la reacción 
AFO. Actualmente la implementación más frecuente es “one pot” como las 
reportadas por Klymchenko,18 en donde la condensación que da lugar a la 
chalcona se realiza en tándem con la etapa oxidativa (Figura 2.28), en la que 
se utiliza H2O2 y metóxido de sodio a reflujo, durante un período corto de 
tiempo (unos pocos minutos). Este enfoque tiene la problemática de que la 
etapa oxidativa puede descontrolarse, generándose así diversos 
subproductos de oxidación y reduciendo la reproductividad de los 
rendimientos. 

Otro enfoque extendido que utiliza la misma lógica, pero aplicando 
condiciones de reacción más suaves, en donde la etapa oxidativa se da a 
temperatura ambiente usando una solución acuosa de hidróxido de sodio y 
H2O2 a temperatura ambiente.27 Esta alternativa es más controlada, aunque 
requiere prolongados tiempos de reacción. 

 
Figura 2.28. Esquema general para la formación de 3HCs usando la 

reacción AFO en su versión “one-pot”. 

Protocolo basado en pirrolidina 

Una alternativa novedosa es la reportada por Wei Xiong et al., en 2020.3 
Los autores desarrollaron una síntesis oxidativa aeróbica “one-pot” a partir 
de 2-hidroxiacetofenona y benzaldehído en presencia de pirrolidina en agua 
bajo condición atmosférica que no requiere ningún reactivo agregado que 
oficie de oxidante (Figura 2.29). 
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Figura 2.29. Síntesis de 3HCs usando pirrolidina. 

Los autores proponen un mecanismo en el que la pirrolidina genera 
un zwiterion fenoxi iminio que luego es oxidado por el oxígeno singulete 
presente en el aire (Figura 2.30). Esto genera una cascada de oxidaciones 
que finaliza con una hidrólisis obteniendo el flavonol correspondiente.  

 
Figura 2.30. Mecanismo propuesto para la síntesis de 3HCs usando 

pirrolidina. 

Protocolo usando catalizadores de transferencia de fase 

Dada la naturaleza heterogénea de la mezcla de reacción, Nhu et al.26 
proponen la utilización de un catalizador de transferencia de fase (Figura 
2.31) como un enfoque alternativo para mejorar la solubilidad del sustrato y 
de los intermediarios. En este caso parten de la chalcona y se solubiliza en 
una mezcla de etanol/dioxano en partes iguales. El medio básico es 
aportado por una solución acuosa al 5% de NaOH (12 equivalentes) y H2O2 
como agente oxidante. El catalizador de transferencia de fase usado es una 
sal de amonio cuaternario, y tiene como objetivo solubilizar los 
intermediarios de reacción insolubles que se forman durante la formación 
de la 3HC. Los rendimientos reportados por el autor aumentan respecto a la 
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técnica convencional, siendo mayores a 50% en general. Los tiempos de 
reacción oscilan entre las 2 y 48 horas. 

 

Figura 2.31. Síntesis de 3HCs usando catalizadores de transferencia de 
fase. 

2.2.2.4. Síntesis de Br-3HC 
La ruta sintética tradicional para obtener Br-3HC, comienza por la 

obtención de la acetofenona 10 mediante un reordenamiento de Fries a 
partir de 3-bromofenol y cloruro de acetilo. El producto de esta reacción es 
sometido a una condensación de Claisen con 4-dimetilaminobenzaldehído 
obteniéndose la chalcona 11 intermediaria, que es usada sin aislar en la 
reacción de AFO para obtener la Br-3HC correspondiente (Figura 2.32). En 
las siguientes secciones se detallará cada una de estas reacciones y las 
variantes exploradas. 

 

Figura 2.32. Síntesis de Br-3HC a partir de 3-bromofenol. 

La reacción de reordenamiento de Fries, consta del reordenamiento 
del grupo acilo de un acetato de fenilo a un anillo aromático para dar 
acetofenonas y es catalizada por ácidos de Brønsted o de Lewis como HF, 
AlCl3, BF3, TiCl4 o SnCl4. Los ácidos se utilizan en exceso estequiométrico, 
especialmente los ácidos de Lewis, ya que forman complejos con reactivos 
y productos. 

Cuando se utiliza AlCl3, como ácido de Lewis, el mecanismo involucra 
la complejación del oxígeno fenólico con el tricloruro de aluminio, lo que 
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permite la formación de un carbocatión acilo (Figura 2.33).28 Este último 
ataca al anillo aromático, tanto en posición orto como en para, dando una 
mezcla de isómeros. 

 

Figura 2.33. Mecanismo de reordenamiento de Fries.  

La proporción de los isómeros puede ser modulada ajustando las 
condiciones experimentales.29, 30 La formación del isómero orto se ve 
favorecida a mayores temperaturas, menores tiempos de reacción y 
solventes no polares.  

Se exploran dos procedidmientos sintéticos para obtener la 
acetofenona 10 a partir de 3-bromofenol. El primer procedimiento consta de 
dos pasos, que son obtener el éster fenólico 13 y luego llevar a cabo el 
reordenamiento de Fries (Figura 2.34). Mientras que el segundo 
procedimiento puede realizarse “one-pot”. Para este caso el éster fenólico se 
genera in situ y se realiza el reordenamiento en un solo paso experimental 
(Figura 2.35). 

En primera instancia se realiza la acilación del oxidrilo fenólico del 3-
bromofenol con anhídrido acético a temperatura ambiente. El éster fenólico 
obtenido es purificado por cromatografía en columna, obteniéndose un 
aceite amarillo pálido en un 80% de rendimiento. El aceite es mezclado con 
AlCl3 a 150 ºC obteniéndose la acetofenona 10 en un 65% de rendimiento. El 
rendimiento global de la reacción es de 52%. 

 

Figura 2.34. Síntesis de la acetofenona 10 de dos pasos. 
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Como alternativa se utiliza un protocolo previamente explorado en el 
grupo de investigación, en donde se realiza el reordenamiento en un solo 
paso (“one pot”).31 Para esto se agita 3-bromofenol con cloruro de etanoilo en 
1,2-dicloroetano a temperatura ambiente por 15 minutos. En esta primera 
instancia, se produce la acilación del oxidrilo fenólico in situ. Luego se 
adiciona AlCl3 que actúa como acido de Lewis y se lleva la mezcla de reacción 
a reflujo (84 ºC) durante toda la noche. El isómero orto se obtiene con un 
rendimiento del 56 % luego de purificar por cromatografía en columna. 

 
Figura 2.35. síntesis de la acetofenona 10 de un paso. 

La elección del 1,2-dicloroetano sobre el diclorometano se encuentra 
relacionada con el hecho que permite mayores temperaturas de reacción, y 
es menos polar, por lo que estas condiciones experimentales aumentan la 
proporción del isómero orto. 

Se observa que, en términos de rendimiento globales, esta reacción 
“one pot” (Rto = 56%) es comparable a la reacción en dos pasos (Rto = 52%) 
pero simplifica la ruta al reducir un paso de síntesis y purificación. 

El espectro de RMN protónico de la acetofenona 10 (Figura 2.36) 
muestra el patrón de acoplamiento esperado para los protones aromáticos 
de esta molécula. La señal ubicada en 7,05 ppm se desdobla como dos 
dobletes (J = 1,9 y 8,5 Hz) con valores típicos de acoplamiento orto y meta en 
anillos aromáticos congruente con los esperados para el H-5. Estas 
constantes de acoplamiento (J = 8,5 Hz) se ven reflejadas en el doblete de 
7,57 ppm asignado al H-6 y el doblete a 7,18 ppm (J = 1,9 Hz) asignado al H-3. 
Por otro lado, los desplazamientos son congruentes con las asignaciones. 
Asimismo, se observa un singlete a 2,61 ppm correspondiente al CH3 de la 
cetona y otro a 12,34 ppm que integra para un solo protón, correspondiente 
al OH del fenol. 
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Figura 2.36. Espectro RMN-1H (CDCl3, 500 MHz) de la acetofenona 10. 

Una vez obtenida la acetofenona 10, se sintetiza la Br-3HC 
correspondiente siguiendo la ruta “one-pot”: En primer lugar, se realiza una 
condensación de Claisen (Figura 2.27, a) en la que se obtiene la chalcona 
intermediaria 11 que es sometida sin aislar a una reacción de AFO (Figura 
2.37.b). 

 

Figura 2.37. Esquema de síntesis de 3-HC en condiciones suaves (abajo) y 
fuertes (arriba). 

Para la síntesis de Br-3HC se exploraron las dos condiciones de 
reacción más reportadas en literatura. Por un lado, una condición agresiva 
que utiliza metóxido de sodio como base, en DMF, para realizar la 
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condensación de Claisen. Esto da como resultado la chalcona intermediaria 
11 que se somete sin purificar a la reacción de AFO con más metóxido de 
sodio y H2O2 a reflujo durante unos minutos. El producto final se obtiene con 
un 20% de rendimiento. Sin embargo, esta condición de síntesis resulta poco 
reproducible ya que si se excede el tiempo de reflujo se generan muchos 
subproductos que disminuyen aún más el rendimiento. 

Por otro lado, una condición más suave, que utiliza hidróxido de sodio 
como base para la condensación y el solvente de reacción es metanol. 
Posteriormente, el paso oxidativo se realiza con una solución acuosa de 
hidróxido de sodio y H2O2 a temperatura ambiente hasta desaparición de los 
reactivos monitoreada por CCD. Los tiempos de este paso son variables y 
van desde 5 hasta 14 horas. El rendimiento obtenido es de 30% y es 
reproducible en repetidos intentos, por lo que se selecciona este método 
para la síntesis de este tipo de compuestos. 

El work-up es similar en ambos casos y consta de neutralizar el crudo 
de reacción llevándolo a pH= 4, en frío. De esta forma, se obtiene un 
precipitado naranja que es filtrado y lavado con agua fría sin requerir un paso 
adicional de purificación. 

 
Figura 2.38. Espectro RMN-1H (CDCl3, x00 MHz) de Br-3HC. 
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El espectro de RMN protónico (Figura 2.38) muestra un patrón de 
sustitución similar al del reactivo acetofenona 10 (señales ubicadas en 7,49; 
7,77 y 8,07 ppm correspondiente a H-6, H-5 e H-8). En este caso la 
herramienta de deconvolución de picos integrada en el software de análisis 
Mestre Nova permite identificar que las señales correspondientes a H-5 y H-
8 son dobletes de dobletes, y la segunda constante de acoplamiento 
J = 0.38 Hz corresponde al acoplamiento de protones aromáticos para. Por 
otro lado, se suman dos señales aromáticas que integran a dos protones 
cada una (7,49 y 8,15 ppm), correspondientes al anillo B. Estas señales tienen 
un patrón de acoplamiento característico de anillos aromáticos para 
sustituidos (dos dobletes con J = 8,7 Hz). Se confirma también la existencia 
de dos metilos equivalentes como un singulete en 3,08 ppm que integra 
para 6 protones, con un desplazamiento congruente con los de un N,N- 
dimetilanilino. 

Como alternativa, se explora la ruta que implementa el uso de 
pirrolidina como base para obtener 3HCs a partir de acetofenonas y 
aldehídos (Figura 2.39). Esta alternativa se presenta como más simple y 
reporta buenos rendimientos comparado con la vía clásica. 

 

Figura 2.39 Síntesis de Br-3HC usando pirrolidina. 

Se mezcla la acetofenona 10 con 4-dimetilamino benzaldehído en 
agua y se adiciona pirrolidina. La reacción se lleva a 50 ºC durante 48 horas. 
Al monitorear la reacción por CCD se observa la formación de la chalcona 11 
sin notar avances en el paso oxidativo para dar el producto buscado. El 
intermediario chalcona es aislado mostrando un 35 % de rendimiento. 

Si bien en bibliografía, los autores reportan que se obtienen 3HCs 
como producto en un 80% de rendimiento, luego de varios intentos donde 
sólo de genera la chalcona, se concluye que, para esta combinación de 
reactivos en particular, la reacción no avanza en el paso oxidativo. 

Al analizar el espectro de RMN 1H (Figura 2.40) se observa que las 
señales en 7,04 (dd), 7,19 (d) y 7,76 (d) que muestran el mismo patrón de 
desdoblamiento que la acetofenona 10, correspondientes a los protones H-
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6, H-8 y H-5 respectivamente. Por otro lado, las señales ubicadas en 6,69 y 
7,57 ppm son las únicas de la zona aromática que corresponden a dos 
protones equivalentes y que muestran igual constante de acoplamiento (J 
= 8,7 Hz) correspondiente al anillo aromático B para sustituido. Finalmente, 
se observan dos señales correspondientes a los protones H-3 y H-2 ubicadas 
en 7,36 y 7,93 ppm que muestran constante de acoplamiento de J = 15 Hz 
congruente a acoplamiento entre protones trans de alquenos.  

 
Figura 2.40. Espectro RMN-1H (CDCl3, 500 MHz) de chalcona 11. 

2.2.2.5. Síntesis de I-3HC 

Se plantea la síntesis de I-3HC dado que los ioduros de arilo muestran 
un mejor desempeño en la reacción de acoplamiento de Sonogashira (ver 
capítulo 2.3.2.2) que los bromuros de arilo. Para llevar a cabo esta síntesis se 
repite la sistemática utilizada para la obtención de Br-3HC. 

En primer lugar, se realiza el reordenamiento de Fries de un solo paso, 
usando 3-iodofenol (Figura 3.40), obteniéndose un 50% de rendimiento para 
el isómero orto (acetofenona 13) y 30 % del para. 
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Figura 2.41. Síntesis de la acetofenona 13 vía reordenamiento de Fries en 
un paso. 

El espectro de RMN protónico de la acetofenona 13 (Figura 3.41) 
muestra un patrón de desplazamientos distinto al de la acetofenona 10.  

 
Figura 2.42. Espectro RMN-1H (CDCl3, 500 MHz) de acetofenona 13. 
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Figura 2.43. Comparación de las señales de RMN-1H entre la acetofenona 

10 (arriba) y la 13 (abajo). 

Las señales correspondientes a los hidrógenos H-6 y H-3 se invierten 
en la acetofenona 13, de tal manera que la primera señal se desplaza a 
campos más altos y la segunda a campos más bajos respecto a las señales 
equivalentes en la acetofenona 10 (Figura 2.43). Los singletes en 2,66 ppm 
correspondiente al CH3 de la cetona y 12,25, correspondiente al OH se 
mantienen igual. 

Al llevar a cabo la síntesis de la I-3HC 15 con la acetofenona 13 y 4-
dimetilamino benzaldehído utilizando la vía clásica “suave” se obtienen 
rendimientos muy bajos (5%) y muchos productos de descomposición. La 
síntesis se prueba en repetidas ocasiones sin éxito. 

 

Figura 2.44 Síntesis de I-3HC.  

El análisis del espectro de RMN protónico (Figura 2.45) es similar al de 
Br-3HC, salvo por la inversión en los protones H-8 y H-5 heredado de la 
acetofenona 13. Las señales a δ 6,81 y 8,16 ppm que integran para dos 
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protones cada uno, corresponden a los protones H-2/2´ y H-3/3´ del anillo 
aromático B de la cromona.  

 
Figura 2.45. Espectro RMN-1H (CDCl3, 500 MHz) de I-3HC. 

Como alternativa a la ruta clásica de síntesis, se propone sintetizar la 
chalcona usando una ruta de la pirrolidina/ácido acético, y luego el paso 
oxidativo se realiza por oxidación con sales de amonio cuaternario como 
catalizadores de fase. (Figura 2.46)  

 
Figura 2.46. Ruta alternativa para la síntesis de I-3HC. 

Se mezcla la acetofenona 13 obtenida previamente con 4-
dimetilaminobenzaldehído y se adiciona una mezcla de pirrolidina/ácido 
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acético en agua a 0 ºC. La reacción se lleva a temperatura ambiente y se 
agita durante 2 horas. Se obtiene la chalcona 14 con un rendimiento del 20 % 
luego de purificar por cromatografía en columna. 

Para obtener la I-3HC se mezcla la chalcona antes obtenida con H2O2 
en una mezcla de dioxano/etanol 1:1 y se adiciona NaOH 5% junto con el 
catalizador de transferencia de fase. La reacción se agita durante 48 horas 
hasta chequear desaparición del reactivo por CCD. Al llevar a cabo el work-
up el producto que inicialmente se veía en la CCD, se descompone 
paulatinamente y solo se obtienen trazas. 

2.3. Síntesis de sondas 

2.3.1. Reacción de Sonogashira: 
La formación de enlaces carbono-carbono llevada a cabo por 

acoplamiento de un carbono sp terminal y un sp2 de un halogenuro de arilo 
(o vinilo) catalizada por paladio, es comúnmente denominado 
“Acoplamiento de Sonogashira” en honor a Kenkichi Sonogashira que, junto 
a colaboradores, estudiaron esta reacción en la década de 1970.32 El reporte 
original usaba sales de cobre(I) como co-catalizador y aminas como base 
(Figura 2.47). 

 

Figura 2.47. Reacción de Sonogashira. 

El uso de sales de cobre(I) como co-catalizador aumenta la efectividad 
de la reacción, pero trae consigo la generación de productos indeseables 
como el homoacoplamiento de los alquinos, e impone condiciones 
experimentales muy controladas como una estricta exclusión de oxígeno en 
la mezcla de reacción. Es por esto que Heck y Cassar exploraron el 
acoplamiento usando condiciones libres de cobre.33, 34 En los reportes de 
estos autores se muestra que los rendimientos son aceptables si se aumenta 
la temperatura de reacción respecto a los acoplamientos que utilizan cobre. 

Este tipo de reacción se sigue optimizando hasta el día de hoy ya que 
existe una dependencia marcada respecto los sustratos usados, y se han 
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desarrollado una amplia variedad de protocolos, variando los ligandos del 
catalizador, la base y el solvente, para optimizar según sea cada caso.35 

El mecanismo de esta reacción aún no está completamente develado, 
siendo el ciclo del cobre el menos estudiado. Actualmente se acepta la idea 
de que ocurre un ciclo típico de formación de enlaces C-C, donde el primer 
paso es una adición oxidativa (AO), seguido de transmetalación (TM) y 
finalmente, una eliminación reductiva (ER) (Figura 2.48, a). El paso de TM no 
ocurre cuando la reacción transcurre en ausencia de cobre. (Figura 2.48, b) 

 

Figura 2.48. Mecanismos propuestos para la reacción de Sonogashira. a) 
Usando cobre como co-catalizador, b) condición libre de cobre. 

El paladio se puede encontrar en dos estados de oxidación: 0 y +2. El 
ciclo comienza con una AO que requiere la existencia de Pd(0). Esta especie 
reducida se puede adicionar directamente (Pd(PPh3)4, Pd2(dba)3, etc) o bien 
se adicionan sales de Pd(II) como PdCl2(PPh3)2 que se reducen in situ en las 
condiciones de reacción. Se considera que este paso es el limitante, y la 
identidad del halógeno en el sustrato tiene un rol clave: Los ioduros son más 
reactivos que los bromuros, y estos que los cloruros.  

En paralelo, ocurre el ciclo del cobre que, si bien aún no se conoce en 
detalle, la hipótesis aceptada es que en un primer paso el alquino es 
desprotonado por la base, que suele ser una amina. Luego la especie 
formada se coordina con el cobre y se produce la TM hacia el paladio. El ciclo 
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principal finaliza con una RE, obteniéndose el producto y recuperando el 
catalizador de paladio (0) para reiniciar el ciclo. 

El mecanismo de la versión libre de cobre es aún menos conocido, 
pero estudios recientes sugieren que el mecanismo es similar al descripto 
antes, siendo el ciclo del cobre llevado a cabo por otra molécula de paladio.36 

En esta sección, se estudiará la implementación de la reacción de 
Sonogashira en la generación de sondas fluorescentes acoplando los 
BODIPYS y 3HC halogenados descriptos en la sección anterior, con ligandos 
específicos de proteínas. Los ligandos deberán estar apropiadamente 
funcionalizados con grupos alquinos, lo que permitirá su acoplamiento con 
los fluoróforos. 

2.3.2. Sondas selectivas para Anhidrasa Carbónica 
humana 2 

El primer sistema proteico seleccionado como modelo es la Anhidrasa 
Carbónica humana 2 (hCAII). Esta proteína se encuentra ampliamente 
caracterizada y se conocen una diversidad de moléculas pequeñas que 
interaccionan con su bolsillo hidrofóbico.37 Es estable y no requiere 
condiciones experimentales complejas para su manipulación. Por otro lado, 
se dispone del plásmido para sintetizarla, y las condiciones de expresión en 
bacterias Escherichia Coli recombinantes son estándar para su producción. 

Las benzosulfonamidas son unas de las familias de ligandos más 
caracterizados para este sistema y para las cuales se conoce mejor el 
mecanismo de interacción con los sitios de unión de diversas hCA. El grupo 
sulfonamida es la función responsable de que se produzca la unión a la 
proteína38, y por ende quien aporta la selectividad de este tipo de ligando. Es 
por este motivo, que se seleccionan como ligandos para la generación de 
sondas específicas de hCAII. 
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Figura 2.49. Interacción de las benzosulfonamidas con los residuos del 

sitio de unión en hCAII. 

Se plantean generar tres ligandos distintos, una amida, un éster y una 
amina (Figura 2.50) como linker para incorporar el grupo alquino al ligando. 
La amina se diferencia por tener un espaciador más largo y con mayor 
libertad conformacional, los que nos permitirá estudiar que ocurre cuando 
el fluoróforo se aleja del bolsillo hidrofóbico. Por otro lado, los ligandos son 
funcionalizados de tal manera de no afectar la zona de la sulfonamida que 
es la región de la molécula que da especificidad por el sistema proteico. 

 

Figura 2.50. Ligandos propuestos para hCAII. 

2.3.2.1. Síntesis de ligandos funcionalizados 

Derivados de ácido 
Para obtener los ligandos que son derivados de ácido (éster y amida) 

se utiliza el enfoque clásico para este tipo de moléculas: Una sustitución 
nucleofílica a un acilo. Esta reacción consiste en dos etapas, en donde en 
primer lugar se produce una adición de un nucleófilo al acilo y 
posteriormente se produce la eliminación del grupo saliente (Figura 2.51, a). 
Para que la reacción sea efectiva, tiene que existir unido al carbono 
carbonílico, un buen grupo saliente. Es por esto que se suelen utilizar 
derivados de ácidos, como los cloruros y anhidridos (Figura 2.51, b), o en otro 
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caso se buscan estrategias de activación del oxidrilo acídico, para 
transformarlo a este en un buen grupo saliente y favorecer la sustitución 
(Figura 2.52.a).39 Las carbodiimidas son los activantes más extensamente 
utilizados para este fin, y la eleccion de un agente u otro depende de las 
condiciones experimentales, puesto que generan ureas como subproductos 
(Figura 2.52.b) y la solubilidad de estas dependen de la carbodiimida que les 
da origen. Por ejemplo: el subproducto generado al utilizaar DCC es 
comunmente insoluble en la mayoria de los solventes y a pesar de poder ser 
filtrados suelen quedar trazas, mientras que las urea proveniente del EDCI 
son muy solubles en agua y se eliminan con un work-up acuoso simple. 

 

Figura 2.51 a) Etapas en la sustitución nucleofílica a acilo para dar 
derivados de ácido. b) Derivados de ácido con buenos grupos salientes. 

 
Figura 2.52 a) Estructura de los agentes activantes EDCI y DCC. b) Vía de 

activación producida por los activantes en la sustitución nucleofílica a 
acilo. Se muestra la urea que se obtiene como subproducto. 
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En este caso la sustitución se realiza con propargil alcohol y propargil 
amina para dar los derivados de ácido, éster y amida respectivamente. Para 
esto, se exploran dos rutas distintas de activación del carboxilo. Por un lado, 
se activó el ácido 4-sulfamoilbenzoico por formación del derivado clorado 
con cloruro de tionilo a reflujo (Figura 2.53, ruta A) y por otro lado usando 
EDCI como agente acoplante (Figura 2.53, ruta B). La diferencia clave es que 
la ruta A requiere dos pasos y condiciones de reacción más agresivas que la 
ruta B que se realiza en un paso único. La ruta A es explorada en la síntesis 
del L-Éster, mientras que la B para ambos derivados, L-Éster y L-Amida. 

Figura 2.53. Obtención de derivados por a) formación de cloruro de ácido, 
B) usando agentes acoplantes típicos de la síntesis de péptidos.

Para sintetizar el cloruro de ácido se parte del ácido 4-
sulfamoilbenzoico que es reflujado en SOCl2 a 100 °C durante toda la noche. 
Se usan gotas de DMF para catalizar la reacción. Luego se realiza una 
destilación al vacío para remover el exceso de cloruro de tionilo y se obtiene 
un sólido amarillo pálido. Para eliminar las trazas de cloruro de tionilo que 
pueden haber quedado, se realizan múltiples destilaciones azeotrópicas en 
rotavap usando tolueno.40 

El producto se utiliza sin purificación adicional en el paso de 
derivatización, que se lleva a cabo disolviendo el cloruro obtenido en 
propargil alcohol. La reacción se agita durante toda la noche, y luego de este 
periodo de tiempo, se realiza una cromatografía flash en columna, usando 



 

P á g i n a  | 66 
  

Ciclohexano/Acetato de etilo en una relación 60:40 respectivamente como 
fase móvil, obteniéndose un 52% de rendimiento del producto buscado. 

El espectro de RMN protónico del ligando L-Éster (Figura 2.54) 
muestra el patrón de acoplamiento para esperado para los protones 
aromáticos de esta molécula. La señal ubicada en 8,15 ppm es un doblete 
(J = 8,11 Hz) que tiene la misma constante de acoplamiento que la señal 
aromática ubicada en 7,98 ppm, asignándose a los protones H-2/2´ y H-1/1´ 
respectivamente. 

 

Figura 2.54. RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) del ligando L-Éster. 

Si bien la multiplicidad de las señales en 5,00 ppm y 3,66 ppm no se 
resuelven claramente en el espectro, con la ayuda de las deconvoluciones 
espectrales que aporta el software de análisis Mestre Nova, se puede 
determinar que la primera es un doblete y la segunda un triplete de 
constante de acoplamiento similar (J = 2,7 Hz). Esto es congruente con un 
acoplamiento entre el protón alquínico terminal H-4, con los hidrógenos del 
metileno CH2 (H-3). 

El acoplamiento usando agentes activantes de ácidos carboxílicos se 
lleva a cabo mezclando en THF el ácido 4-sulfamoilbenzoico, junto con 
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HOBt, y DIPEA. La mezcla es llevada a 0 ºC y se adiciona EDCI. Luego de 15 
minutos se adiciona el propargilo (alcohol o amina según corresponda) y 
mantiene la reacción a temperatura ambiente durante toda la noche. Se 
realiza un work-up acuoso en donde los subproductos del EDCI son 
solubilizados, y el producto buscado precipita. Este es el motivo por el cual 
no se usa DCC, puesto que los subproductos de este precipitan en la misma 
condición que el producto buscado. Se realiza una extracción de la fase 
acuosa con acetato de etilo obteniendo más producto precipitado. Los 
sólidos obtenidos son agitados en éter etílico, y filtrados sin necesidad de 
una purificación posterior. De esta manera obtenemos el producto L-Amida 
y L-Éster en un 70 y 80 % de rendimiento respectivamente.  

El espectro de RMN protónico del ligando L-Amida (Figura 2.55) 
muestra el mismo comportamiento que del ligando L.-Éster con la 
diferencia que ahora la señal correspondiente para los hidrógenos del 
metileno CH2 (H-3) muestra un patrón de desdoblamiento de doble 
dobletes. Las constantes de acoplamiento indican que acopla con la señal 
en 3,15 ppm correspondiente al H-4 alquínico, pero también con la señal el 
9,14 ppm, que corresponde al protón N-H del grupo amida.41  

 
Figura 2.55 RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) del ligando L-Amida. 
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Derivados amino con espaciador largo 
El ligando L-Amina se sintetiza partiendo del reactivo 4-

aminoetilbenzosulfonamida. El enfoque adoptado consiste en tosilar el 
alcohol propargílico para luego llevar a cabo una sustitución nucleofílica con 
el reactivo antes mencionado (Figura 2.56). 

 
Figura 2.56. Ruta de síntesis del ligando L-Amina. 

En primer lugar, se realiza el tosilato, disolviendo cloruro de tosilo en 
THF seco a 0ºC, entonces se adiciona el alcohol propargílico. Luego de unos 
minutos se adiciona hidróxido de potasio y se mantiene la temperatura en 
0ºC durante media hora. La reacción se lleva a temperatura ambiente 
durante tres horas y es finalizada adicionando agua. Se lleva a cabo una 
extracción con éter, y tras purificar por cromatografía líquida en columna, se 
obtiene un 60% de rendimiento del alcohol tosilado. 

El espectro de RMN protónico de la molécula propargil-tosilato 
(Figura 2.57) muestra el patrón de desplazamientos y desdoblamientos 
esperados para los protones aromáticos para sustituidos que indican la 
presencia del grupo tosilo. Por otro lado, también se observa las señales del 
hidrógeno alquínico H-4 y los hidrógenos metilénicos CH2 (H-3) con un 
comportamiento similar al observado en los ligandos L-Éster y L-Amida, 
donde el protón alquínico acopla con el metileno. 
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Figura 2.57 RMN 1H (CDCl3, 500MHz) del compuesto propargil-tosilato. 

El segundo paso de sustitución nucleofílica se realiza mezclando la 4-
aminoetilbenzosulfonamida y el tosilato en acetonitrilo y se adicionan gotas 
de DMF hasta disolución de los reactivos. Luego se adiciona DIPEA y se agita 
durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego del work-up y 
purificación por cromatografía en columna obtenemos el producto con un 
rendimiento del 28 %. 

El espectro de RMN protónico del ligando L-Amina (Figura 2.58) 
muestra el mismo comportamiento que para los ligandos L-Éster y L-Amida 
respecto a los protones aromáticos H-1/1´ y H-2/2´ junto con los protones 
involucrados en el grupo CH2 del propargilo H-5 y H-6. Los protones H-3 y H-
4 se identifican como un multiplete que integra para cuatro protones (2+2) 
en la zona de 2,76-2,80 ppm y muestra un patrón de desdoblamiento 
complejo. 
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Figura 2.58. RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) del ligando L-Amino. 

2.3.2.2. Sondas derivadas de hCAII-BDP 
Una vez obtenidos los ligandos funcionalizados se realiza la reacción 

de Sonogashira para obtener las sondas selectivas de hCAII usando como 
fluoróforos los BODIPYs precursores obtenidos en el capítulo 2.2 (Br-BDP (1) 
y I-BDP (2))  

Partiendo de I-BDP (2) 

Para llevar a cabo este acoplamiento, se toma como referencia los 
protocolos reportados en bibliografía para ioduros de arilo (Figura 2.59.A).35 
En un vial cónico purgado con N2  y sellado se mezcla el I-BDP, el ligando a 
acoplar y PdCl2(PPh3)2. Paralelamente se burbujea N2 en una mezcla de 
trietilamina/ dimetilformamida (TEA/DMF) 1:1. Finalmente se adiciona CuI al 
vial cónico y se traspasa con una jeringa o cánula la mezcla TEA/DMF. La 
reacción se sumerge en un baño a 80 ºC durante dos horas. Se usa este 
protocolo general para las tres sondas sintetizadas a partir del I-BDP. 
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Figura 2.59 A) Condiciones de los acoplamientos de Sonogashira entre I-
BDP y los ligandos de hCAII; B) Sondas derivadas de BODIPYs selectivas 

para hCAII.  

Para la síntesis de la sonda BDP-Amida se usa el protocolo general 
descripto arriba, y como work-up se evapora el crudo de reacción y se lo filtra 
por un lecho de celite. El crudo obtenido es insoluble en los distintos 
solventes orgánicos utilizados, y muy polar por lo que se realiza una primer 
cromatografía flash en fase reversa, usando un gradiente de elución que va 
de Metanol/Agua 1:1 a 90% de metanol. Luego se realizan varias 
cromatografías en capa delgada preparativa con una fase móvil compuesta 
de Diclorometano/Metanol 92:8 para obtener finalmente el producto en un 
35% de rendimiento. 

El espectro de RMN protónico de la sonda BDP-Amida (Figura 2.60) 
muestra el comportamiento esperado para los protones aromáticos H-9/9´ 
y H-8/8´ del ligando L-Amida (8,03 y 7,93 ppm; J = 8,7 Hz) y los 
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correspondientes al bencilo de la posición meso del BODIPY, H-6/6´ y H-5/5´ 
(7,62 y 7,37 ppm; J = 8,5 Hz). La señal diagnóstica para la identificación de la 
sonda es la ubicada en 4,38 ppm asignada al metileno H-7. Esta señal en el 
ligando L-Amida es un doble doblete puesto que acopla con el protón 
alquínico terminal y con el correspondiente a la amida. En este caso, la 
multiplicidad del H-7 es solo un doblete con una constante de acoplamiento 
J = 5,47 Hz congruente con un acoplamiento CH2–NH sin mostrar 
acoplamiento con un protón alquínico terminal dado que el alquino ha 
reaccionado con el anillo aromático del BODIPY. 

 
Figura 2.60. RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) de la sonda BDP-Amida. 

Las señales alifáticas correspondientes a la estructura del BODIPY 
tienen el comportamiento esperado y son similares a las del I-BDP (Figura 
2.9). 

La síntesis del BDP-Éster es similar a la de BDP-Amida, sin embargo, 
la purificación se lleva a cabo realizando múltiples cromatografías en capa 
delgada preparativa sin pasar previamente por una fase reversa. Se obtiene 
un 20% de rendimiento del producto buscado. 

Cabe destacar que los productos obtenidos son considerablemente 
insolubles en la mayoría de los solventes orgánicos, pero también en agua y 
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en las purificaciones se produce una marcada difusión de productos 
fluorescentes tanto en la columna cromatográfica como en la CCD 
preparativa, incluso adicionando ácidos o bases al solvente de corrida.  

El acoplamiento entre el ligando L-Amina y el fluoróforo I-BDP se 
realiza de la misma manera que sus dos análogos descriptos antes, y la 
purificación se realiza mediante cromatografía flash en fase normal usando 
un gradiente de Diclorometano/Metanol de 0 a 10% del solvente más polar 
obteniendo un 13% de rendimiento en el producto deseado. 

Por otro lado, se explora una alternativa de síntesis (Figura 2.61) que 
consiste en acoplar primero el alcohol propargílico al I-BDP dando lugar al 
compuesto BDP-Propargilo 16 y luego realizar la tosilación de este para 
obtener el compuesto BDP-Ts 17. Seguidamente, se realiza la sustitución 
nucleofílica usando el reactivo 4-aminoetilbenzosulfonamida: 

 
Figura 2.61. Ruta alternativa para la síntesis de la sonda BDP-Amina. 

El acople entre el alcohol propargílico y el I-BDP obteniéndose un 95 % 
de rendimiento del producto BDP-Propargilo 16. Posteriormente se lleva a 
cabo la tosilación de este, agitando a 0°C en DCM seco y adicionando a la 
mezcla, cloruro de tosilo, TEA y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) por dos 
horas. Luego de purificar por cromatografía liquida se obtiene el producto 
BDP-Ts 17 en un 35 % de rendimiento 
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Finalmente se realiza la sustitución nucleofílica mezclando la 4-
Aminoetillbenzosulfonamida y el BDP-Ts 17 en acetonitrilo. Se adicionan 
gotas de DMF hasta disolución de los reactivos y luego se adiciona DIPEA. 
La mezcla se agita durante toda la noche a temperatura ambiente dando 
un rendimiento del 60% tras purificación. 

Si se consideran los rendimientos de ambas rutas partiendo del 
propargil alcohol, la ruta alternativa rinde un 21% mientras que la directa un 
2%, lo que representa una notable mejora. Es importante remarcar que el 
rendimiento de la reacción de Sonogashira entre I-BDP y alcohol 
propargílico, es mucho más eficiente (95%) que los acoplamientos realizados 
usando las sulfonamidas funcionalizadas. En gran parte el bajo rendimiento 
de estas reacciones podría asociarse a la alta insolubilidad de la 
benzosulfonamidas, tanto en la mezcla de reacción como a la hora de 
realizar las purificaciones, incluso usando cromatografía en fase reversa.  

 
Figura 2.62. RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) de la sonda BDP-Amina. 

El espectro de RMN protónico de la sonda BDP-Amina (Figura 2.62) 
muestra concordancia en los desplazamientos respecto a los espectros 
aislados de L-Amina y I-BDP. Desde el punto de vista de la multiplicidad, se 
replica el mismo comportamiento que en L-Amida, en donde el metileno 
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(H-7) que se encuentra entre el grupo alquino y el amino (H-7) pasa de ser 
un doblete en el ligando, a un singulete en la sonda. 

Partiendo de Br-BDP 

La mayoría de las referencias bibliográficas para este tipo de 
acoplamientos en BODIPYs están referenciadas al I-BDP, pero existe una 
escasa cantidad de publicaciones con Br-BDP. Luego de realizar varios 
intentos de acoplamientos usando las mismas condiciones que para I-BDP, 
se obtuvieron rendimientos muy bajos, menores a un 5 %. Es por esto por lo 
que se decide explorar la reactividad de esta molécula para poder encontrar 
de manera racional, condiciones de reacción que sean favorables, puesto 
que el protocolo de reacción no es transferible del I-BDP al Br-BDP.  

Para encontrar condiciones de reacción efectivas para la reacción de 
Sonogashira con Br-BDP, se realiza una investigación bibliográfica. 
Habitualmente se suele asociar la reactividad de los halogenuros de arilo, a 
la fuerza de enlace X-Ar de este. Analizando estos valores, es evidente que el 
enlace I-Ar es el más débil (I = 272, Br = 337, Cl = 402 KJ.mol-1). Sin embargo, 
en 2008, Heiden42 realizó estudios cinéticos de la reacción de Sonogashira y 
reveló que la diferencia en la reactividad no se correlaciona estrictamente 
con las variaciones en la fuerza de estos enlaces. 

Por otro lado, Heiden encontró que la reactividad disminuye para 
halogenuros de arilo sustituidos con sustractores de carga en la posición 
para. Cabe mencionar que esta tendencia depende del tipo de halogenuro. 
La reactividad de los ioduros es menos sensible a los efectos electrónicos, 
mientras que los cloruros muestran una variabilidad significativa 
relacionada con el grado de activación. Los bromuros son más propensos a 
comportarse como los ioduros bajo la influencia de sustractores de carga y 
similares a los cloruros en el caso contrario. Este pivoteo de los bromuros se 
encuentra correlacionado con las entropías de activación. Si bien, Heiden y 
otros autores realizan diferentes hipótesis sobre el mecanismo en relación 
con los halogenuros de arilo, no hay un consenso ni pruebas experimentales 
concretas.43, 44 

En lo que respecta al Br-BDP se lo puede considerar un bromuro 
deficiente en electrones  puesto que el grupo BODIPY es un sustractor de 
carga45. Siguiendo la línea de lo encontrado por Heiden, se esperaría una 
elevada reactividad de este sustrato respecto a la reacción de Sonogashira, 
pero la evidencia experimental demuestra lo contrario. 
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Para poder racionalizar este hecho se realizan simulaciones 
computacionales para encontrar cuan desactivada se encuentra la zona del 
bromuro de arilo en el Br-BDP en relación con otros bromuros de arilo que 
se usarán como referencia y así encontrar una correlación con la reactividad. 
Para esto se eligió el enfoque de la teoría del funcional de densidad (DFT) y 
se calculó la superficie de potencial electroestático (ESP) (ver capítulo 3.2.3 
para detalles). El potencial electroestático se encuentra definido como el 
trabajo necesario para mover una carga puntual desde en un punto de 
referencia a otro dentro de un campo electromagnético: 

 
Esta magnitud aislada puede ser visualizada como la densidad 

electrónica en cierto punto. La ESP es una representación tridimensional en 
la que se gráfica el potencial electroestático en torno a la topología 
molecular. Regiones con potenciales positivos (rojo) tienden a interactuar 
favorablemente con nucleófilos, y regiones negativas (azul) con electrófilos. 

Se usan las ESP de tres bromuros de arilo con diferentes grados de 
activación/desactivación como referencia: 4-bromoanisol (4-OMe), 4-
bromonitrobenceno (4-Nitro) y bromobenceno (4-H). Luego se calcula la 
ESP para el Br-BDP para así ubicarla en algún punto entre las moléculas de 
referencia usadas como validación del método. 

La ESP mostrada en la figura 2.63 muestra una densidad de carga en 
la región del bromo que se hace más negativa (azul) a medida que aumenta 
el poder donante de carga de grupos sustituyentes en para, es decir, se hace 
más negativa al ir de 4-Nitro a 4-OME pasando por 4-H.  

Esta observación valida la efectividad del método computacional ya 
que es el comportamiento que se observa experimentalmente. Por otro 
lado, para Br-BDP, se puede identificar que, si bien el esqueleto del BODIPY 
es un grupo sustractor de carga, no es tan eficiente como el grupo nitro, 
puesto que la región del bromuro en el Br-BDP se encuentra ortogonal al 
esqueleto del BODIPY. Esto explicaría en principio la disminuida reactividad 
observada. 
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Figura 2.63. ESP para la serie 4-Nitro, Br-BDP, 4-H y 4-OMe. 

Una alternativa al estudio de la ESP es el análisis de los orbitales 
moleculares de frontera (FMO por sus siglas en inglés, frontier molecular 
orbital). En el reporte de Heiden, se encuentra una correlación entre la 
energía del orbital molecular de mayor energía ocupado (HOMO) y la 
entalpia de activación, lo que se traduce en una mayor reactividad. Al 
analizar las energías de los FMOs (Figura 2.64) se puede determinar que la 
energía del orbital HOMO -3 (-7,29 eV) de Br-BDP (que es el orbital 
predominante en el anillo aromático) cae a energías intermedias entre el 4-
Nitro (-7,51 eV) y 4-H (-7,09 eV). Este resultado refuerza la conclusión 
obtenida al analizar la ESP.  

 

Figura 2.64. Diagrama de FMOs para las moléculas 4-Nitro, Br-BDP y 4-H. 

En conclusión, a partir de las simulaciones computacionales se pudo 
determinar que el Br-BDP muestra una menor deficiencia electrónica que 
lo esperado y por ende la reactividad se distancia de los ioduros de arilo. Es 
por esto por lo que para encontrar condiciones de reacción adecuadas se 
deben adaptar los protocolos y usar procedimientos que favorezcan la 

4-H Br-BDP 4-Nitro 



 

P á g i n a  | 78 
  

reactividad para bromuros de arilo parcialmente desactivados respecto a la 
reacción de Sonogashira. 

Gu muestra que para bromuros de arilo sustituidos con grupos 
carboxilos, existe una marcada dependencia del rendimiento con la 
temperatura y que a partir de 85 ºC la reacción se completa en un 85%.46 Por 
otro lado, encuentra condiciones de reacción para este tipo de bromuros de 
arilo que consta en eliminar el CuI como co-catalizador, y adicionar 
piperidina (10 equivalentes). El autor muestra también que, para los ioduros 
de arilo, la temperatura no afecta tan marcadamente a los rendimientos del 
acoplamiento, en sintonía con el reporte de Heiden. Con el fin de encontrar 
las condiciones de reacción adecuadas para acoplar el Br-BDP, se exploran 
cuatro condiciones de reacción que constan de variar la temperatura, 
catalizador, base y solvente. 

 

Figura 2.65. Acoplamiento entre Br-BDP y distintos ligandos probando 
condiciones de reacción. 

Tabla 2.1. Condiciones de reacción para al acople de Br-BDP y L-
Amida/Amina. Se utiliza un reactor sellado en todos los casos 

Condición Catalizadores Solvente 
Temp. 

(°C) 
Ligando R (%) 

1 
PdCl2(PPh3)2 (8 mol %) CuI 8 

mol % 
TEA 70 L-Amida trazas 

2 
PdCl2(PPh3)2  (8 mol %) CuI 8 

mol % TEA 10 eq 
THF 70 L-Amida 2 

3 Pd(PPh3)4 8 mol % CuI 8 mol % ACN 70 L-Amida 5 

4 PdCl2(PPh3)2 piperidina 10 eq THF 85 L-Amina 25% 
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En la condición 1, se utiliza TEA como solvente, mientras que en la 
condición 2 se usa el mismo catalizador, pero THF como solvente. En la 
condición 3 se lleva a cabo un cambio tanto en el catalizador de paladio 
como en el solvente. Estas tres reacciones se realizaron a 70 ºC. La condición 
4 reproduce condiciones experimentales reportadas por Gu. 

Si bien los rendimientos aumentan hasta el 25%, valor más cercano a 
los acoplamientos con I-BDP, no se reproducen los citados en bibliografía. 
La utilización de sulfonamidas presenta varias complicaciones 
experimentales, previamente mencionadas como una baja solubilidad en 
solventes orgánicos, tanto polares como no polares, y una elevada polaridad. 
Estas características, junto con la pequeña escala de trabajo y la complejidad 
de los crudos obtenidos, afectan el rendimiento final. Durante los pasos de 
purificación, especialmente al realizar cromatografía, el compuesto tiende a 
precipitar, dispersándose a lo largo de todo el camino de elución. 

Como conclusión, se lograron obtener tres sondas específicas para 
hCAII usando BODIPYs como fluoróforo con linkers de diferente longitud y 
funcionalidad. Se exploró la reactividad de la reacción de Sonogashira 
usando I-BDP y se estudió la reactividad del Br-BDP en dicha reacción, 
encontrándose condiciones adecuadas para los acoplamientos a partir de 
ambos fluoróforos. 

2.3.2.3. Sondas derivadas de hCAII-Cromona 

Se sintetizan las sondas específicas de hCAII derivadas de 3HC con los 
ligandos L-Amida y L-Amina. Es importante tener en cuenta que para las 
3HCs no se pueden utilizar temperaturas de reacción mayores a 80 ºC, ya 
que, en medio básico, como el utilizado en la reacción de Sonogashira, el 
fluoróforo tiende a descomponerse. 

Sonda 3HC-Amino 

El acoplamiento entre Br-3HC y L-Amina se realiza usando el protocolo 
de Sonogashira para bromuros explorado en la sección 2.3.2.2 (Figura 2.66). 
En un vial cónico purgado con N2 se disuelve en THF el Br-3HC, L-Amina, 
PdCl2(PPh3)2 y finalmente 10 equivalentes de piperidina. Como las 3HCs son 
poco estables a altas temperaturas, se decide llevar a cabo la reacción a 75°C. 
Luego de dos horas se finaliza la reacción evaporando el solvente. La 
purificación se lleva a cabo haciendo una primera separación en columna 
por cromatografía normal usando DCM/Metanol como solvente de corrida. 
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El producto no se obtiene con gran pureza por lo que se realizan múltiples 
cromatografías en placa preparativa. Se obtiene la sonda 3HC-Amina con un 
rendimiento del 6%. Los bajos rendimiento se pueden atribuir a la limitación 
de la temperatura, que no puede superar los 80ºC debido a la 
descomposición del fluoróforo, y la insolubilidad de la sulfonamida.  

 

Figura 2.66 Síntesis de 3HC-Amina a partir de L-Amina y Br-3HC. 

El espectro de RMN protónico de la sonda 3HC-Amina (Figura 2.67) 
muestra concordancia en los desplazamientos respecto a los espectros 
aislados de L-Amino y Br-3HC (Figura 2.58 y 2.38). Las señales de los protones 
H-5, H8 y H6 correspondientes al esqueleto de la 3HC se pueden resolver 
correctamente y se ubican en los desplazamientos 8,02, 7,79 y 7,41 ppm 
respectivamente. Los protones correspondientes a los metilenos del 
ligando, H-12 y H-13 muestran una forma similar a los que se observan en la 
sonda BDP-Amina (Figura 2.62), mientras que los protones metilénicos H-11 
resultan en un singulete, prueba de que el alquino terminal ha reaccionado. 
Por otro lado, se pueden identificar los protones del grupo sulfonamida en 
7,27 ppm. 
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Figura 2.67 RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) de la sonda 3HC-Amina. 

Sonda 3HC-Amida 

El acoplamiento entre Br-3HC y L-Amida se realiza utilizando el 
protocolo previamente descripto para la síntesis de 3HC-Amina. La 
purificación se lleva a cabo sin un work-up previo, haciendo una primera 
separación en columna por cromatografía normal usando 
Diclorometano/Metanol como solvente de corrida. Posteriormente se realiza 
una segunda purificación en columna flash de fase reversa usando 
Metanol/Agua como solvente de corrida. Para obtener el producto con 
mayor grado de pureza se realizan varias purificaciones utilizando 
cromatografía en placa preparativa. Se obtiene el producto con 
rendimientos estimados menores al 5% de rendimiento. 
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Figura 2.68 Síntesis de 3HC-Amida a partir de L-Amida y Br-3HC. 

El espectro de RMN protónico de la sonda 3HC-Amida (Figura 2.69) 
muestra un patrón de señales similares al de la sonda 3HC-Amina. En este 
caso las señales aromáticas H-13/13´ del fragmento benzosulfonamida en 
8,05 ppm se solapan con el protón H-5 del esqueleto de la 3HC. El resto de 
las señales se identifican y son coherentes en desplazamiento y en 
acoplamiento. La señal del hidrogeno H-11 acopla con el NH del grupo amida 
como ocurre en la sonda BDP-Amida y el ligando L-Amida. En la zona de 
7,6 ppm se identifican las señales características del catalizador 
Pd2Cl2(PPh3)2 como impureza. 

 
Figura 2.69 RMN 1H (DMSO-d6, 500MHz) de la sonda 3HC-Amida. 
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2.3.3. Sonda selectiva para proteínas de unión a 
ácidos grasos (FABP) 

Otro sistema propuesto a estudiar es la proteína de unión a ácidos 
grasos (FABPs, por sus siglas en inglés). Estas proteínas desempeñan un 
papel crucial en la coordinación de las respuestas lipídicas dentro de las 
células y su función se encuentra estrechamente relacionada con diversas 
vías metabólicas e inflamatorias. De los nueve tipos de FABPs presentes en 
esta familia en esta tesis se utilizará como blanco la FABP2 (o intestinal).47  

Los ligandos más estudiados para las FABPs son los ácidos grasos de 
cadena larga. Para este caso se utilizará uno de 5 carbonos, que presenta un 
alquino terminal y fue adquirido comercialmente (Figura 2.70). 

2.3.3.1. Sonda BDP-Ac 

El acoplamiento entre Br-BDP y el ligando de FABP-2 se realiza 
usando el protocolo de Sonogashira para bromuros previamente explorado 
(Figura 2.70). En un vial cónico purgado con N2 se disuelve en THF el Br-BDP, 
ácido 5-hexinoico, PdCl2(PPh3)2 y finalmente 10 equivalentes de piperidina. 
La reacción se sumerge en un baño a 85ºC durante tres horas. Luego de este 
periodo de tiempo se evapora el crudo, y se lo disuelve en DCM. 
Posteriormente se acidifica la solución con HCl 15% V/V y se realizan 
extracciones con DCM. La purificación se realiza por cromatografía liquida 
en columna flash utilizando un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y 
un 1% de ácido acético para obtener el producto en un 40% de rendimiento 
del producto puro. 

 
Figura 2.70. Síntesis de BDP-Ácido a partir de Br-BDP y ácido 5-hexinoico. 
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El espectro de RMN protónico de la sonda BDP-Ácido (Figura 2.71) 
muestra el comportamiento esperado tanto para los fragmentos del BDP 
como para los del ácido 5-hexinoico. Las señales metilénicas 
correspondientes a H-7, H-8 y H-9 coinciden con los reportados en 
bibliografía para el ligando libre,48 y en el espectro medido se encuentra una 
correlación lógica con la multiplicidad de señales, puesto que H-7 y H-9 se 
muestran como tripletes con J = 7,1 Hz y 7,0 Hz respectivamente, congruente 
con las constantes de acoplamiento de la señal asignada a H-8 en 1,98 ppm 
correspondiente a un doble triplete superpuesto. 

 
Figura 2.71 RMN 1H (CDCl3, 500MHz) de la sonda BDP-Ácido. 

2.3.4. Sonda derivada de morfolina 
En el marco de una colaboración se sintetiza una última sonda 

derivada de BODIPY que consiste en el acoplamiento entre el I-BDP (2) y el 
ligando N-propargilmorfolina para dar lugar a la sonda BDP-Morfolina 
(Figura 2.72). Las sondas derivadas de morfolina se utilizan habitualmente 
para realizar mediciones en liposomas.49 

Para obtener la sonda BDP-Morfolina se utiliza el protocolo general 
descripto en la sección 2.3.1 y se usa como reactivos I-BDP y propargil 
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morfolina comercial. Luego de tres horas de reacción y de comprobar 
desaparición del alquino por CCD se evapora el crudo de reacción y se lo 
filtra por un lecho de celite. La purificación se realiza por cromatografía flash 
en columna usando como fase fija sílica normal y como fase móvil se utiliza 
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo que comienza en 0 y llega 
hasta 60% del solvente más polar. El producto se obtiene con un 
rendimiento del 29%. 

Figura 2.72 Síntesis de la sonda BDP-Morfolina a partir de I-BDP y 
propargil morfolina. 

El espectro de RMN protónico de la sonda BDP-Morfolina (Figura 2.73) 
muestra las señales alifáticas para el fragmento BODIPY sin modificaciones 
sustanciales, y similares a las del resto de las sondas analizadas previamente. 
Por otro lado, se identificas los metilenos correspondientes a la morfolina H-
8/8´ y H-9/9´ en desplazamientos de 2,71 y 3,81 ppm respectivamente. Estos 
desplazamientos son coherentes con los reportados en bibliografía para 
este tipo de molécula.48, 50 La multiplicidad de estas señales es determinada 
a partir de la herramienta de deconvolución de picos implementada en el 
software Mestre Nova, observándose dos tripletes con J = 4,82 Hz. 
Finalmente se identifica el metileno (H-7) como un singulete con un 
desplazamiento en 3,57 ppm comparable con los desplazamientos del 
mismo metileno en las sondas BDP-Amina (3,63 ppm) y 3HC-Amina 
(3,66 ppm). 
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Figura 2.73 RMN 1H (CDCl3, 500MHz) de la sonda BDP-Morfolina. 

2.4. Conclusiones 
En este capítulo se presentaron las síntesis de distintas sondas 

fluorescentes sensibles al entorno derivadas de 3-hidroxicromonas y 
BODIPYs.. Se emplearon métodos tradicionales y actuales para su síntesis. 
En el caso de los BODIPYs, se utilizaron aldehídos y derivados de ácido como 
precursores, evaluando el uso de cloruros de ácido tanto comerciales como 
sintetizados en el laboratorio. Se observó que los cloruros de ácido 
sintetizados en el laboratorio introducen impurezas que reducen la 
eficiencia de la reacción. Para el fluoróforo Br-3HC, la adopción de rutas 
modernas, como el uso de piperidina o catalizadores de transferencia de 
fase, no mejoró los rendimientos. 

Se investigó la reacción de acoplamiento de Sonogashira para la 
síntesis de las sondas fluorescentes, utilizando ioduros y bromuros de arilo 
acoplados a los fluoróforos, analizando su reactividad y optimización. Se 
obtuvieron 7 sondas fluorescentes: 5 específicas para la proteína hCAII, 1 para 
FABP2 y una última derivada de morfolina para estudiar sistemas similares 
a liposomas. 
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En la síntesis de sondas específicas para hCAII, los rendimientos fueron 
menores a lo esperado debido a problemas de solubilidad de los ligandos 
derivados de sulfonamidas, lo que afectó negativamente los resultados de la 
reacción de Sonogashira. 

2.5. Detalles Experimentales 
Los solventes utilizados, tanto para las reacciones como para la 

purificación, fueron destilados. En el caso del DCM seco, el proceso de 
secado se llevó a cabo agitando el solvente con hidruro de calcio CaH₂ 
seguido de destilación. Por otro lado, para el THF, se empleó la misma 
metodología, pero el secado se realiza utilizando sodio metálico. 

Todos los compuestos fueron purificados por cromatografía en 
columna empleando silicagel Merck® (Kieselgel 60, 63–200 μm) y/o 
cromatografía preparativa usando Merck® PF254. El seguimiento de las 
reacciones se realizó con placas de silicagel Merck® precubiertas F-254 para 
CCD.  

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante 
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), y los compuestos finales fueron 
adicionalmente caracterizados mediante Espectrometría de Masa de Alta 
Resolución. 

2.5.1. Síntesis de BODIPYs 

2.5.1.1. Br-BDP (1) 

En un balón, se mezcla el 2,4-dimetil-3-etilpirrol (4,65 mmol, 0,573 g) 
con el 4-bromobenzaldehído (1,62 mmol, 300 mg) y se disuelve en DCM seco 
y atmósfera de N2. Luego de 2 horas de reacción, se confirma que los 
productos reaccionaron mediante la aparición de una mancha poco polar 
roja en la CCD. Una vez confirmado esto, se adiciona p-cloroanil (1,62 mmol, 
397 mg) y se deja reaccionar. Luego se adiciona TEA (13 mmol, 1,3g) y BF3OEt2 
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(13 mmol, 1,8 g) y se agita toda la noche. El balón se torna verde y se observa 
la aparición de fluorescencia. A continuación, se adiciona H2O y se extrae con 
DCM. Posteriormente se lava la fase orgánica con NaCl (s.s.), H2O, se seca con 
Na2SO4, filtra y evapora al vacío. 

La purificación se lleva a cabo por cromatografía Flash líquida usando 
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo 100:0 hasta 80:20 y se obtiene 
el producto impuro, que se precipita disolviéndolo en una mínima cantidad 
de DCM y adicionando éter etílico obteniéndose agujas rojas/oscuras en un 
25% de rendimiento. 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 7,63 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-6/6´), 7,18 (d, J = 8,3 
Hz, 2H, H-5/5´), 2,53 (s, 6H, H-4/4´), 2,31 (c, J = 7,6 Hz, 4H, H-2/2´), 1,31 (s, 6H, H-
1/1´), 0,98 (t, J = 7,6 Hz, 6H, H-3/3´), 

2.5.1.2. I-BDP (2) 

Obtención de cloruro de acido 

Vía cloruro de tionilo 

Se mezcla ácido 4-iodobenzoico (495 mg 2 mmol) con gotas de DMF 
y cloruro de tionilo recién destilado (5 ml, 78 mmol). La mezcla se lleva a 
reflujo durante toda la noche. Posteriormente, se realiza una destilación al 
vacío para quitar el exceso de cloruro de tionilo del crudo. Finalmente se 
realizan tres evaporaciones azeotropicas usando tolueno como co-solvente 
en rotavap obteniéndose un aceite amarillo que es filtrado por celite en 
Ciclohexano/Acetato de etilo 1:1. El aceite obtenido es enfriado solidificando 
como un sólido amarillo pálido (80%). 

Vía cloruro de oxalilo 

En un balón de dos bocas previamente secado en estufa de vacío y 
purgado con presión positiva de N2, se mezclan ácido 4-iodobenzoico (506 
mg 2,02 mmol) con gotas de DMF y DCM (10 ml). La emulsión blanca 
obtenida se lleva a 0ºC y se adiciona cloruro de oxalilo (0,3 ml 4 mmol) 
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cuidadosamente con una corriente de N2. La mezcla se lleva a temperatura 
ambiente y se agita por cuatro horas. Luego se evapora el solvente en 
rotavap y se realizan tres lavados con tolueno. Se obtiene un sólido amarillo 
pálido en un 88% de rendimiento. 

Síntesis de I-BDP (2) 

 
En un balón de dos bocas conectado a una línea de Shlenk con presión 

positiva de N2 se adicionan 2,4-dimetil-3-etilpirrol (4,65 mmol, 0,573 g), 
cloruro de 4-iodobenzoilo (1,86 mmol, 0,5 g) y DCM (250 mL). La mezcla se 
deja agitando durante tres días. Luego, se adiciona BF3OEt2 (15,8 mmol, 2,1 
g), TEA (12 mmol, 1,2 g) y se deja agitando durante toda la noche. La solución 
se torna verde. A continuación, se adiciona H2O y se extrae con DCM. 
Finalmente, se lava la fase orgánica con NaCl (s.s.), H2O, se seca en Na2SO4, 
filtra y evapora al vacío.  

La purificación se lleva a cabo por cromatografía Flash liquida usando 
un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo 100:0 hasta 80:20 y se obtiene 
el producto impuro, que se precipita disolviéndolo en una mínima cantidad 
de DCM y adicionando éter etílico obteniéndose agujas rojas/oscuras en un 
30% de rendimiento. 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 7,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6/6´), 7,04 (d, J = 
8,0 Hz, 1H, H-5/5´), 2,52 (s, 3H, H-4/4´), 2,30 (q, J = 7,6 Hz, 2H, H-2/2´), 1,31 (s, 
3H, H-1/1´), 0,98 (td, J = 7,6, 0,7 Hz, 1H, H-3/3´), 

13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 154,19 (BDP),138,56 (BDP), 138,29 (Ar), 
138,21(6/6´), 135,42 (BDP), 133,07 (BDP), 130,52 (BDP), 130,32 (5/5´),94.55 (Ar), 
17,12 (2/2´), 14,68 (3/3´), 12,60 (4/4´), 12,03 (1/1´) 

Caracterización de subproductos 5 y 6 
H-BDP (5): 
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RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 6,94 (s, 1H, H-5), 2,49 (s, 6H, H-4/4´), 2,38 (q, 
J = 7,6 Hz, 4H, H-3/3´), 2,16 (s, 6H, H-1/1´), 1,06 (t, J = 7,6 Hz, 6H, H-2/2´) 

Subproducto monosustituído 6:  

 

RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-6/6´), 7,36 (d, J = 
8,4 Hz, 2H, H-5/5´), 2,38 (q, J = 7,5 Hz, 4H, H-2 ), 2,25 (s, 3H, H-4), 1,91 (s, 3H, H-
1), 1,05 (t, J = 7,6 Hz, 3H, H-3), 

Determinación cuantitativa de I-BDP (7) y subproductos 8 y 9 

 
Se repite el protocolo utilizado en la síntesis del I-BDP 2 pero partiendo 

de 2,4-dimetilpirrol (2,1 mmol, 217 μL), cloruro de 4-iodobenzoilo (1,05 mmol, 
280 mg), BF3OEt2 (7 mmol, 1,1 ml) y TEA (6,1 mmol, 1,68 ml) 

Caracterización de H-BDP 8 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7,04 (s, 1H, H-4), 6,04 (s, 2H, H-2/2´), 2,53 (s, 

6H, H-3/3´), 2,25 (s, 6H, H-1/1´). 
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2.5.2. Síntesis de 3HCs 

2.5.2.1. Síntesis de Br-3HC 

Acetofenona 10  
Vía reordenamiento de Fries en dos pasos 

 
En un balón seco y purgado bajo una corriente de N2 se mezcla 3-

bromofenol (5,7 mmoles, 986 mg) y anhídrido acético (17,32 mmoles, 1,76 g). 
Luego se adicionan algunas gotas de ácido sulfúrico y se agita a 
temperatura ambiente durante dos horas. El crudo de reacción es volcado 
en HCl 2% frío y se realizan tres extracciones con DCM. Posteriormente se 
seca la fase orgánica con Na2SO4, se filtra y se evapora en rotavap. Se adiciona 
tolueno para realizar la extracción completa del remanente de ácido acético 
formado. Se obtiene un aceite pálido que es utilizado sin purificar (80% de 
rendimiento) en el siguiente paso de reacción. 



 

P á g i n a  | 92 
  

El aceite obtenido previamente es llevado a 150ºC en un balón bajo 
atmosfera inerte y se adicionan lentamente en porciones 2 equivalentes de 
AlCl3 (4,56 mmoles, 606 mg). Luego de tres horas se vuelca el crudo de 
reacción lentamente en HCl 2N en frío y se realizan tres extracciones con 
diclorometano. Posteriormente se seca la fase orgánica con Na2SO4, se filtra 
y evapora en rotavap. La purificación se realiza mediante columna flash de 
sílica con Ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. El rendimiento obtenido es de 
65% y el rendimiento global es del 52% 

Vía reordenamiento de Fries en un paso 

 
En un balón seco y purgado bajo una corriente de N2 se mezclan 3-

bromofenol (4,6 mmoles, 989 mg) y cloruro de acetilo (11,5 mmol, 902 mg) 
en 25 ml de 1,2 dicloroetano seco. La mezcla se agita durante 15 minutos. 
Luego se adiciona AlCl3 (13,8 mmoles, 1,8 g) y la mezcla se lleva a reflujo (84ºC) 
durante toda la noche. Se vuelca el crudo de reacción lentamente en HCl 2N 
en frío y se realizan tres extracciones con diclorometano. Posteriormente se 
seca la fase orgánica con Na2SO4, se filtra y evapora en rotavap. La 
purificación se realiza mediante columna flash de sílica con 
ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. Se obtuvieron 544 mg (2,53 mmol) del 
compuesto 10. El rendimiento es de 56% para el isómero orto y 27% para el 
isomero para. 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 12,34 (s, 1H, OH), 7,58 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-6 ), 7,19 
(d, J = 1,9 Hz, 1H, H-3), 7,06 – 7,03 (dd, J = 1,9 y 8,5 Hz, 1H, H-5), 2,61 (s, 3H, CH3). 
EMAR. C8H7O2Br. Calculado[M+H]+ : 213,3621. encontrado: 213,3628 

Br-3HC (12) 

Vía clásica (suave) 

 



 

P á g i n a  | 93 
  

En un balón con 15 ml de metanol, se mezclan la acetofenona X (1,86 
mmol, 400 mg), hidróxido de sodio (18,6 mmol, 744 mg) y 4-dimetilamino 
benzaldehído (1,86 mmol, 277 mg). La mezcla se lleva a reflujo (65ºC) durante 
toda la noche. La solución pasa de un color amarillo traslucido a la formación 
de un precipitado poco soluble naranja correspondiente a la chalcona. Se 
lleva el crudo de reacción a temperatura ambiente y se adiciona 15 ml de 
una solución acuosa de NaOH 2N, y 2 ml de H2O2 30%. Luego de 2 horas de 
agitación se observa por CCD la desaparición de la chalcona y la aparición 
de un producto fluorescente. 

El crudo de reacción es volcado en agua con hielo y se acidifica con 
HCl hasta un pH de entre 4 y 5. Se filtra el precipitado naranja y se lava con 
agua. El producto no requiere otro paso de purificación y se obtiene en un 
30% de rendimiento (0,56 mmol, 200 mg). 
RMN 1H (CDCl3, 600 MHz,) δ 8,17 – 8,14 (d, J = 9,3 Hz, 2H, H-3/3´), 8,08 (dd, J = 
8,7, 0,4 Hz, 1H, H-5), 7,77 (dd, J = 1,7, 0,4 Hz, 1H, H-8), 7,50 (dd, J = 8,7, 1,7 Hz, 1H, 
H-6), 6,80 – 6,79 (d, J = 9,3, 2H, H-2/2´), 3,08 (s, 6H, CH3). 
RMN 13C (CDCl3, 151 MHz) δ 172,05, 155,23, 151,67, 146,97, 137,20, 129,39, 128,01, 
127,23, 126,76, 121,24, 120,00, 117,90, 111,70, 40,20. 

Vía pirrolidina 

 
Se disuelven la acetofenona 10 (0,215 mmol, 46 mg) y 4-dimetilamino 

benzaldehído (0,215 mmol, 32 mg) en la mínima cantidad posible de 
metanol. La mezcla se añade en un balón que contiene pirrolidina (2,15 
mmol, 152 mg) y 15 ml de agua. La reacción se agita a 50 ºC toda la noche. Se 
observa la formación de chalcona intermediaria pero no del producto 
buscado. El crudo es volcado en agua, y neutralizado con HCl para obtener 
un sólido naranja en un 35% de rendimiento correspondiente a la chalcona 
11 (0,075 mmol, 26 mmol). 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 13,39 (s, 1H, OH), 7,93 (d, J = 15,1 Hz, 1H, H-2), 7,76 (d, 
J = 8,7 Hz, 1H, H-5), 7,57 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3´/3´´), 7,36 (d, J = 15,1 Hz, 1H, H-
3), 7,19 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-8), 7,05 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz, 1H, H-6), 6,69 (d, J = 8,8 
Hz, 2H, H-2´/2´´), 3,07 (s, 6H, CH3) 
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2.5.2.2. Síntesis de I-3HC 

Acetofenona (13) 

 
En un balón seco y purgado bajo una corriente de N2 se mezclan 3-

iodofenol (2,27 mmoles, 500 mg) y cloruro de acilo (5,67 mmol, 445 mg) en 
25 ml de 1,2 dicloroetano seco. La mezcla se agita durante 15 minutos. Luego 
se adiciona AlCl3 (5,67 mmoles, 7,54 mg) y la mezcla se lleva a reflujo (84ºC) 
durante toda la noche. Se vuelca el crudo de reacción lentamente en HCl 2N 
en frío y se realizan tres extracciones con diclorometano. Posteriormente se 
seca la fase orgánica con Na2SO4, se filtra y evapora en rotavap. La 
purificación se realiza mediante columna flash de sílica con 
ciclohexano/Acetato de etilo 98:2. Se obtiene la acetofenona 13 en un 50% de 
rendimiento (1,13 mmol, 297 mg). 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 12,25 (s, 1H, OH), 7,42 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-3), 7,41-
7,39 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6), 7,26 (dd, J = 8,4 y 1,6 Hz, 1H, H-5), 2,60 (s, 3H, CH3). 

I-3HC (15) 

 
En un balón con 15 ml de metanol, se mezclan la acetofenona 13 (0,76 

mmol, 200 mg), hidróxido de sodio (7,6 mmol, 304 mg) y 4-dimetilamino 
benzaldehído (0,76 mmol, 114 mg). La mezcla se lleva a reflujo (65ºC) durante 
toda la noche. La solución pasa de un color amarillo traslucido a la formación 
de un precipitado poco soluble naranja correspondiente a la chalcona 
intermediaria. Se lleva el crudo de reacción a temperatura ambiente y se 
adiciona 7 ml de una solución acuosa de NaOH 2N, y 1 ml de H2O2 30%. Luego 
de 2 horas de agitación se observa por CCD la desaparición de la chalcona y 
la aparición de un producto fluorescente. 

El crudo de reacción se vuelca en agua con hielo y se acidifica con HCl 
hasta un pH de entre 4 y 5. Se filtra el precipitado naranja y se lava con agua. 
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El producto no requiere otro paso de purificación y se obtiene en un 5% de 
rendimiento (0,03 mmol, 13 mg). 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 8,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3/3´), 8,00 (d, J = 1,5 Hz, 
1H, H-8), 7,92 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5), 7,70 (dd, J = 8,3, 1,4 Hz, 1H, H-6), 6,81 (d, J 
= 8,8 Hz, 2H, H-2/2´), 3,08 (s, 6H, CH3). 

2.5.3. Síntesis de ligandos selectivos para hCAII 

2.5.3.1. L-Amina  

 
Paso 1: Tosilación 

En un balón se disuelve cloruro de tosilo (4,1g, 21,3 mmol) en 11 ml de 
THF seco a 0ºC y se adiciona alcohol propargilico (1 g, 17,8 mmol). Luego de 
unos minutos se adicionan hidróxido de potasio (4,6 g, 88 mmol) y se 
mantiene la temperatura en 0ºC durante media hora. La reacción se lleva a 
temperatura ambiente durante tres horas y se finaliza adicionando 10 ml de 
agua. Se llevan a cabo tres extracciones con éter etilico, y tras purificar por 
cromatografía líquida en columna con un gradiente de Ciclohexano/Acetato 
de etilo 85/75 a 70/30, se obtiene un 60% de rendimiento del producto 
buscado (16). 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-1/1´), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 
H-2/2´), 4,69 (d, J = 2,5 Hz, 2H, H-3), 2,47 (t, J = 2,5 Hz, 1H, H-4), 2,45 (s, 3H, CH3), 

Paso 2: Sustitución 
En un balón secado en estufa y purgado bajo una corriente de N2 se 

mezclan 4-aminoetilbenzosulfonamida (493 mg, 2,38 mmol) y propargil-
tosilato  (508 mg, 2,38 mmol) en 12 ml de acetonitrilo. Se adicionan gotas de 
DMF hasta disolución de los reactivos. A continuación, se adiciona 1 ml de 
DIPEA y se agita durante toda la noche a temperatura ambiente. 
Finalmente, se evapora el crudo de reacción y se purifica por cromatografía 
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líquida en columna utilizando DCM/Metanol al 5% del último obteniéndose 
un aceite traslucido que cristaliza rindiendo el producto L-Amina en un 28. 
RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 7,73-7,72 (d, J = 8,6, 2H, H-1/1´), 7,40 – 7,39 (d, J 
= 8,5 Hz , 2H, H-2/2´), 7,27 (s, 2H, SO2-NH2), 3,33 (s, 1H, NH), 3,32 (d, J = 2,5 Hz, 
2H, H-5), 3,04 (t, J = 2.5 Hz, 1H, H-6), 2,80 – 2,76 (m, 4H, H-3 y H-4). 
RMN 13C (126 MHz, DMSO-d6) δ 144,82, 141,77, 129,05, 125,58, 82,99, 73,58, 49,09, 
37,21, 35,12. 
EMAR. C11H14N2O2S. Calculado[M-H]- : 237,0700, encontrado: 237,0698 

2.5.3.2. L-Amida 

 
Se disuelve ácido 4-sulfamoilbenzoico (500 mg, 2,48 mmol) en 30 ml 

de THF. Posteriormente se adiciona HOBt (201 mg, 1,5 mmol) y DIPEA (415 μl, 
16 mmol) y la mezcla se lleva a 0 ºC. A continuación, se adiciona EDCI (521 mg, 
3,36 mmol). Luego de 15 minutos, se adiciona  propargil amina (238 μL, 3,75 
mmol), se lleva a temperatura ambiente y se reacciona durante toda la 
noche. Se evapora el crudo de reacción y se suspende en 30 ml de agua 
obteniéndose un precipitado, que se filtra y corresponde al producto. La fase 
acuosa obtenida en el filtrado se extrae con acetato de etilo obteniéndose 
más producto precipitado. Los sólidos obtenidos son agitados en éter etílico, 
filtrados y lavados con agua fría sin necesidad de una purificación posterior. 
El rendimiento luego de secar en estufa es de 70%. 
RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 9,13 (t, J = 5,5 Hz, 1H, NH), 8,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 
H-2/2´), 7,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-1/1´), 7,49 (s, 2H, SO2-NH2), 4,08 (dd, J = 5,5, 
2,6 Hz, 2H, H-3), 3,15 (t, J = 2,5 Hz, 1H, H-4). 
RMN 13C (126 MHz, DMSO-d6) δ 165,12, 146,63, 136,83, 128,14, 125,87, 81,16, 73,30, 
28,80. 
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2.5.3.3. L-Éster 

 
Ruta A 

Se refluja ácido 4-sulfamoilbenzoico (297 mg, 1,47 mmol) en 50 ml de 
cloruro de tionilo a 100 °C durante toda la noche. Se usan gotas de DMF para 
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catalizar la reacción. Luego se realiza una destilación al vacío para remover 
el exceso de cloruro de tionilo y se obtiene un sólido amarillo pálido. Para 
eliminar las trazas de cloruro de tionilo que pueden haber quedado, se 
realizan múltiples destilaciones azeotrópicas en rotavap usando tolueno. 

El cloruro de ácido se mezcla con 8 ml de propargil alcohol y se agita 
durante toda la noche a temperatura ambiente. La purificación se lleva a 
cabo por cromatografía flash, usando Ciclohexano/Acetato de etilo en una 
relación 60:40 respectivamente como fase móvil, obteniéndose un 52% de 
rendimiento del producto buscado. 

Ruta B 
Se disuelve ácido 4-sulfamoilbenzoico (234 mg, 1,16 mmol) en 15 ml de 

THF. Posteriormente se adiciona HOBt (100 mg, 0,75 mmol) y DIPEA (119 μl, 
0,8 mmol) y la mezcla se lleva a 0 ºC. A continuación, se adiciona EDCI 
(267 mg, 1,87 mmol). Luego de 15 minutos, se adiciona propargil alcohol 
(110 μL, 1,73 mmol), se lleva a temperatura ambiente y se reacciona durante 
toda la noche. Se evapora el crudo de reacción y se suspende en 30 ml de 
agua obteniéndose un precipitado, que se filtra y corresponde al producto. 
La fase acuosa obtenida en el filtrado se extrae con acetato de etilo 
obteniéndose más producto precipitado. Los sólidos obtenidos son agitados 
en éter etílico, filtrados y lavados con agua fría sin necesidad de una 
purificación posterior. El producto L-Éster se obtiene con un 80% de 
rendimiento. 
RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6) δ 8,15 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-2/2´), 7,98 (d, J = 8,1 
Hz, 2H, H-1/1´), 7,59 (s, 2H, SO2-NH2), 5,00 (d, J = 2,6 Hz, 2H, H-3), 3,65 (t, J = 2,7 
Hz, 1H, H-4), 

2.5.4. Síntesis de sondas 

Procedimiento general para las reacciones de Sonogashira 
Un vial cónico de 4 ml se purga mientras que se burbujea N2 en una 

mezcla de TEA/DMF 1:1. Posteriormente se introducen bajo atmósfera de N2 
los sustratos a acoplar y el PdCl2(PPh3)2. Se continúa la purga del vial de 
reacción durante cinco minutos y se adiciona CuI. Finalmente se traspasa 
con una jeringa o cánula la mezcla de TEA/DMF al vial y se sumerge en un 
baño de glicerina a la temperatura de reacción según cada caso. El work-up 
constiste en la evaporación directa el crudo de reacción y filtración en lecho 
de celite.  
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En las reacciones que usan bromuros de arilo, no se utiliza CuI y en 
lugar de utilizar TEA/DMF 1:1 se utiliza piperidina y el solvente según 
corresponda. 

2.5.4.1. BDP-Amina 

Acople directo 
Las cantidades de cada reactivo son: 20 mg (0,04 mmol) de I-BDP, 30 

mg (0,12 mmol) de L-Amina y 5mg (7 µmol) del catalizador de paladio. Se 
adiciona una punta de espátula de CuI y se utilizan 2ml de la mezcla de 
solventes. La temperatura es de 75 ºC y se agita durante tres horas. La 
purificación se realiza mediante cromatografía flash en fase normal usando 
un gradiente de DCM/MeOH de 0 a 10% del solvente más polar. El 
rendimiento es de 13%. 

Síntesis indirecta 

Paso 1: Obtención del compuesto 17 
Para esta reacción se utiliza el protocolo general para las reacciones 

de Sonogashira. Las cantidades de cada reactivo son: 30 mg (0,06 mmol) del 
I-BDP 2, 9 mg (0,16 mmol) de propargil alcohol, 4 mg (7 µmol) del catalizador 
de paladio y una punta de espátula de CuI. Se utilizan 2 ml mezcla de la 
mezcla de solventes. La temperatura de reacción es de 75ºC. Luego de 
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cuatro horas de reacción se evapora el crudo de reacción, se re-suspende en 
acetato de etilo y es filtrado en un lecho de celite. La purificación se realiza 
por cromatografía flash usando Ciclohexano/Acetato de etilo 9:1 obteniendo 
un 35 % de rendimiento del producto 16. 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 7,56 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,46 – 7,16 (m, 2H), 4,54 (s, 
2H), 2,53 (s, 6H), 2,30 (q, J = 7,5 Hz, 4H), 1,29 (s, 6H), 0,98 (t, J = 7,6 Hz, 6H), 

Paso 2: Tosilación del producto 16 (17): 
La reacción de tosilación se realiza mezclando el compuesto 16 (25 mg, 

0,058 mmol), cloruro tosilo (25 mg, 0,13 mmol), DMAP (5 mg, 0,04 mmol) y 
TEA (8 µL, 0,058 mmol) en 2 ml de DCM seco. Luego de agitar durante toda 
la noche se vuelca el crudo de reacción sobre éter etílico formándose un 
precipitado rojizo que es lavado con una solución de NaCl saturado y luego 
con agua. La purificación se realiza por cromatografía flash usando 
Ciclohexano/Acetato de etilo 8:2 obteniendo un 95 % de rendimiento del 
producto BDP-Ts 17. 

Paso 3: Sustitución: 
La reacción de tosilación se lleva a cabo mezclando BDP-Ts (17) (12 mg, 

20 µmol) y aminosulfonamida (6,1 mg, 3 μmol) en 2 mL de acetonitrilo seco. 
Posteriormente, se adiciona DIPEA (20 μl 0,18 mmol) y se agita durante toda 
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la noche a temperatura ambiente. Finalmente se evapora el crudo de 
reacción y se purifica por cromatografía flash usando DCM/MeOH 95:5 como 
solvente de elución. Se obtiene el compuesto BDP-Amina con un 
rendimiento del 60%. 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-9/9´), 7,57 (d, J 
= 8,3 Hz, 2H, H-6/6´), 7,44 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-8/8´), 7,36 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-
5/5´), 7,27 (s, 2H, SO2NH2),  3,63 (s, 2H, H-7), 2,93 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H-10), 2,83 
(t, J = 7,5 Hz, 2H, H-11), 2,43 (s, 6H, H-4),  2,29 (q, J = 7,6 Hz, 4H, H-2/2´), 1,27 (s, 
6H, H-1/1´), 0,94 (t, J = 7,6 Hz, 6H, H-3/3´), 

RMN 13C (126 MHz, DMSO-d6) δ 153,47 (BDP), 144,67 (cuat. Ligando) 
,141,86(cuat. ligando), 139,68(BDP), 138,01(BDP), 134,57(BDP), 132,77 (BDP), 
132,12 (6), 129,79(BDP), 129,14 (8), 128,61 (5), 125,64 (9), 123,57 (BDP), 82,35 
(Alquino), 49,27 (10), 38,03 (7), 35,14 (11), 16,43 (2), 14,55 (3), 12,30(4), 11,49 (1). 

EMAR. C34H39BF2N4O2S. Calculado[M+H]+ : 617,2939. encontrado: 
617,2945 

Asignación δ H δ C 

9 7,74 125,64 
6 7,57 132,12 
8 7,44 129,14 
5 7,36 128,61 
7 3,63 38,03 
10 2,93 49,27 
11 2,83 35,15 
4 2,43 12,30 
2 2,29 16,43 
1 1,27 11,49 
3 0,94 14,55 

6`
5` 4`

3`
2`

1`

8`
9`
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2.5.4.2. BDP-Amida 

Las cantidades de cada reactivo son:  70 mg (0,15 mmol) de I-BDP 2, 
70 mg (0,3 mmol) de L-Amida, 9,82 mg (0,014 mmol) del catalizador de 
paladio y 0,79 mg (0,07mmol) de CuI. Se utiliza 5ml de la mezcla de solvente 
y una temperatura de 75 ºC. La purificación se lleva a cabo mediante una 
cromatografía flash en fase reversa, usando un gradiente de elución que va 
de Metanol/Agua 1:1 a 9:1. Luego se realizan varias cromatografías en capa 
delgada preparativa con una fase móvil compuesta de DCM/MeOH 92:8. El 
producto BDP-Amida se obtiene con un 32% de rendimiento. 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 9,26 (t, J = 5,4 Hz, 1H, NH), 8,04 (d, J = 8,8 
Hz, 2H, H-9/9´), 7,93 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-8/8´), 7,61 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-6/6´), 
7,51 (s, 2H, SO2-NH2), 7,36 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-5/5´ ), 4,38 (d, J = 5,4 Hz, 2H, H-
7 ), 2,42 (s, 6H, H-4/4´), 2,27 (c, J = 7,4 Hz, 4H, H-2/2´), 1,26 (s, 6H, H-1/1´), 0,92 
(t, J = 7,4 Hz, 6H, H-3/3´), 

RMN 13C (126 MHz, DMSO-d6) δ 165,59 (carbonilo), 153,96 (BDP), 
146,95(ligando), 140,00 (BDP), 138,44 (BDP), 137,09 (ligando), 135,34 (BDP), 
133,26 (BDP), 132,74 (6 y 6´), 130,17 (BDP), 129,08 (5 y 5´), 128,52(9 y 9´), 126,20 
(8 y 8´), 123,49 (BDP), 88,66 (alquino), 81,71 (alquino), 29,95 (7), 16,84 (2 y 2´), 
14,96 (3 y 3´), 12,71 (4 y 4´), 11,90 (1 y 1´). 
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EMAR. C33H35BF2N4O3S. Calculado[M+H]+ : 617,2575. encontrado: 617,2565 

 
Correlación HSQC 

Asignación δ H δ C 

9 y 9´ 8,04 128,52 
8 y 8´ 7,93 126,20 
6 y 6´ 7,61 132,74 
5 y 5´ 7,36 129,08 

7 4,38 29,95 
4 y 4´ 2,42 12,71 
2 y 2´ 2,27 16,84 
1 y 1´ 1,26 11,90 
3 y 3´ 0,92 14,96 

 



P á g i n a  | 104 

2.5.4.3. BDP-Éster 

Las cantidades de cada reactivo son:  20mg (0,040 mmol) de I-BDP 2, 
20 mg (0,080 mmol) de L-Éster, 1,9 mg (0,0054 mmol) del catalizador de 
paladio y una punta de espátula de CuI. Se utilizan 2ml de la mezcla de 
solvente y una temperatura de 75 ºC. La purificación se lleva a cabo 
mediante una cromatografía flash en fase reversa, usando un gradiente de 
elución que va de Metanol/Agua 1:1 a 9:1. Luego se realizan varias 
cromatografías en capa delgada preparativa con una fase móvil compuesta 
de DCM/MeOH 92:8. El producto se obtiene con un 20% de rendimiento 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 8,26 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-9/9´), 8,03 (d, J = 
8,2 Hz, 2H, H-8/8´), 7,60 (d, J = 7,8 Hz, 2H, H-6/6´), 7,28 ( 2H, H-5/5´), 4,96 (s, 
2H, H-7), 2,52 (s, 6H, H-4/4´), 2,29 (q, J = 7,5 Hz, 4H, H-2/2´), 1,28 (s, 6H, H-1/1´), 
0,97 (t, J = 7,5 Hz, 6H, H-3/3´). 



P á g i n a  | 105 

2.5.4.4. BDP-Morfolina 

Las cantidades de cada reactivo son: 30 mg (0,06 mmol) de I-BDP 2, 
20 mg (0,16 mmol) Propargil morfolina, 5 mg (7 µmol) del catalizador de 
paladio y una punta de espátula de CuI. Se utilizan 2 ml de la mezcla de 
solventes y una temperatura de 75ºC. La purificación se realiza por 
cromatografía flash en columna usando como fase fija sílica normal y como 
fase móvil se utiliza un gradiente de Ciclohexano/Acetato de etilo que 
comienza en 0 y llega hasta 60% del solvente más polar. El producto se 
obtiene con un rendimiento del 29%. 

RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7,55 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-6/6´), 7.24 (d, J = 8.2 
Hz, 2H, H-5/5´), 3.81 (t, J = 4.8 Hz, 4H, H-9/9´), 3.57 (s, 2H, H-7), 2.71 (t, J = 4.8 
Hz, 4H, H-8/8´), 2.53 (s, 6H, H-4/4´), 2.30 (q, J = 7.5 Hz, 4H, H-2/2´), 1.30 (s, 6H, 
H-1/1´), 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 6H, H-3/3´). 

RMN 13C (126 MHz, CDCl3) δ 154,03(BDP), 139,21 (BDP), 138,22(BDP), 
135,85 (BDP), 132,94 (6 y 6´), 132,37 (BDP), 130,54 (BDP), 128,47 (5 y 5´), 123,45 
(BDP),66,80 (9 y 9´), 52,44 (8 y 8´), 48,07 (7), 17,08 (2 y 2´), 14,61 (3 y 3´), 12,53 
(4 y 4`), 11,88 (1 y 1´), 

EMAR. C30H36BF2N3O. Calculado[M+H]+ : 504,3003. encontrado: 
504,3013 

2.5.4.5. BDP-Ac 
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Para este caso se utiliza el protocolo para bromuros de arilo: se 
mezclan 40 mg (0,09 mmol) de Br-BDP, 19,4 mg, (0,18 mmol) de ácido 5 
hexinoico, 6 mg, (8,5 µmol) del catalizador de paladio y 103 µL (1 mmol) de 
piperidina. Se disuelve todo en 10 ml THF y se lleva a una temperatura de 
85ºC. La purificación se realiza por cromatografía liquida en columna flash 
utilizando un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y un 1% de ácido 
acético para obtener el producto en un 40% de rendimiento del producto 
puro 

RMN 1H (500 MHz, CDCl3) δ 7,51 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-6/6´), 7,22 (d, J = 8,4 
Hz, 2H, H-5/5´),  2,61 (t, J = 7,1 Hz, 2H, H-9), 2,56 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H-7), 2,52 (s, 
6H, H-4/4´), 2,30 (q, J = 7,6 Hz, 6H, H-2/2´), 1,98 (p, J = 7,1 Hz, 2H, H-8), 1,30 (s, 
6H, H-1/1´), 0,98 (t, J = 7,6 Hz, 6H, H-3/3´), 

RMN 13C (126 MHz, CDCl3) δ 177,77 (carbonilo), 154,08 (BDP), 139,55 
(BDP), 138,41 (BDP), 135,44 (BDP), 133,02 (BDP), 132,35 (6 y 6´), 130,72 (BDP), 
128,52 (5 y 5´), 124,35 (BDP), 90,13 (alquino), 81,24 (alquino), 32,70(9), 23,70 (8), 
18,97 (7), 17,21 (2 y 2´), 14,75 (3 y 3´), 12,66 (4 y 4´), 12,02 (1 y 1´). 

EMAR. C29H33BF2N2O2. Calculado[M-H]- : 489,2530. encontrado: 
489,2530 
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Correlación HSQC 

Asignación δ H δ C 

6 y 6´ 7,51 132,35 
5 y 5´ 7,22 128,52 

9 2,61 32,70 
7 2,56 18,97 

4 y 4´ 2,52 12,66 
2 y 2´ 2,30 17,21 

8 1,98 23,70 
1 y 1´ 1,30 12,08 
3 y 3´ 0,98 14,75 

2.5.4.6. 3HC-Amino  

 
Se utiliza el mismo protocolo que para BDP-Ácido, pero la 

temperatura es de 75 ºC. Las cantidades utilizadas son: 55 mg (0,15 mmol) de 
Br-3HC, 71 mg (0,3 mmol) del L-Amina, 16 m, (0,022 mmol) del catalizador de 
paladio, 148 μL (1,5 mmol) de piperidina y en 7 ml de THF. La purificación se 
lleva a cabo mediante una cromatografía flash en fase reversa, usando un 
gradiente de elución que va de MeOH/Agua 1:1 a 90% de metanol. Luego se 
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realizan varias cromatografías en capa delgada preparativa con una fase 
móvil compuesta de Diclorometano/Metanol 92:8.  

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 8,13 (d, J = 9,2 Hz, 1H, H-3´/3´´), 8,03 (d, 
J = 8,2 Hz, 1H, H-5), 7,79 (s, 1H, H-8), 7,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6), 7,44 (d, J = 8,4 
Hz, 2H, H-15/15´), 7,40 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-14/14´), 6,85 (d, J = 9,3 Hz, 2H, H-
2´/2´´), 3,66 (s, 2H, H-11), 3,02 (s, 6H, CH3), 2,92 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-12), 2,84 (d, 
J = 7,0 Hz, 2H, H-13). 

EMAR. C28H27N3O5S. Calculado[M+H]+ : 518,1755. encontrado: 518,1750 

2.5.4.7. 3HC-Amida 

 
Se utiliza el mismo protocolo que para BDP-Ácido, pero la 

temperatura es de 75 ºC. Las cantidades utilizadas son: 35 mg (0,097 mmol) 
de Br-3HC, 36 mg (0,17 mmol) del L-Amida, 97 μL (0,97 mmol) de piperidina, 
10 mg (0,014 mmol) del catalizador de paladio y 4 ml de THF como solvente. 
La purificación se lleva a cabo mediante una cromatografía flash en fase 
reversa, usando un gradiente de elución que va de MeOH/Agua 1:1 a 90% de 
metanol. Luego se realizan varias cromatografías en capa delgada 
preparativa con una fase móvil compuesta de DCM/MeOH 92:8 %. 

RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6) δ 9,32 (t, J = 5,2 Hz, 1H, NH), 8,14 (d, J = 8,8 
Hz, 2H, H-3/3´), 8,14 (m, 3H, H-13/13´ y H-5), 7,93 (d, J = 8,5 Hz, 3H, H-12/12´), 
7,83 (s, 1H, H-8), 7,43 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-6), 6,84 (d, J = 9,2 Hz, 2H, H-2/2´), 4,42 
(d, J = 5,2 Hz, 2H, H-11), 3,02 (s, 6H, CH3), 
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3.1. Espectroscopía 

3.1.1. Absorción 

Los espectros de absorción se tomaron en un espectrofotómetro de 
absorción de doble haz Shimadzu UV-3600 en cubetas de cuarzo de 1 cm de 
paso óptico (Precision Cells Inc.). La línea de base se obtiene utilizando aire, 
y en lugar de utilizar el doble haz, se toma el espectro del solvente como 
referencia y luego se resta en cada espectro tomado. Todos los espectros 
fueron adquiridos con un nivel de velocidad media y 1 nm de ancho 
espectral. 

3.1.2. Emisión estacionaria 
Los espectros de emisión se obtuvieron en un espectrofluorómetro PTI 

QM40, utilizando cubetas de fluorescencia de cuarzo de 1 cm de paso óptico 
(Precision Cells Inc). Se utilizaron celdas de 80 µL para las titulaciones y de 
300 µL de volumen para las medidas simples (Figura 3.1). 

En cada determinación se utilizó el mismo ancho de rendija a la 
entrada y salida de los monocromadores de excitación y de emisión. El valor 
se ajustó entre 0,5 mm y 1 mm, correspondiendo a un ancho espectral de 2 
a 4 nm en cada monocromador. Se buscó obtener una señal en el máximo 
en el orden 106 cuentas, procurando estar siempre por debajo del nivel de 
saturación del detector. 

Los espectros de emisión se adquirieron en un intervalo espectral con 
límite inferior 10 nm por encima de la longitud de onda de la luz de 
excitación, para evitar la detección de luz dispersa. Se utilizó una función de 
corrección provista por el equipo que compensa la sensibilidad variable que 
presenta el canal de detección a la luz de distintas longitudes de onda. Tanto 
los espectros de emisión como los de excitación fueron adquiridos con un 
tiempo de exposición de 0,1 segundos en pasos de 1 nm. Para el caso de las 
titulaciones de florescencia, se chequea por absorción que la absorbancia 
sea menor a 0,1 para evitar efectos de filtro interno. 

Los derivados de I-BDP fueron excitados a 490 nm mientras que el H-
BDP a 480 nm. Las 3HCS son excitadas a 420 nm. 
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Figura 3.1. a) Esquema del espectrofluorómetro PTI QM40 utilizado. b) 
Celdas utilizadas para las determinaciones de fluorescencia.

3.1.3. Anisotropía de fluorescencia 

La anisotropía de fluorescencia (r) es una medida del grado de 
polarización de la luz producida en la emisión fluorescente, y está 
relacionado a la orientación relativa de los momentos de transición para la 
absorción y la emisión. A su vez, la anisotropía puede disminuir por la 
presencia de procesos que despolaricen la emisión, como un movimiento 
rotacional, una transformación en estado excitado o una transferencia de 
energía. En soluciones isotrópicas, el valor máximo de r es igual a 0,4 y 
corresponde a una alineación exacta entre el momento de transición de 
absorción y de emisión para la molécula en estudio, en ausencia de procesos 
que despolaricen la emisión durante el tiempo que dura la misma. Se 
pueden obtener valores negativos de hasta -0,2, correspondientes a un 
ángulo de 90° entre el momento de transición de absorción y el de emisión 
(también en ausencia de cualquier proceso de despolarización). 

Para conocer el valor de r de una solución es necesario medir la 
intensidad de fluorescencia excitando con luz polarizada en una dada 
dirección y detectando la emisión en una dirección paralela (I||) y en una 
perpendicular (I⊥) a la dirección de excitación. En la Ecuación 2.1 se puede 
ver la relación entre estos parámetros y r: 
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 [3.1] 

Las mediciones de anisotropía se realizaron en el espectroflurómetro 
PTI-QM40, previamente mencionado. Con el objetivo de conocer I⊥ e I|| se 
usó el típico procedimiento que utiliza dos polarizadores de película de 
polímero colocados entre la muestra y cada uno de los monocromadores. 
Los polarizadores poseen un mecanismo para el movimiento de su eje de 
forma tal de permitir el paso de luz polarizada perpendicular al plano de 
incidencia (plano vertical) o paralela al mismo (plano horizontal). En la figura 
3.2 se muestra un esquema tomado del trabajo de Vinegoni1, donde la luz de 
excitación está polarizada en dirección vertical y la detección de la emisión 
puede alternar entre la polarización vertical, IVV (por vertical-vertical), o 
perpendicular, IVH (vertical-horizontal). Dado que la sensibilidad del canal de 
emisión es diferente para luz polarizada en sentido vertical y horizontal, es 
necesario realizar una corrección para obtener I⊥ e I|| a partir de IVH y IVV. La 
misma consiste en realizar una excitación horizontal y detecciones en 
dirección horizontal (IHH) y vertical (IHV), para obtener finalmente el factor de 
corrección (Ecuación 3.2): 

𝐺 = ))*
)))

=	 )**𝑰+
)*))||

 [3.2] 

Con el factor de corrección determinado la anisotropía se puede 
obtener como la ecuación 3.3:  

𝑟 = 	 )**+,)-.
)**"-,)-.

[3.3] 

Figura 3.2. Esquema de medición de anisotropía de fluorescencia con 
polarizadores tomado del trabajo de Vinegoni.
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3.1.4. Emisión resuelta en el tiempo 
Los experimentos de fluorescencia resuelta en el tiempo se realizaron 

en un equipo IBH Horiba–Jovin-Ivon Time Correlated Single Photon 
Counting. La técnica de Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC) se 
basa en la utilización de una fuente de luz pulsada (láser o diodo láser) a 
frecuencias en el orden de los MHz y la posterior detección de fotones 
individuales provenientes de la muestra. El tiempo transcurrido entre el 
pulso de luz y el arribo del primer fotón al detector es usado a través de 
muchas repeticiones del experimento para obtener un histograma de 
tiempo de arribo de fotones. En esta técnica es importante lograr que la 
probabilidad de detectar dos fotones con un único pulso sea baja. Como 
regla general, se debe obtener una tasa de emisión de la muestra que valga 
el 1-3% de la frecuencia de excitación.  

Para las mediciones de derivados de BODIPY se utilizó como fuente 
de excitación un diodo láser Horiba Jobin Yvon 405 nm LED, con <100 ps de 
ancho de pulso y 1 MHz de frecuencia de repetición. Si bien la longitud de 
onda no se corresponde con el máximo de excitación, el ancho del pulso del 
láser hace que la medida sea más rápida. El monocromador de excitación se 
fijó en 410 nm. La obtención del pulso se llevó a cabo utilizando un vidrio 
dispersor esmerilado dispuesto a 45° en lugar de la muestra. La emisión se 
colectó a 540 nm. Las rendijas de ambos monocromadores, que poseen 
siete posiciones (1, 2, 4, 6, 8, 16 y 32), se colocaron en posición 16 para la 
medición del pulso. Al introducir la muestra, se trabajó con ambas rendijas 
en 32 (máxima apertura). En estas mediciones se colocó un filtro GG495 
(Schott, 2 mm) para evitar la llegada de luz dispersa al detector, así como un 
polarizador ubicado en el ángulo mágico para evitar efectos de polarización. 
La adquisición se realizó hasta llegar a 10.000 cuentas en el máximo, 
trabajando en un rango de 50 ns con 8192 canales (6,86 ps/canal).  

Después de registrar los pulsos y decaimientos, se realizaron 
deconvoluciones mono- y biexponenciales utilizando el programa IBH Data 
Station. Adicionalmente, se empleó la librería lifefit de Python para ajustar 
una serie de exponenciales mediante una reconvolución iterativa con la 
función de respuesta del instrumento (IRF). 
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3.1.5. Medidas de fluorescencia en lector de placas 

Para las medidas de fluorescencia en placas, se utilizó un lector de 
placa Pherastar fs, con un módulo óptico armado a partir de un filtro de 
excitación de 490 nm, un espejo dicroico que oficia de filtro pasa altos, y un 
filtro de emisión de 540 nm. El esquema del módulo se muestra en la figura 
3.3.a. La placa utilizada usada fue una placa opaca de 92 wells para 
fluorescencia del tipo nunc.  

 

Figura 3.3. a) representación del módulo óptico utilizado para medir 
intensidad de fluorescencia en lector de placas. b) Placa genérica opaca 

para medir fluorescencia. 

Se realiza un ajuste de ganancia mapeando la placa y determinando 
el pocillo que presenta mayor intensidad de fluorescencia. Una vez ajustada 
la ganancia, se realiza una calibración de la distancia focal. Se realiza una 
lectura promedio orbital en la que el equipo toma medidas en distintas 
zonas del pocillo y promedia el valor de estas. La señal se lee desde la 
superficie. 

3.1.6. Deconvoluciones espectrales 

Los espectros de fluorescencia de las 3HCs en solventes apolares 
muestran dos bandas de emisión, asignadas a los estados excitados N* y T* 
(Capítulo 1.1.3).2 Debido a la naturaleza solvatocrómica de las 3HCs, estas 
bandas varían en posición y en relación de intensidades (Ratio N/T). 
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Dado que las dos bandas de emisión se superponen parcialmente en 
algunos compuestos y solventes, se suelen realizar deconvoluciones 
espectrales para reconstruir el espectro final como la suma de las bandas 
simuladas. Para las 3HCs, estas deconvoluciones se realizan comúnmente 
utilizando funciones gaussianas (Gau, ecuación 3.4) o log-normal (LN, 
ecuación 3.5). Las funciones LN son preferidas para representar los espectros 
de emisión de fluoróforos ya que los espectros no suelen ser simétricos 
debido a las interacciones soluto-solvente.3 A partir de la determinación de 
las bandas simuladas, se pueden obtener de manera sistemática y precisa 
los parámetros de posición de máximo y área bajo la curva, a diferencia con 
la identificación visual de los máximos aparentes de cada banda. 

𝑓(𝑥; 𝐴, µ, 𝜎) = 	 .
/√-1

𝑒+
(012)4

4	64      [3.4] 

𝑓(𝑥; 𝐴, µ, 𝜎) = 	 .
/√-1

2
1(78	(0)12)

4

4	64

3
     [3.5] 

En solventes polares próticos, se genera una tercera especie que 
produce una tercera banda de emisión: una banda aniónica (banda A, figura 
3.4). Esta banda corresponde a una forma "desprotonada" donde el grupo 
hidroxilo en la posición 3 es afectado por puentes de hidrógeno con el 
entorno, lo que impide la ESIPT. Ignorar la aparición de esta tercera especie 
produce una desviación de la linealidad observada en solventes apróticos 
entre la posición de N y las relaciones de área N/T con la polaridad. Caarls y 
Celej4, 5 demostraron que, al realizar deconvoluciones espectrales avanzadas 
y tener en cuenta esta tercera especie, la linealidad de N y T se mantiene, y 
las desviaciones provienen de una incorrecta interpretación de los 
espectros. 
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Figura 3.4. Esquema completo del ciclo ESIPT para FE en presencia de 

solventes próticos. 

En esta tesis se realizaron deconvoluciones espectrales con el paquete 
de Python lmfit, utilizando una función log-normal (LN) incluida en el 
paquete, de tres parámetros (Posición, forma y área, ecuación 3.5) para 
representar con precisión las bandas de emisión en términos de parámetros 
espectrales. La banda de emisión de T* es ligeramente más ancha por lo que 
se adiciona una tercera función LN a cada espectro para mejorar su 
representación. Esta banda tiene un sentido físico asociado a la separación 
de un modo vibracional, y es dependiente de la banda T en la distancia que 
hay entre ellas. La banda será llamada banda vibrónica (Banda V, figura 3.5) 
a lo largo de este texto para mayor comprensión. De esta manera la banda 
T completa queda representada por la función LN T y V. En los solventes 
próticos o entornos acuosos se adiciona una cuarta función LN asociada a la 
especie A.  
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Figura 3.5. Resultado de una deconvolución espectral para 3HCs en 

solventes apróticos (izquierda) y próticos (derecha). 

Un detalle para tener en cuenta es que si se da total libertad a los 
parámetros de las bandas estas pueden tomar múltiples representaciones 
que no tienen sentido físico pero que ajustan muy bien al espectro. Es por 
esto por lo que se utilizan restricciones a la hora de ajustar los parámetros 
de las bandas LN: 

- Se limita la distancia entre la banda T y la banda vibrónica auxiliar V, 
de tal manera que la diferencia sea de entre 800 y 1500 cm-1 (característica 
de las vibraciones de anillos aromáticos)  
- Se realiza un ajuste “asistido” en base a la correlación experimental que 
hay entre los parámetros tales como posición del máximo de N y ratio N/T, 
con ET30 
- La banda A se ubica a longitudes de onda mayores que la N y la 
distancia entre estas dos varia en torno a los 20 nm 

3.2. Simulaciones computacionales 

3.2.1. Docking Molecular 
El docking molecular es una técnica computacional utilizada para 

predecir cómo una molécula, se une a una proteína u otra macromolécula. 
Es una herramienta ampliamente utilizada en el campo del descubrimiento 
de fármacos. El objetivo de esta simulación implica predecir la mejor manera 
(comúnmente denominada pose) en que una molécula pequeña (ligando) 
se une a una molécula más grande (receptor), como una proteína. Luego, se 
preparan las estructuras de ambas moléculas. La estructura tridimensional 
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del ligando se ajusta para asegurar que tenga la geometría y las cargas 
correctas, mientras que la estructura del receptor generalmente se obtiene 
de datos experimentales como la cristalografía de rayos X. 

A continuación, se generan múltiples conformaciones del ligando, lo 
que permite explorar cómo puede encajar mejor en el sitio de unión del 
receptor. Estas conformaciones se colocan en el sitio de unión del receptor, 
utilizando diferentes algoritmos que buscan las mejores posiciones. Para 
cada conformación y posición, se calcula la energía de interacción entre el 
ligando y el receptor. Energías bajas indican interacciones favorables, 
mientras que energías altas indican interacciones desfavorables. 

La mejor conformación y posición del ligando se selecciona en función 
de la energía de interacción más baja, lo que constituye la predicción de 
cómo el ligando se une al receptor. Finalmente, se analizan los resultados 
para entender las interacciones clave, como los puentes de hidrógeno e 
interacciones hidrofóbicas, y se refinan las predicciones si es necesario 
utilizando métodos más avanzados o datos adicionales. 

Los dockings moleculares fueron realizados con el software Protein-
Ligand ANTSystem (PLANTS).6 Este software utiliza un algoritmo de 
búsqueda estocástica que trata al ligando y a la proteína como flexibles. 

Para hCAII se utilizó el PDB 3HS4 que fue cristalizado con el ligando 
acetazolamida. El ligando cristalizado es superpuesto con la molécula a 
estudiar y luego es eliminado. Se realiza una minimización local para relajar 
el sistema. Tanto el ligando como la proteína son preparados con el software 
chimera en donde se asignan cargas de Gasteiger. Para la proteína FABP2 
se usa el PDB 2mji co-cristalizado con keterolac  y se utiliza la misma 
metodología que para hCAII. Las interacciones 2D son analizadas con el 
software Discovery Studio y VMD. 

3.2.2. Dinámica Molecular 

La dinámica molecular (MD) es una técnica computacional que 
calcula la trayectoria de los átomos y moléculas a lo largo del tiempo de 
simulación. A diferencia de los métodos computacionales cuánticos, la MD 
se basa en la mecánica clásica y el marco temporal de las simulaciones van 
desde unos pocos nanosegundos a microsegundos. Las trayectorias surgen 
como resultado de integrar las ecuaciones de Newton para cada átomo de 
un sistema a estudiar. 
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Para seguir la dinámica de un sistema de muchas partículas con 
diversos potenciales de interacción, se calcula la fuerza sobre cada partícula 
teniendo en cuenta la influencia de sus vecinos en cada instante. Las 
trayectorias pueden ser trazadas permitiendo que las partículas se 
desplacen bajo una fuerza constante durante un breve intervalo de tiempo, 
recalculando luego la nueva fuerza para el próximo intervalo de tiempo 
corto, y así sucesivamente.7 

El potencial que experimentan los átomos en un modelo biológico se 
caracteriza por lo que se denomina un campo de fuerzas. Este campo de 
fuerzas incluye la energía potencial resultante del movimiento de los 
enlaces, los ángulos, las torsiones y las componentes electrostáticas y se 
encuentra parametrizado de manera empírica para cada tipo de átomo. 

De manera simplificada, el algoritmo de MD se puede resumir en una 
secuencia de pasos: 

1. Condiciones iniciales: Proporcionar una configuración inicial del 
sistema que consista en las posiciones ri y las velocidades vi de los 
átomos en el tiempo t. Calcular la energía potencial U que surge de las 
interacciones. 

2. Calcular fuerzas: Las fuerzas que actúan sobre cada átomo se 
obtienen de U. Este es el paso que consume más tiempo, ya que las 
fuerzas surgen de las interacciones entre átomos y dependen de una 
amplia variedad de parámetros. 

𝐹! =	−
"𝑼
"𝒓𝒊

 [2.6] 

3. Encontrar nueva configuración: Las posiciones de los átomos en el 
siguiente intervalo de tiempo t+δt se obtienen resolviendo la ecuación 
del movimiento de Newton utilizando métodos numéricos. 

4. Iteración: Se actualiza la configuración inicial con la nueva 
configuración y se repite el proceso por tantos pasos como sea 
necesario. 

Para la MD realizada para el sistema BDP-Amina/hCAII se hizo un 
docking inicial utilizando la sistemática descripta en la sección 3.2.1.  Luego 
el sistema es preparado los paquetes: antechamber (preparación y 
parametrización del ligando), pdb4amber (preparación de la proteína y 
tleap (preparación y parametrización del complejo) incluidos en la suite de 
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Ambertools 2023. Se utilizo el software OpenMM para realizar la MD. Se 
realizaron 5 pasos de minimización previos utilizando potenciales armónicos 
decrecientes para minimizar el sistema poco a poco. El paso final de 
producción deriva en una trayectoria de 100 ns.  

3.2.3. Métodos cuánticos (QM) 
Para la realización de simulaciones usando métodos QM se utilizó el 

enfoque de la Teoría del Funcional de la Densidad (DFT) para el cálculo de 
propiedades moleculares, y la utilización de métodos semi empíricos (GFN-
xTB) para búsquedas conformacionales. Para el primer caso las geometrías 
son minimizadas con el nivel de teoría según cada caso y luego se realiza un 
cálculo de frecuencias para corroborar que la estructura minimizada es el 
máximo global. De este par de simulaciones surgen los orbitales 
moleculares de frontera, junto con las propiedades electromagnéticas de las 
moléculas. 

Las simulaciones computacionales DFT correspondientes al capítulo 2 
se realizaron con el software ORCA utilizando el par de bases/funcional 
B3LYP/6-311++G(d,p). 

Las simulaciones computacionales del capítulo 4 para la molécula 
BDP-Amino se realizaron utilizando el software xtb y la utilidad CREST. Xtb 
emplea métodos de química cuántica semiempíricos, mientras que CREST 
es una herramienta de muestreo de conformeros basada en el método GFN-
xTB. El modelo de BDP-Amina se creó en el software Avogadro, donde se 
llevó a cabo una minimización estructural inicial. La estructura resultante 
fue luego minimizada con xtb a nivel GFN-xTB y utilizada como punto de 
partida para la búsqueda de conformeros con CREST. 

Las simulaciones computacionales correspondientes al capítulo 5 se 
realizaron con los recursos computacionales de la Dra Verónica Sánchez de 
(INQUIMAE-CONICET) utilizando el software Gaussian 09. Todas las geometrías 
se optimizaron mediante DFT para el estado fundamental y TD-DFT para el 
estado excitado, ambos en fase gaseosa. Se probaron tres niveles de teoría 
usando como referencia la molécula FE: CAM-B3LYP/TZVP, B3LYP/6-31+g y 
PBE0/TZVP. Este último proporciona una mejor aproximación respecto a los 
resultados experimentales, y es ampliamente usado en bibliografía para el 
cálculo de 3HC. Después de la optimización de la geometría, se realizaron 
cálculos de frecuencias para verificar la ausencia de frecuencias imaginarias, 
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confirmando que se alcanzó un mínimo global. Las fuerzas del oscilador se 
calcularon a partir de la geometría optimizada del estado fundamental 
utilizando el método de “Linear Response”(LR). Se utilizó el programa 
Multiwfn para calcular el Gradiente de Densidad Reducida (RDG). El 
software VMD se empleó para representar gráficamente orbitales y 
moléculas. 

3.3. Obtención de proteínas 
La proteína hCAII fue expresada a partir de un plásmido pET51b_HCAII 

que contiene el gen codificante para esta. El plásmido incluye una secuencia 
que codifica una cola de histidinas (His-Tag) al final del gen proteico, lo que 
facilita la posterior purificación de la proteína. También incluye el promotor 
T7, que permite controlar la expresión del gen, y un gen que aporta 
resistencia al antibiótico ampicilina. Los pasos para obtener la proteína 
fueron: 
Transformación y selección de bacterias: Las células competentes de 
Escherichia coli BL21 (DE3) se transforman con el plásmido. Las bacterias 
transformadas se cultivan en un medio de cultivo Luria-Bertani (LB) que 
contiene ampicilina para seleccionar solo aquellas células que han 
incorporado el plásmido. 
Inducción de la expresión: Una colonia de bacterias transformadas se 
inocula en un Erlenmeyer con medio de cultivo LB y se incuba hasta alcanzar 
una densidad óptica (absorbancia a 600 nm) de 0,5, medida por 
espectroscopia de absorción. La expresión de hCAII se induce añadiendo el 
agente inductor IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido), al medio de 
cultivo. Este activa el promotor T7 y la maquinaria transcripcional comienza 
a producir grandes cantidades de hCAII. 
Cosecha de células y lisis: Luego del período de inducción (toda la noche), 
las células se cosechan por centrifugación y se resuspenden en buffer de 
lisis. (Tris, 80 mM, NaCl 300 mM, Tween 0,01%, imidazol 15 mM, PMSF 1 mM  
pH=8,8). Las células resuspendidas se lisian mediante sonicación para liberar 
el contenido intracelular, incluyendo la proteína hCAII. 
Purificación de la proteína: La proteína hCAII, que contiene la cola de 
histidinas, se purifica mediante cromatografía de afinidad con His-Tag. El 
lisado celular se pasa a una columna de agarosa de 1 mL de volumen muerto 
unida a níquel (HisTrap HP, Amersham Biosciences), donde las histidinas de 
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la proteína se unen fuertemente al metal. Las impurezas se eliminan 
mediante lavados con un buffer de baja concentración de imidazol (Tris, 20 
mM, NaCl 300 mM, imidazol 15 mM, pH=8). Finalmente, la proteína hCAII se 
eluye de la columna con un buffer de alta concentración de imidazol (Tris, 
20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 200 mM, pH=8)), que compite con la His-Tag 
por los sitios de unión al níquel. Finalmente se realiza un filtrado en 
centrifuga usando un filtro Amicon® de 5 mL con una membrana de 10 Kda 
de poro. La solución filtrada se resuspende en buffer HEPES (50 mM, pH = 
7,2). 
Verificación de pureza: La pureza de la proteína hCAII purificada se verifica 
llevando a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
utilizando un marcador de peso molecular. 

La proteína HSA es adquirida comercialmente (A1887, Sigma-Aldrich) 
y la proteína FABP-2 es provista por el Dr. Lisandro Falomir Lockhart 
(INIBIOLP-CONICET) 
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4.1. Introducción 

La magnitud que determina la fuerza de la unión entre una molécula 
pequeña con una proteína (Reacción A) es la variación de energía libre tras 
la unión (Ecuación 4.1).  

 Reacción A 

∆G0=	-RTlnK         [4.1] 

La técnica más directa para obtener los valores de ΔG es la calorimetría 
de titulación isotérmica (ITC) que mide el calor liberado en la reacción A. De 
manera indirecta, la constante de afinidad (Ka) que es proporcional a la 
energía libre de Gibbs, se puede determinar mediante técnicas como la 
resonancia magnética nuclear, el uso de ligandos radioactivos y métodos 
espectroscópicos como absorción y emisión.1-3 En todos los casos, se realiza 
una titulación y, a partir del ajuste de la respuesta de la señal con modelos 

de unión ligando proteína se obtiene el valor de Ka. En particular, las técnicas 

de fluorescencia permiten desarrollar ensayos simples, utilizando 
concentraciones de sondas en el rango de 0,1-1 µM y obteniendo resultados 
rápidamente. 

El objetivo principal de esta tesis es encontrar una metodología que 
permita determinar si una molécula es un ligando de una proteína, es decir, 
si se une al sitio de unión o no. Para esto se sintetizaron distintas sondas 
fluorescentes (capítulo 2) específicas a los sistemas proteicos propuestos 
(hCAII, FABP). Según la hipótesis inicial, al producirse la unión de la sonda 

con la proteína con una constante de afinidad Ka, habrá un cambio de señal 

de fluorescencia debido a la naturaleza de los fluoróforos elegidos que son 
sensibles al entorno. Luego cuando se introduce un ligando especifico de la 
proteína estudiada, y si la Ka es al menos del mismo orden que la de la sonda, 
se espera un nuevo cambio en la señal por desplazamiento total o parcial 
del sensor. 

Para que el ensayo sea efectivo, la sonda tiene que mostrar una 
constante de afinidad intermedia. Si la unión es débil, cualquier molécula 
que interaccione débilmente con el bolsillo hidrofóbico de la proteína podría 
desplazar la sonda, y se obtendrían una multitud de falsos positivos. Por el 
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contrario, si la afinidad es muy elevada, no se detectarían muchos ligandos 
con menor capacidad de unión, pero que aún se unen los suficientemente 
fuerte. Por ello, la constante de afinidad (o su inversa, la constante de 
disociación) es una magnitud importante a considerar. Por un lado, 
proporciona información sobre la utilidad de la sonda para el ensayo, y por 
el otro, si el valor obtenido se encuentra en el rango de lo reportado, indica 
que la metodología es precisa y robusta. 

En este capítulo se presentan los resultados de un ensayo de unión de 
la sonda con la proteína, que permite determinar la constante de afinidad 
de la molécula por el sistema. Este dato es relevante porque establece un 
valor umbral de referencia: cualquier molécula que desplace a la sonda 
tendrá una constante de afinidad similar o mayor. Además, se desarrolla un 
ensayo de desplazamiento de la sonda por un ligando especifico de la 
proteína blanco. Este ensayo permite determinar, a partir de medidas de 
fluorescencia y la constante de afinidad de la sonda previamente calculada, 
la constante de afinidad de la molécula estudiada. 

4.1.1. Determinación de constantes de afinidad de las 
sondas  

De manera general la unión entre una molécula y una proteína puede 
caracterizarse como: 

 

En donde P y L son la proteína y el ligando, respectivamente, y Kmn es 
la constante de equilibrio para la reacción de unión ligando-proteína. La 
problemática básica a la hora de determinar la constante de equilibrio es 
que las concentraciones implicadas en la expresión son las concentraciones 
libres, las cuales a priori se desconocen. Se considerará un sistema de 
estequiometria 1 a 1 para llevar a cabo el desarrollo matemático y encontrar 
una expresión útil para calcular la constante de equilibrio. Para este sistema 
la reacción de formación del complejo PL es: 

 



 

P á g i n a  | 135 
  

Y su constante de equilibrio queda expresada como: 

Ka=	
[PL]
[P][L]

      [4.2] 

El objetivo es encontrar una expresión que permita encontrar los 
valores de Ka en función de la señal de fluorescencia F que puede expresarse 
en términos de las concentraciones de cada especie y sus coeficientes de 
fluorescencia: 

𝐹 = 	𝑓&[𝑃] +	𝑓'[𝐿] + 𝑓&([𝑃𝐿]    [4.3] 

Los términos fx corresponden a los coeficientes de fluorescencia para 
cada especie (análogos al coeficiente de extinción molar). La ecuación 4.3 se 
puede simplificar si hay especies que no presentan una emisión de 
fluorescencia significativa. Este caso suele ser el de la proteína si la emisión 
de la sonda se da a longitudes de onda mayores a 400 nm, por lo que se 
puede reducir la expresión a: 

𝐹 = 	𝑓'[𝐿] + 𝑓&([𝑃𝐿]    [4.4] 

Dado que las concentraciones libres no son conocidas, pero sí lo son 
las concentraciones totales [P]0 y [L]0 se puede plantear un balance de masa 
como: 

[P]0=	[P]	+	[PL]     [4.5] 

[L]0=	[L]	+	[PL]      [4.6] 

Despejando [P] y [L] en las ecuaciones 4.5 y 4.6 y reemplazamos en la 
expresión de la constante de equilibrio 4.2, aplicando producto de binomios 
en el denominador obtenemos la ecuación 4.7: 

Ka=	
[PL]

([+]",[+'])([']",[+'])
= [PL]

[+']#,([+"].['"])[+'].([+"]['"])	
   [4.7] 

La expresión anterior es una ecuación cuadrática, y si la reorganizamos 
obtenemos: 

[𝑃𝐿]0 − [𝑃𝐿] 5[𝑃1] + [𝐿1] +
2
Ka
6 + ([𝑃1][𝐿1]) = 	0   [4.8] 

Si consideramos la raíz real de la ecuación 4.8 se obtiene a la ecuación 4.9: 
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[𝑃𝐿] = 	 2
0
:5[𝑃]1+[𝐿]1 +

2
4%
6 − ;5[𝑃]1 + [𝐿]1 +

2
4%
6
0
− 4[𝑃]1[𝐿]1=  

 [4.9] 

El segundo término de la ecuación 4.4 queda determinado ya que 
ahora tenemos una expresión para [PL] en función de magnitudes 

conocidas y solo una incógnita a calcular, que es Ka. Resta evaluar el primer 

término, que es la concentración libre de L. Por ello, se puede reemplazar [L] 
despejando de la ecuación 4.6 del balance de masas: 

𝐹 = 	𝑓'([𝐿]1 − [𝑃𝐿]) + 𝑓&([𝑃𝐿] = 	𝑓'[𝐿]1 + [𝑃𝐿]>𝑓&(−𝑓'?	 	 [4.10] 

El primer término de la ecuación anterior fL[L]o no es más que el 
background introducido por el ligando, es decir su emisión basal en las 
condiciones medidas. Este valor se muestra como Fo en las siguientes 
ecuaciones. Ahora la concentración libre del complejo queda en función de 
la fluorescencia como: 

[𝑃𝐿] = 5,5"
(6&',6(	)

      [4. 11] 

Y si reemplazamos [PL] por la ecuación 4.9 y reorganizamos obtenemos la 
ecuación 4.12:  

∆𝐹	 = 	𝐹∆+' @
2
0
:5[𝑃]1+[𝐿]1 +

2
4%
6 − ;5[𝑃]1 + [𝐿]1 +

2
4%
6
0
− 4[𝑃]1[𝐿]1=A 

 [4.12] 

En donde  ∆𝐹 = F-F0 y FDPL es fPL-fL 

Con esta expresión, las variables desconocidas son Ka, que es lo que 

queremos determinar y también FDPL. Para obtener las variables incógnitas 
se hace una titulación (Figura 4.1) en la que la concentración de ligando [L]0 

se mantiene fijo y se varía la concentración total de proteína [P]0. El motivo 
por el cual la concentración de ligando se mantiene constante en este caso 
deriva de asegurar que los cambios en la emisión sean debido a la presencia 
de la proteína, y que no existan efectos relacionados al cambio de 
concentración del fluoróforo, como puede ser la formación de exímeros o 
agregados moleculares. A partir de una regresión no lineal de los datos con 
el modelo presentado en la ecuación 4.12 se determinan las variables 

incógnitas, obteniéndose así la Ka. A fines prácticos se reemplaza Ka por KD 
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(KD = 1/Ka) ya que las unidades de la constante de disociación son 
concentraciones, lo que hace que las comparaciones sean más directas e 
intuitivas. 

El modelo que surge de la ecuación 4.12 es llamado modelo 1. Además, 
se explorará un modelo más simplificado, que se llamará modelo 2, que 
proviene de la expresión 4.13: 

𝐹	 = 	8*%++"
4,.+-

      [4.13] 

Esta ecuación es la utilizada por el software comercial GraphPad para 
el modelo de unión a un sitio. Si bien la estequiometria esperada para todos 
los sistemas planteados en esta tesis es 1:1, se usará adicionalmente el 
modelo de unión a dos sitios del software comercial antes mencionado, para 
realizar una comprobación rápida de dicha estequiometria. 

 

Figura 4.1. Ejemplo de ajuste de una isoterma de titulación con un 
modelo de unión a un sitio 

4.1.2. Determinación de constantes de afinidad de 
ligandos competitivos 

Una vez formado el complejo ligando proteína, se introducen al 
sistema ligandos competitivos que desplazan al ligando fluorescentes: 
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La constante de unión del ligando competitivo KI también puede 
obtenerse realizando titulaciones de fluorescencia. El modelo es más 
complejo dado que la concentración del complejo PL que es la que tiene 
correlación de fluorescencia depende tanto de KD como de KI y de la 
concentración del ligando competitivo I. Esto hace que en lugar de obtener 
una ecuación cuadrática como la ecuación 4.8 se obtenga una ecuación 
cúbica (Ecuación 4.14). Para este tipo de problemas se suele plantear una 
solución numérica utilizando el método iterativo de Newton. 

A[𝑃𝐿]9 + 𝐵[𝑃𝐿]0 + 𝐶[𝑃𝐿] + 𝐷 = 0    [4.14] 

Por otro lado, Blay y colaboradores4 reportan una solución analítica 
aproximada, que acelera el proceso de cálculo, que corresponde a una 
implementación más simple y puede aplicarse a una titulación de 
fluorescencia en la que se varía la concentración del ligando competitivo. 

A	=	𝐾: + 𝐾; + [𝐿]1 + [𝐼]1 − [𝑃]1    [4.15] 

b	=	𝐾:([𝐼]1 −	[𝑃]1) + 𝐾<([𝐼]1 − [𝑃]1) + 𝐾:𝐾<	   [4.16] 

g	=	 − 𝐾:𝐾<[𝑃]1      [4.17] 

𝑡 = arccos	 P,0=
..>=?,0@A

0B(=.,9?).
Q     [4.18] 

[𝑃] = 	 0
9R(𝑎

0 − 3𝑏) cos 5C
9
6 −	=

9
    [4.19] 

[𝑃𝐿] = 	 [+].[']"
4,.[+]

      [4.20] 

𝐹 = 	𝐵 + 𝑓&( . [𝑃𝐿]     [4.21] 

Mediante ajuste no lineal se determina la constante del ligando 
competitivo KI. Es importante destacar que primero se debe determinar la 
constante de disociación de la sonda (KD), puesto que es un parámetro fijo 
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utilizado en el modelo de desplazamiento, donde la concentración del 
complejo sonda-proteína ahora depende tanto de KD como de KI. 

4.1.3. Diseño de experimentos 
Para llevar a cabo los ensayos y titulaciones de fluorescencia, es 

fundamental considerar que las concentraciones de sonda fluorescente, y 
de la proteína deben definirse con precisión. El rango de concentraciones de 
la sonda se determina por la técnica de detección utilizada. En particular, la 
emisión de fluorescencia permite trabajar en rangos de entre 0,1 µM y 1 mM 
dependiendo del rendimiento cuántico de los fluoróforos.5 Los BODIPYs 
utilizados en esta tesis muestran rendimientos cuánticos elevados en la 
mayoría de los entornos (0,6 - 0,9) a excepción de en agua y nos permite 
explorar rangos de concentraciones del orden de los 0.1 µM. Mientras que, 
las cromonas si bien muestran una marcada emisión de fluorescencia en 
entornos no polares, requieren una concentración más elevada que los 
BODIPYs puesto que su rendimiento cuántico es considerablemente 
menor. 6 

La constante de disociación esperada determina qué concentración 
debe elegirse para la proteína. Wilcox7 realizando simulaciones determino 
los rangos de concentración de titulante relevantes para obtener resultados 
de titulación más confiables. Las reglas generales que se obtienen son: 

• Si KD > [Sonda]0 (por lo tanto, Ka bastante bajo) en al menos un orden 
de magnitud sería aconsejable recopilar varios puntos de datos en el 
rango de 1-20 equivalentes de proteína añadidos. 

• Si KD < [Sonda]0 es esencial obtener tantos puntos como sea posible 
entre 0-1 equivalentes de proteína añadidos.  

• Si KD ≈ [Sonda]0, se obtiene una buena determinación en cualquier 
lugar dentro del rango de 0 a 10 equivalentes de proteína añadidos 

Una relación general a la que llega Hirose8 es:  

2
21
.		𝐾: ≤ [𝑃]CEC=( ≤ 10. 𝐾:	    [4.22] 

De esta manera como el rango de concentraciones de la sonda es fijo, 
a la hora de diseñar los experimentos la única variable que se puede ajustar 
libremente para obtener los mejores resultados posibles es la concentración 
de la proteína. 
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4.1.4. Tipo de determinaciones 
En la siguiente sección se describirán los procedimientos 

experimentales de las determinaciones llevadas a cabo. Para la titulación de 
fluorescencia se adoptaron dos enfoques (secuencial e independiente) 
mientras que en el ensayo de desplazamiento con ligandos específicos uno 
(secuencial). 

4.1.4.1. Determinación de unión simple 

Se denomina determinación de unión simple a un ensayo que consta 
de una medida única en la que se incuba la sonda con la proteína, en buffer 
y se toma o bien un espectro de fluorescencia o se hace una lectura rápida 
de la intensidad de fluorescencia en el máximo de emisión utilizando un 
lector de placas. Estas medidas son cualitativas y forman parte de un primer 
acercamiento al estudio de cómo se comporta el sistema. Un cambio en la 
señal a partir de este ensayo no es garantía de unión entre la sonda y la 
proteína, pero es un indicio de que algo está ocurriendo. Por el contrario, si 
no hay cambios en la señal, se puede descartar la existencia de la unión entre 
los pares. 

4.1.4.2. Titulaciones de unión 

La titulación de fluorescencia con su posterior ajuste a un modelo de 
unión es una determinación cuantitativa en la que se mide la emisión de 
fluorescencia del fluoróforo a una concentración fija, en relación con el 
aumento de concentración de proteína. Para una dinámica de unión 
ligando-proteína se espera una gráfica del tipo asintótica, en la que se llega 
a una meseta (Figura 4.1). Luego se ajustan los datos utilizando los modelos 
desarrollados en la sección 4.1.1. Si los datos se ajustan correctamente al 
modelo, se puede confirmar que existe una unión entre las dos partes, y se 
puede determinar su constante de afinidad y su estequiometria. En el caso 
contrario, se deben explorar modelos alternativos más complejos, que 
incluyan otras estequiometrías, u otros fenómenos como el cooperativismo. 

En esta tesis se llevan a cabo dos tipos de titulaciones: secuenciales e 
independientes (Figura 4.2). La titulación secuencial involucra dos 
soluciones: una solución a titular, que se encuentra en la cubeta de 
fluorescencia usada para la medición, y que consta en la sonda fluorescente 
en buffer a una concentración fija; y la solución titulante, que está 



 

P á g i n a  | 141 
  

compuesta por la proteína blanco en buffer, junto con la sonda a la misma 
concentración que en la cubeta de medida. La concentración de la sonda se 
mantiene constante para que cualquier cambio en la intensidad de 
fluorescencia se deba únicamente a la interacción del ligando fluorescente 
con la proteína. En algunos casos, se adiciona una cantidad controlada de 
DMSO para favorecer la solubilidad. Luego de cada agregado de solución 
titulante, se incuba durante cinco a diez minutos, según corresponda. 

El segundo tipo de titulación consiste en realizar determinaciones 
independientes, en las que se prepara una solución para cada medida, 
manteniendo constante la concentración de la sonda fluorescente y el 
porcentaje de DMSO, y variando las concentraciones de la proteína. Cada 
solución se incuba durante cinco a diez minutos, según corresponda. Este 
enfoque permite realizar varias medidas para un solo punto, lo que es útil 
para mitigar errores experimentales. Sin embargo, presenta la desventaja de 
que el consumo de proteína, que es el recurso habitualmente escaso, es 
mayor. 

 

Figura 4.2. Representación de las titulaciones a) Secuenciales, b) 
Independientes 

El esquema de titulaciones con determinaciones independientes se 
realiza tanto en el espectrofluorómetro como en un lector de placas. En este 
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último se obtienen un valor de intensidad a una longitud de onda fija dado 
que el equipo no dispone de la función para medir espectros completos. 
Esta modalidad permite realizar titulaciones más rápidas y replicadas. 

4.1.4.3. Titulación de desplazamiento 

El ensayo de desplazamiento se realiza como una titulación secuencial 
en la que la solución a titular se encuentra conformada por una una 
concentración fija de sonda, junto con la proteína a estudiar. Por otro lado, 
la solución titulante contiene a la sonda fluorescente y a la proteína en la 
misma concentración que la solución a titular y además se adiciona el 
ligando competitivo. Este experimento se realiza con el fin de estudiar que 
ocurre con la señal cuando la sonda es desplazada y así obtener una 
constante de afinidad del ligando y comparar con los valores reportados en 
bibliografía. Para realizar el ajuste se usa un modelo de desplazamiento que 
es la resolución analítica de la ecuación de unión competitiva, descripta en 
la sección 4.1.2. 

4.2. Resultados 
En las siguientes secciones se discutirán los resultados obtenidos a 

partir de los ensayos previamente mencionados. En primer lugar, se utilizará 
la proteína Sero albumina humana, que se caracteriza por su capacidad para 
unir moléculas pequeñas en general. Existen reportes en literatura en los 
que se emplean fluoróforos similares a los desarrollados en este trabajo 
(como I-BDP y H-BDP). Esta disponibilidad de información facilita la puesta 
a punto de las determinaciones y se utilizara para validar la metodología 
empleada. Luego, con los ensayos optimizados y validados, se evaluarán las 
sondas específicas diseñadas para detectar las proteínas hCAII y FABP. En 
aquellos casos donde se determine unión entre sonda-proteína, se realizan 
las determinaciones de desplazamiento. 

4.2.1. Sistema Albúmina de suero Humano  
La Albúmina sérica humana o Albúmina de suero humano (HSA, por 

sus siglas en inglés, Human Serum albumin) es una proteína ampliamente 
estudiada debido a su papel crucial como transportador de compuestos 
exógenos, endógenos y ácidos grasos en el torrente sanguíneo. Su 
flexibilidad estructural y la presencia de tres dominios similares, llamados 
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dominio I, II y III, permiten esta función. Cada dominio se subdivide en dos 
subdominios: IA, IB, IIA, IIB, IIIA y IIIB (Figura 4.3.a). Se han identificado varios 
sitios de unión en la HSA, siendo los más importantes los ubicados en los 
subdominios IIA y IIIA, conocidos como sitios 1 y 2, donde se unen la 
warfarina e ibuprofeno, respectivamente (Figura 4.3.b). Como el modo de 
unión y las constantes de afinidad de estas moléculas se conocen en detalle, 
se suelen utilizar como marcadores de sitio.9 

 

Figura 4.3 a) Estructura de la proteína HSA con sus respectivos sitios 
de unión. b) Estructura de los ligandos warfarina e ibuprofeno. Adaptado 

de Golianová et.al.10 

Es debido a su capacidad para unir diversas moléculas que se utiliza la 
HSA como el primer sistema en el cual se estudiará el comportamiento de 
fluorescencia de la sonda BDP-morfolina, así como los fluoróforos I-BDP (2) 
y H-BDP (8).11 Además, se llevarán a cabo ensayos de desplazamiento con los 
ligandos warfarina e ibuprofeno. Ambos se unen a diferentes sitios de unión 
de la proteína y se emplean para caracterizar a qué sitio se une cada 
fluoróforo estudiado. 
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4.2.1.1. Determinaciones con I-BDP 

Determinaciones simples en distintos medios 

El fluoróforo I-BDP (2) es tomado como modelo y se realizan una serie 
de medidas cualitativas para conocer el comportamiento de fluorescencia 
de los derivados BODIPY meso sustituidos en diferentes entornos. Primero, 
se toman tres medidas independientes en buffer Tris (50 mM, pH = 7,2), 
DMSO y luego en una solución 12 µM de la proteína HSA. En todos los casos, 
la concentración de la sonda es 0,1 µM. 

Cuando el fluoróforo se encuentra en DMSO, la respuesta de 
fluorescencia es 17 veces mayor que en buffer (Figura 4.4.a). Aunque el 
BODIPY utilizado no muestra una alta sensibilidad a la polaridad ni a la 
viscosidad cuando estas son bajas (ver capítulo 1.2.4), la hidrofobicidad 
presente en este tipo de moléculas se traduce en una intensidad de 
fluorescencia disminuida debido a la formación de agregados que reduce la 
concentración del fluoróforo en solución acuosa.12 Este tipo de respuesta es 
frecuente en fluróforos orgánicos hidrofóbicos o que son poco solubles en 
soluciones acuosas.12-14 

En presencia de la proteína, la intensidad de fluorescencia aumenta 
tres veces respecto a la intensidad en buffer, y el máximo se desplaza 3 nm 
hacia el rojo (Figura 4.4.b, verde). Este aumento en la intensidad de 
fluorescencia se debe a una combinación de la “desagregación” del 
fluoróforo para formar el complejo ligando-proteína15 y el cambio en el 
entorno del fluoróforo. Sin embargo, no se alcanzan los niveles de emisión 
observados en DMSO, porque la concentración de equilibrio del complejo 
ligando-proteína es menor que la concentración de ligando total. Este 
resultado confirma que la determinación cualitativa se realizó 
correctamente y que el I-BDP se une a la proteína, como se reporta en 
bibliografía. 
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Figura 4.4 a) Intensidad de fluorescencia de I-BDP (0,1 µM) en DMSO, HSA 
(12 µM) y Buffer Tris (50 mM, pH = 7,2) a λem= 490 nm, b) Espectros de 

emisión de I-BDP (0,1 µM) en HSA (12 μM) y Buffer Tris (50 mM, pH = 7,2). 

Como la intensidad de fluorescencia depende directamente de la 
concentración, se miden los tiempos de vida estacionarios del I-BDP en los 
tres entornos diferentes. Los resultados se presentan en la figura 4.5. En 
todos los casos, se observan dos componentes: una de tiempos de vida 
cortos, alrededor de 0,2 ns, y otra más larga, que varía entre 4,37 ns en DMSO 
a 5,34 ns en HSA. 

La componente corta del tiempo de vida de fluorescencia resulta 
comparable en los tres entornos y no está asociada con agregados del 
fluoróforo, sino con inhomogeneidades en la solución.16 Mientras que la 
componente larga varía en valor y peso según el entorno. Al añadir HSA, el 
valor de esta componente larga aumenta levemente y su peso se duplica en 
comparación con el fluoróforo en solución acuosa. Este resultado indica que 
la formación del complejo ligando-proteína incrementa la contribución de 
la especie emisora. No obstante, los tiempos de vida de la componente larga 
varían poco, lo que evidencia que la especie emisora es similar tanto en el 
complejo ligando-proteína como en la solución acuosa. Esto sugiere que los 
cambios en la emisión de fluorescencia se deben más a la desagregación 
del fluoróforo que a modificaciones en su entorno. 

Por otro lado, los tiempos de vida de la componente larga en DMSO 
son 1 ns más cortos que en solución acuosa. Aunque el rotor utilizado no 
presenta una marcada dependencia con la viscosidad del entorno, a 
densidades bajas las interacciones soluto-soluto y soluto-solvente empiezan 
a influir en el comportamiento de estos fluoróforos (ver capítulo 1.2.4). Este 
experimento, al ser independiente de la concentración, confirma de manera 
más precisa que el I-BDP en solución acuosa presenta un rendimiento 
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cuántico reducido debido a la concentración. A pesar de que los tiempos de 
vida en solución acuosa son mayores (y proporcionalmente relacionados 
con el rendimiento cuántico), el DMSO muestra una intensidad de 
fluorescencia 17 veces mayor con la misma concentración de fluoróforo. 

 

Figura 4.5. Curvas de decaimiento de tiempos de vida de I-BDP en DMSO, 
HSA (10 μM) y buffer Tris (50 mM, pH = 7,2), b) Tabla con valores los valores 

de tiempo de vida y la contribución de cada componente a la curva de 
decaimiento (pesos). 

Titulación de fluorescencia en HSA 

Se realiza una titulación de fluorescencia secuencial por duplicado 
para determinar la estequiometria de unión, la constante de disociación y 
así comparar con los datos bibliográficos para validar la metodología 
adoptada. En una cubeta se introduce una solución base compuesta por I-
BDP 0,1 µM en buffer Tris (50 mM, pH = 7,2) y se adicionan cantidades 
crecientes de la solución titulante conformada por la solución base junto con 
HSA 70 µM. El porcentaje final de DMSO es de 5% y se incuba 5 minutos entre 
cada medida. Es importante destacar que se realizaron varias 
determinaciones, puesto que el ensayo es considerablemente 
irreproducible y muestra una marcada variabilidad entre titulaciones, así 
como una considerable tasa de fallo por problemas experimentales como 
formación de burbujas, problemas de pipeteo, etc. La KD para este tipo de 
moléculas en HSA (o su análoga bobina, BSA) se encuentra en el orden de 
los 1-10 µM.11 De esta manera como punto de partida se puede asumir que la 
KD es mayor a la concentración de la sonda y por ende se deben muestrear 
concentraciones que representen al menos 20 equivalentes de la proteína 
(Ver sección 4.1.3). 

 τ (ns) Pesos 

Buffer 
0,19 86% 

5,16 14% 

HSA 
0,26 72% 

5,34 28% 

DMSO 0,24 41% 

 4,37 59% 
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Figura 4.6 Titulación de I-BDP (0,1 µM) con HSA a) Espectros de 
fluorescencia de la titulación. b) Isoterma de titulación 

(KD = 4,09 µM y R2 = 0,99). 

Los espectros de fluorescencia obtenidos de los sucesivos agregados 
de titulante (Figura 4.6.a) muestra un aumento en la señal de un 600%. La 
isoterma de titulación (Figura 4.6.b) es ajustada con los distintos modelos de 
unión ligando-proteína descriptos en la sección 4.1.4.2 (modelo 1, modelo 2 y 
modelo comercial para un sitio y modelo comercial para dos sitios).  

La tabla 4.1 presenta los resultados de los distintos ajustes realizados. 
Aunque el modelo comercial para dos sitios muestra un valor adecuado de 
R2 (0,987), el grado de incerteza en la determinación de las KD tiende a 
infinito, por lo que este modelo se descarta y se asume una la estequiometria 
1 a 1. Al comparar entre los tres modelos de unión a un sitio, se obtienen 
valores similares de KD y R2 superiores a 0,95. La falta de información sobre 
las ecuaciones subyacentes y las aproximaciones potenciales empleadas en 
el proceso de ajuste hace que el modelo comercial se descarte. Esto, junto 
con la ausencia de mejoras significativas en comparación con los modelos 
propios, hace que esta opción no sea la adecuada. 

Tabla 4.1. Estudio de ajustes de isotermas mediante distintos modelos 
 KD (1) µM KD (2) µM R2 AIC 

Un sitio (modelo 1) 4,89 +/- 2,43 - 0,990 -97,99 

Un sitio (modelo 2) 4,09 +/- 0,34 - 0,987 -99,64 

Un sitio (comercial) 4,094 +/-0,85 - 0,987 -95,46 

Dos sitios (comercial) 0,53 +/- INF 5,26 +/- INF 0,996 -104,9 

KD (1) = primer constate de disociación  
KD (2) = segunda constante de disociación para el modelo de dos sitios 
AIC = criterio de Información de Akaike 
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En cuanto a los modelos propios (ver sección 4.1.1, modelo 1 y 
modelo 2), ambos muestran valores de R2 similares entre sí. Por lo tanto, se 
utiliza un criterio adicional, el Criterio de Información de Akaike (AIC, por sus 
siglas en inglés, Akaike Information Criterion). Este criterio busca identificar 
el modelo que mejor explica los datos con el menor número de parámetros, 
penalizando tanto la complejidad del modelo (número de parámetros) 
como la falta de ajuste (verosimilitud). Un modelo con un AIC más bajo se 
considera más adecuado. El modelo 2 da un AIC menor y los intervalos de 
confianza mucho más acotados, indicando que es más efectivo en relación 
con las variables utilizadas. Esto es coherente, ya que es una versión 
simplificada del modelo 1, con menos variables. Por lo tanto, se optará por el 
modelo 2 para el resto de las isotermas en este trabajo. 

La KD para I-BDP en relación con HSA es de 4,09 µM para una réplica, 
y 3,23 µM para el duplicado, valores comparables a los reportados en 
bibliografía (3 µM).  

Se repite la titulación, pero midiendo anisotropía de fluorescencia en 
lugar de intensidad. La anisotropía de fluorescencia es independiente de la 
concentración (ver capítulo 3.1.3), por lo que las KD obtenidas utilizando esta 
propiedad de fluorescencia sirven como referencia para ver cuan exacto es 
el método de intensidad, puesto que la anisotropía no se ve afectada por los 
fenómenos de agregación. 

La titulación se realiza utilizando el mismo protocolo secuencial previo 
y se toman espectros variando los polarizadores en el camino de emisión y 
excitación. Luego, se calcula un valor de anisotropía para cada punto de la 
titulación. A partir de estos valores se obtiene la isoterma mostrada en la 
figura 4.7. Los datos no ajustan con el modelo de dos sitios, pero si al modelo 
de un sitio, obteniéndose una KD = 3,3 µM. Comparando este valor respecto 
al obtenido utilizando intensidad de fluorescencia (3,66 µM en promedio) se 
puede concluir que el ensayo de fluorescencia es robusto, incluso con los 
problemas de variabilidad entre medidas, y la agregación del fluoróforo en 
solución acuosa. 
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Figura 4.7 Isoterma de titulación obtenida por anisotropía de 

fluorescencia para el sistema I-BDP-HSA. Los valores obtenidos fueron 
KD = 3,39 +/- 0,7 y R2 = 0,962. 

Ensayo de desplazamiento 

Confirmada la unión del fluoróforo a la proteína, se realiza un ensayo 
de desplazamiento que consta en añadir a una solución que contiene HSA y 
I-BDP un ligando especifico de cada sitio (warfarina e ibuprofeno). 

En primer lugar, se realiza una determinación cualitativa de medida 
única para estudiar si hay cambios o no en la intensidad de fluorescencia 
(Figura 4.8.a). Se observa que en presencia de warfarina la intensidad 
decrece un 40 %, mientras que, con ibuprofeno, el cambio es poco 
significativo respecto a la variabilidad experimental (<10%). De esta manera 
se determina que el I-BDP es desplazado por la warfarina, y en consecuencia 
su intensidad de fluorescencia decrece. Este es un resultado prometedor 
para confirmar la hipótesis de la dinámica de los cambios de intensidad de 
fluorescencia, en relación con si el fluoróforo está unido a la proteína, o ha 
sido desplazado. 
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Figura 4.8 Sistema I-BDP-HSA. a) Ensayo cualitativo de desplazamiento, 
b) Espectros de emisión para el ensayo de desplazamiento con warfarina, 

c) Isoterma de titulación. Valores obtenidos: KD = 6,1 µM R2 = 0,97. 

Se realiza una titulación de desplazamiento que consiste en titular una 
solución con contiene 10 µM de HSA y 0,15 µM del I-BDP, mientras que la 
solución titulante se encuentra compuesta por la misma concentración de 
HSA y fluoróforo, y además contiene warfarina 3,24 mM. Se incuba durante 
5 minutos entre cada medida y el porcentaje final de DMSO es 5%. Los 
espectros de fluorescencia (Figura 4.8.b) muestran un marcado 
decrecimiento en la emisión que tiende a estabilizarse a medida que 
aumenta la concentración de la warfarina. Al realizar el ajuste con el modelo 
analítico de desplazamiento (Sección 4.1.4.3), se observa una KD = 6,15 µM 
para la warfarina. Los valores reportados en bibliografía para este compuesto 
oscilan entre 5 y 6 µM,17-19 por lo que la metodología adoptada arroja valores 
precisos de KD considerando las limitaciones del método. 

4.2.1.2. Determinaciones con BDP-Morfolina 
El segundo fluoróforo a estudiar es BDP-Morfolina. La figura 4.9 

muestra la respuesta de fluorescencia de esta sonda en buffer, HSA, y 
adicionando los dos ligandos competitivos correspondientes a cada sitio de 
la proteína (warfarina e ibuprofeno). Las medidas se realizaron en buffer Tris 
(50 mM, pH = 7,2), y una concentración final de 20 µM de HSA. La 
concentración de la molécula fluorescente es 0,1 µM en todos los casos. La 
respuesta de fluorescencia es similar a la que presenta I-BDP, por lo que se 
podría confirmar que el fragmento morfolina de la molécula, no modifica 
sustancialmente la capacidad de unión de la sonda.  

Por otro lado, se realizó una titulación de fluorescencia con medidas 
independientes, por triplicado en el lector de placas. Esta metodología es 
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más rápida y reproducible, pero requiere una mayor cantidad de proteína, 
que es habitualmente el recurso más escaso. La KD fue de 5,33 µM siendo del 
mismo orden que la obtenida para I-BDP. Este resultado destaca que la 
titulación secuencial es confiable puesto que se obtienen valores 
comparables con los obtenidos empleando una metodología más robusta, 
como los es la titulación de medidas independiente en lector de placas, que 
permite medir con mayor rapidez un mayor número de réplicas. 

 

Figura 4.9 Sistema BDP-Morfolina-HSA. a) Ensayo cualitativo de 
desplazamiento con BDP-Morfolina(0,1 µM), HSA (20 µM), b) Isoterma de 

titulación con barra de errores (n = 3). KD = 5,33 +/- 1,7 µM; R2 = 0,95. 

4.2.1.3. Determinaciones con H-BDP 

Existen reportes en donde se explora la unión de H-BDP y análogos 
similares con HSA, BSA (Sero Albumina bobina) y también con la proteína 
Streptavidina.20-22 En todos los casos se reporta una emisión de fluorescencia 
que decrece y se sugiere que ocurre FRET entre el fluoróforo y los triptófanos 
de las proteínas. Por otro lado, se determina una estequiometria 1 a 1 y una 
KD en el rango de 1-10 µM para la proteína BSA. Estas determinaciones se 
realizaron utilizando las ecuaciones de Stern-Volmer para el quenching de 
fluorescencia.23 Por otro lado, el sitio de unión se sugirió mediante 
simulaciones de docking molecular, indicando afinidad por el sitio IIA (sitio 
de Warfarina) pero no de manera experimental. 

Para extender la información sobre este sistema, se realizó una 
determinación cualitativa de H-BDP a una concentración de 0,5 µM en 
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buffer Tris (50 mM, pH = 7,2), midiendo su intensidad de fluorescencia al 
adicionar HSA (17 µM) y ligandos específicos de los sitios de la proteína 
(warfarina e ibuprofeno), similar a la determinación realizada para I-BDP. La 
intensidad de fluorescencia decreció en un 65 % al adicionar la proteína 
(Figura 4.10.a), en línea con los reportes previos. Tanto warfarina como 
ibuprofeno indujeron un aumento en la emisión de fluorescencia (240 % y 
50 % respectivamente). 

Para confirmar la estequiometría de unión, se realizó una titulación de 
fluorescencia secuencial de H-BDP (0,5 µM) con HSA (77 µM) en buffer Tris 
(50 mM, pH 7,2), incubando durante 10 minutos tras cada adición (Figura 
4.10.b). La isoterma se ajusta con el modelo 2 de unión a un sitio, 
obteniéndose una KD = 1,31 µM, mientras que el ajuste con el modelo de dos 
sitios no es efectivo ya que los intervalos de confianza tienden a infinito.  

Las determinaciones cualitativas muestran aumento en la intensidad 
de fluorescencia al adicionar warfarina e ibuprofeno. Sin embargo, el 
aumento es 5 veces mayor para el primer ligando respecto al segundo. Estos 
cambios pueden explicarse mediante dos fenómenos distintos. Por un lado, 
a partir de confirmar que la estequiometria es 1:1, se puede llegar a la 
conclusión de que el fluoróforo se une al sitio de warfarina (IIA). Esto se ve 
reflejado en el aumento en la intensidad de fluorescencia cuando se 
adiciona el ligando específico, warfarina. Por otro lado, si bien la presencia 
de ibuprofeno también induce un aumento en la emisión, existen reportes 
en los que se determina que este fármaco provoca cambios 
conformacionales en la proteína.24 Considerando que se reporta una 
transferencia de energía entre la proteína y el fluoróforo (FRET) y que esta 
transferencia es dependiente de la distancia entre el aceptor y el dador25  se 
puede concluir que los aumentos en la intensidad de fluorescencia 
inducidos por ibuprofeno se encuentran asociados a una disminución de 
FRET por el cambio conformacional y no por desplazamiento de fluoróforo. 

Estos resultados confirman que la unión del fluoróforo es específica al 
sitio de warfarina y que los cambios conformacionales inducidos por el 
ibuprofeno en el sitio IIA afectan la eficiencia de quenching por FRET, 
resultando en un aumento de la intensidad de fluorescencia. Los resultados 
obtenidos refuerzan la validación de la metodología empleada puesto que 
reproducen los comportamientos previamente reportados en literatura, y se 
obtuvo información adicional. 
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Figura 4.10. Sistema H-BDP-HSA a) Ensayo cualitativo de desplazamiento 
b) Espectros de emisión para la titulación de fluorescencia de unión, c) 

Isoterma de titulación (KD = 1,31 +/- 0,22 µM; R2 = 0,93). 

4.2.2. Sistema Anhidrasa Carbónica humana II  
Con el sistema hCAII se comienza a aplicar la metodología 

desarrollada en las secciones anteriores para HSA, pero utilizando las sondas 
diseñadas específicamente para esta proteína. 

4.2.2.1. Determinaciones con sonda BDP-Amida 

La sonda BDP-Amida se toma como modelo para la proteína hCAII y 
se realizan una serie de determinaciones cualitativas de manera similar a 
como se realizaron con I-BDP en HSA. Primero, se realizan tres espectros de 
fluorescencia independientes de BDP-Amida variando el entorno: buffer 
HEPES (50 mM, pH = 7,2), DMSO y finalmente en una solución 0,17 µM de la 
proteína hCAII. La concentración de la sonda es 0,1 µM en todos los casos. En 
buffer, la respuesta de fluorescencia es un 91% más baja que en DMSO 
(Figura 4.11). Por otro lado, en presencia de la proteína, la intensidad de 
fluorescencia aumenta en 3,7 veces respecto a la intensidad en buffer 
HEPES. Esta respuesta es similar a la observada para el sistema I-BDP-HSA 
en la sección 4.2.1.1. 
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Figura 4.11 Espectros de emisión de fluorescencia de BDP-amida (0,1 µM) 
en HEPES, DMSO y hCAII 0,17 µM. El grafico de barras muestra la 
intensidad de fluorescencia en el máximo de emisión (540 nm) 

Se realiza un segundo experimento que consiste en determinar la 
intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de máxima emisión 
(540 nm) en función del tiempo. Estas medidas se realizan de forma 
independiente para soluciones 0,1 µM de BDP-Amida y distintos porcentajes 
de DMSO (1, 5, 10 y 100%) en buffer HEPES 50 mM. Por otro lado, para la 
solución 1% de DMSO, luego de 35 minutos se adiciona hCAII (Figura 4.12, 
izquierda). En los resultados de este experimento se observa que la 
intensidad de fluorescencia varia considerablemente (al menos 200%) con 
el aumento de la concentración de DMSO. Este comportamiento se asocia a 
que la sonda para este sistema presenta una limitada solubilidad en solución 
acuosa, incluso a concentraciones tan bajas como 0,1 µM. Esta baja 
solubilidad se le atribuye a la presencia del grupo sulfonamida. 

 

Figura 4.12. Intensidad de emisión de BDP-Amida a λem =540 nm versus 
tiempo en soluciones acuosas a distintas concentraciones de DMSO. 
Valores absolutos de emisión (Izquierda) y normalizadas (Derecha). 
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Por otro lado, se observa que a partir de un 5% de DMSO, el aumento 
de solubilidad es discreto, puesto que la diferencia en la señal entre 5 y 10 % 
de DMSO representa un 16% de aumento. Es importante destacar que las 
proteínas no suelen soportar porcentajes de DMSO mayores al 10%.26 En la 
intensidad de fluorescencia normalizada en DMSO (Figura 4.12, derecha), se 
visualiza que la emisión de fluorescencia no es estable en el tiempo y 
presenta una deriva a la baja. Esta deriva se observa también en DMSO puro, 
pero con menor velocidad, lo que denota nuevamente la insolubilidad de la 
sonda por la presencia de la sulfonamida. Finalmente, al adicionar la 
proteína a la solución con 1 % de DMSO, se alcanza un máximo a los diez 
minutos, que se mantiene estable por otros 7 más. Este dato es relevante 
puesto que da una pauta de que, a tiempos de incubación mayores a 20 
minutos la señal puede atenuarse. 

Para verificar que la especificidad de la sonda BDP-Amida hacia hCAII 
se encuentra asociada con la presencia del grupo sulfonamida, se realiza 
una determinación cualitativa de la fluorescencia del fluoróforo I-BDP. Esto 
también confirma que el fluoróforo no interactúa con la proteína. Para esto 
se realizan agregados de hCAII a una solución de I-BDP (0,15 µM) en buffer 
HEPES 50 mM. Los espectros de emisión (Figura 4.13.a) muestran que la 
intensidad de fluorescencia no aumenta, si no que disminuye levemente 
debido a la formación de agregados. Se repite el experimento registrando la 
emisión a 540 nm en función del tiempo (Figura 4.13.b) y no se observan 
aumentos en la intensidad de fluorescencia. Las bajas escalonadas en la 
emisión de fluorescencia se deben al efecto de la dilución en cada agregado 
puesto que, para este caso, la solución titulante no contiene fluoróforo.  
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Figura 4.13 a) Espectros de emisión de I-BDP (0,15 µM) en presencia de 
hCAII. b) Intensidad de emisión de I-BDP a λem =540 nm versus tiempo con 

adiciones sucesivas de hCAII. 

Con estos resultados se puede concluir que la sonda BDP-Amida 
interacciona con la proteína hCAII por la presencia del grupo 
benzosulfonamida puesto que el fluoróforo por sí solo (I-BDP) no muestra 
aumentos en la intensidad de fluorescencia en presencia de la 
macromolécula, como si lo hace con HSA. 

Titulación de fluorescencia: 

Las medidas cualitativas expuestas antes, muestran una correlación 
entre el aumento de la intensidad de fluorescencia de la sonda cuando se 
introduce el sistema proteico a la solución, pero no son prueba suficiente 
para confirmar una unión de la sonda al bolsillo hidrofóbico de la proteína. 
Para ello, se realizan titulaciones de fluorescencia tanto secuenciales como 
independientes.  

Para tener un punto de partida, se lleva a cabo una primera titulación 
semi-cuantitativa para determinar el rango óptimo de concentraciones de 
proteína a adicionar necesaria para tener una isoterma que permita calcular, 
en titulaciones posteriores, una constante de disociación más precisa. La 
solución a titular consta de BDP-Amida 0,1 µM en HEPES (50 mM, pH= 7,2) 
con un 10% de DMSO para aumentar la solubilidad. Los tiempos de 
incubación son de diez minutos. 

Los espectros de emisión muestran un aumento gradual de la emisión 
a concentraciones crecientes de la proteína hCAII (Figura 4.14). Al 
representar la isoterma de titulación se observa que se alcanza una meseta 
siendo este el comportamiento esperado en un ensayo de unión ligando-



 

P á g i n a  | 157 
  

proteína de este tipo. Es importante destacar que, en la zona de la meseta, 
se observa una mayor variabilidad en las medidas de fluorescencia. Este 
comportamiento se repite al realizar diversos ensayos, lo que se traduce en 
cierta irreproducibilidad de la determinación. Este comportamiento 
también se observó en las titulaciones de I-BDP con HSA (Sección 4.2.1.1), 
pero en menor medida. En lo que respecta al rango de concentraciones de 
hCAII, es conveniente explorar concentraciones más altas que las realizadas 
en este primer ensayo puesto que el muestreo no se extiende demasiado en 
la zona de la meseta, y se adicionaron sólo 2,5 equivalentes de proteína.  

 

Figura 4.14. Sistema BDP-Amida-hCAII a) Espectros de fluorescencia y b) 
Isoterma para titulación de fluorescencia cualitativa 

Medición en función del tiempo 

Adicionalmente se realiza una titulación secuencial, registrando la 
intensidad de fluorescencia en el máximo de emisión (540 nm). Este ensayo 
tiene como objetivo registrar las fluctuaciones de la señal a lo largo del 
tiempo. Se realizan agregados de hCAII cada 10 minutos y luego se registra 
la intensidad de fluorescencia en intervalos de 7 minutos (Figura 4.15.a). 

El comportamiento de la titulación en el tiempo muestra que la 
fluorescencia no se mantiene estable dentro de cada medida y la señal 
presenta una deriva a la baja. La isoterma de titulación (Figura 4.15.b) se 
determina tomando los últimos puntos de cada periodo de tiempo. El ajuste 
se realiza con el modelo 2 de unión a un sitio y se determina una KD de 
0,29 µM. Si se realiza el ajuste a un modelo de unión de dos sitios, se obtiene 
un buen ajuste, pero los intervalos de confianza en los valores de KD tienden 
a infinito. Este experimento muestra cierto grado de imprecisión, que se 
evidencia a partir de 0,50 µM de hCAII, en donde se cambia la pipeta por una 
de mayor volumen y se observa un salto en la emisión de fluorescencia.  
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Figura 4.15. Titulación de BDP-Amida (0,1 µM) con hCAII a) Respuesta de 
fluorescencia (λem = 540 nm) en el tiempo de la titulación. b) Isoterma de 

titulación (KD = 0,29 +/- 0,04 µM; R2 = 0,97). 

Titulación independiente 

Posteriormente, se realiza una titulación de medidas independiente 
por triplicado, para obtener un valor de KD más confiable. Esto es importante 
puesto que el modelo de unión de ligandos competitivos depende de dicha 
KD. Al realizar el triplicado se obtienen algunos puntos “outsiders” y 
nuevamente se observa un alto grado de variabilidad entre las medidas. Esto 
se ve reflejado en las barrar de error mostradas en la figura 4.16.a y en el inset 
de la misma figura donde se muestran todos los datos obtenidos. Si se 
comparan las barras de error con las de la figura 4.16.a correspondiente a la 
titulacion de BDP-Morfolina con HSA, es evidente que el sistema BDP-
Amida/hCAII muestra mayor grado de variabilidad, concluyendo que el 
efecto de la solubilidad es muy marcado para este tipo de sondas. 
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Figura 4.16. Titulación de medidas independientes de BDP-Amida (0,1 µM) 
con hCAII a) Respuesta de fluorescencia promedio (λem = 540 nm) para el 

triplicado. En el inset: datos crudos de cada replica. b) Isoterma de 
titulación (KD = 0,23 +/- 0,05 µM; R2 = 0,94). 

De esta manera, se obtiene la isoterma de titulación y se lleva a cabo 
el ajuste utilizando el modelo de un sitio obteniéndose valores de 
KD= 0,23 µM (Figura 4.16.b). Por otro lado, el ajuste con el modelo de dos sitios 
arroja intervalos de confianza infinitos confirmando una estequiometria 1 a 
1. Los valores reportados de KD para este tipo de moléculas varían entre 
0,05 μM para el ligando L-Amida hasta 0,47 μM cuando el ligando es 
acoplado con grupos más voluminosos como azúcares.27 

Considerando que las constantes obtenidas se encuentran dentro del 
rango reportado en bibliografía   que se obtienen valores similares entre la 
titulación secuencial y el triplicado de medidas independientes (0,29 y 
0,23 μM respectivamente), se puede concluir que el ensayo es robusto, 
incluso con el alto grado de imprecisión intrínseco que se da en estas sondas 
fluorescentes. 

Ensayo de desplazamiento de BDP-Amida en hCAII 

Se realiza una titulación de desplazamiento utilizando como ligando 
especifico de hCAII a la molécula ethoxzolamide (EZA), un potente inhibidor 
de la proteína estudiada. 

Esta determinación se lleva a cabo partiendo de una solución que 
contiene una concentración de BDP-Amida 0,1 µM en HEPES (50 mM, pH = 
7,2) junto con hCAII 2 µM y 10% de DMSO. Por otro lado, la solución titulante 
contiene además de la sonda y proteína, EZA a una concentración de 
14,25 µM. La respuesta de fluorescencia al adicionar cantidades crecientes 
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de EZA (Figura 4.17) muestra un marcado decrecimiento hasta reducirse en 
un 90%. La isoterma de desplazamiento presenta un comportamiento 
similar al de las determinaciones realizados para el sistema I-BDP-HSA 
utilizando el ligando warfarina (sección 4.2.1.1) como competidor. El ajuste se 
realiza usando un modelo analítico de unión competitiva y la KD de la sonda 
= 0,23 µM y se determina una constante de disociación para EZA de 
KD = 11 nM. Los valores reportados en bibliografía oscilan entre 3 y 8 nM. Si 
bien los valores de KD representan hasta dos veces el valor promedio de lo 
reportado en bibliografía,28, 29 si se analiza el valor en términos energía libre 
(-10,8 kcal/mol para 11 nM; y -11,4 kcal/mol para 4 nM) la variación es del 5%, 
obteniéndose de esta manera una correcta determinación de dicho valor 
considerando el error experimental intrínseco para este sistema. 

 

Figura 4.17. Titulación de desplazamiento BDP-Amida (0,1 µM) en hCAII 
con el ligando EZA. a) Espectros de fluorescencia. b) Isoterma de titulación 

(KD = 0,011 µM y R2 = 0,75). 

4.2.2.2. Determinaciones con sonda BDP-Éster 

Inicialmente, se realiza una titulación secuencial con la sonda BDP-
Éster para identificar si hay alguna variación en el comportamiento respecto 
a BDP-Amida por presentar distintos grupos funcionales en el linker (amida 
vs éster). La solución a titular está compuesta por BDP-Éster 0,15 µM en 
HEPES 50 mm y 5% de DMSO. Se incuba durante 5 minutos entre medidas. 
El comportamiento de la emisión a lo largo de la titulación (Figura 4.18) es 
similar al observado para BDP-amida, es decir, aumentos progresivos en la 
intensidad. Por otro lado, se realizó un ajuste del modelo de unión de un sitio 
obteniéndose una KD = 0,37 µM. Este valor se encuentra en el orden del 
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determinado para el análogo amida, concluyendo que, para este par de 
sondas derivadas de ácido, el cambio en el grupo funcional del linker no 
modifica sustancialmente la capacidad de las sondas para unirse a la hCAII. 

 

Figura 4.18. Titulación de BDP-Éster (0,15 µM) con hCAII a) Espectros de 
fluorescencia de la titulación. b) Isoterma de titulación 

(KD = 0,37  +/- 0,06 µM; R2 = 0,99). 

4.2.2.3. Sonda BDP-Amina 
La sonda BDP-Amina fue sintetizada con la intención de mostrar el 

impacto que tiene la longitud y rigidez del espaciador en la respuesta de 
fluorescencia puesto que el ligando dispone de dos átomos más, y mayor 
libertad conformacional por tratarse de un grupo amino alifático en lugar de 
amida. Mediante un ensayo cualitativo similar a los realizados para el resto 
de las sondas no se observaron cambios en la emisión de fluorescencia. 
Además, se determina la respuesta de este fluoróforo en presencia de la 
proteína HSA y nuevamente no se observan cambios en la intensidad de 
fluorescencia (Figura 4.19). En la sección 4.2.2.5 se hace un análisis estructural 
a partir de simulaciones computacionales en donde se propone una 
hipótesis para la falta de respuesta de la sonda en presencia de ambas 
proteínas.  



 

P á g i n a  | 162 
  

 

Figura 4.19. Intensidad de fluorescencia de BDP-Amina (0,1 µM) en HEPES 
(50 mM, pH = 7,2), hCAII (2 μM) y HSA (12 μM) a λem= 540 nm, 

4.2.2.4. Determinaciones con sonda 3HC-Amina 

Medidas de 3HC-Amino en distintos solventes 
La sonda 3HC-Amina es una molécula derivada de 3-hidroxicromona 

por lo que la sensibilidad al entorno se rige por un principio distinto al de los 
BODIPYs expuestos antes. Se realizan una serie de espectros de 
fluorescencia de la sonda en solventes de distinta polaridad tanto próticos 
como no próticos. Se espera un solvatocromismo similar al de su precursor 
FE. A cada espectro se le realiza una deconvolución espectral para 
determinar tanto la posición de las bandas N y T como sus áreas bajo la 
curva. Para el caso de los solventes próticos se realiza el mismo 
procedimiento, pero adicionando la banda A (ver capítulo 3.1.6). 

En los espectros de fluorescencia (Figura 4.20.a y b) se puede observar 
como a medida que aumenta la polaridad del solvente, la banda N se 
desplaza a mayores longitudes de onda y aumenta respecto a T. Este efecto 
puede notarse de manera marcada en la figura 4.20.c en donde los 
espectros se encuentran ordenados por polaridad creciente. Por otro lado, 
para los alcoholes, la separación de bandas deja de ser evidente y se obtiene 
un espectro que parece presentar una sola banda. Este es el efecto 
combinado entre el solapamiento espectral de la banda N sobre la banda T 
que se da en solventes polares y la aparición de la banda aniónica A que se 
dan en solventes próticos como lo son los alcoholes. 
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Figura 4.20 Espectros de emisión para la sonda 3HC-Amina en distintos 
solventes orgánicos próticos y no próticos. a) Con escala normalizada, b) 

con la escala absoluta. c) Visualización de los espectros apilados en orden 
creciente de polaridad (de arriba abajo). 

Las deconvoluciones espectrales muestran dos correlaciones lineales 
entre el parámetro de polaridad ET(30) y la posición de la banda por un lado 
y con la relación de áreas N/T por el otro (Figura 4.21). La posición de la banda 
T no muestra correlación con la polaridad. Estos resultados se encuentran 
en sintonía con los reportados previamente para fluoróforos de esta 
familia.30 
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Figura 4.21. Valores obtenidos de las deconvoluciones espectrales de 3HC-
amina en función del parámetro de polaridad Et(30) para: a) Posición de 

la banda N y T; b) Relación de áreas N/T. 

Determinación cualitativa 
Se realizan una serie de medidas cualitativas para caracterizar la 

respuesta de fluorescencia de 3HC-Amina en presencia de la proteína hCAII. 
Para esto se realiza una medida de la sonda a una concentración de 0,5 µM 
en buffer HEPES (50 mM, pH = 7,2) y se adiciona una solución 0,80 µM de la 
proteína hCAII (Figura 4.22,a). Al adicionar la proteína, la intensidad de 
fluorescencia aumenta en un 400% respecto de la emisión en buffer. De esta 
manera se confirma que hay un cambio de entorno en la sonda, atribuible a 
la presencia del sistema proteico introducido. 

 

Figura 4.22 a) Espectros de emisión de 3HC-Amina (0,5 µM µM) en buffer 
HEPES y al adicionar hCAII (0,80 µM). b) comparación de los valores 

obtenidos de: posición de N (punto azul), relación de áreas entre banda N 
y T (barras negras) y banda A/(N+T) (bandas rojas) para todos los solventes 

medidos junto con hCAII. 
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La forma del espectro de la sonda en presencia de hCA II es 
comparativamente similar a los espectros en los distintos alcoholes, lo que 
denota un entorno polar y en presencia de dadores de protón. Por otro lado, 
la deconvolución espectral muestra que la banda N, su relación de áreas N/T 
y A/N+T de la sonda en presencia de hCA II se posicionan en rangos de 
polaridad situados entre etanol e isopropanol (Figura 4.22.b).  

Titulación secuencial 

Adicionalmente, se realiza una titulación secuencial de la sonda a una 
concentración 0,5 µM y 5% de DMSO en buffer HEPES. Los espectros de la 
titulación muestran un aumento paulatino en la intensidad de fluorescencia 
(Figura 4.23). La isoterma de titulación obtenida se ajusta con el de unión de 
un sitio, obteniéndose una KD = 0,62 µM. Este valor representa una menor 
afinidad, pero se encuentra del orden de los obtenidos para BDP-Amida y 
BDP-Ester (0,23 y 0,37 µM respectivamente) La isoterma no ajusta al modelo 
de dos sitios, confirmando la estequiometria de unión 1 a 1.  

 

Figura 4.23. Titulación de 3HC-Amina (0,5 µM) con hCAII a) Espectros de 
fluorescencia de la titulación. b) Isoterma de titulación 

(KD = 0,62 +/- 0,05 µM y R2 = 0,99). 

De esta manera se concluye que la sonda 3HC-Amino es funcional 
para detectar la proteína hCAII, y para caracterizar el entorno de los bolsillos 
hidrofóbicos.  

4.2.2.5. Análisis computacional de modos de unión 

Modo de unión de BDP-Amida y 3HC-Amina a hCAII 
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Se realizó un docking molecular para las moléculas BDP-Amida y 
3HC-Amina (Figura 4.24 a y b, respectivamente) siguiendo el procedimiento 
descrito en el capítulo 3.2.1. En ambos casos, se observó que los fluoróforos 
quedan expuestos al solvente acuoso, independientemente de la longitud 
del espaciador entre el ligando y el fluoróforo. Esto concuerda con el 
espectro de emisión de 3HC-Amina en hCAII (Figura 4.22), que muestra un 
entorno de polaridad intermedio entre etanol y propanol. Aunque el 
fluoróforo se encuentra expuesto al solvente acuoso, también interacciona 
con la superficie proteica, lo que le confiere cierta hidrofobicidad al entorno, 
similar a la observada en los alcoholes, donde existen puentes de hidrógeno 
en el grupo hidroxilo, pero también una región no polar. 

 

Figura 4.24. Pose de unión e interacciones específicas con residuos de 
hCAII para a) BDP-Amida, b) 3HC-Amina. c). Códigos de colores  

El análisis de las interacciones específicas entre las sondas y los 
residuos de la proteína revela que BDP-Amida presenta dos puentes de 
hidrógeno entre el carbonilo del grupo amida y los carboxilos de las 
asparaginas 64 y 59. Por el contrario, estas interacciones no se encuentran 
en 3HC-Amina. Los valores experimentales de KD respaldan esta 
observación, siendo 0,23 µM para BDP-Amida y 0,62 µM para 3HC-Amina. 
Esto demuestra que hCAII muestra una mayor afinidad por BDP-Amida, lo 
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cual se debe a la presencia de interacciones fuertes, como lo son los puentes 
de hidrógeno. 

Análisis conformacional de BDP-Amina 

Se realizó una dinámica molecular (ver materiales y métodos) 
simulando 100 ns de la sonda BDP-Amina en el bolsillo hidrofóbico de la 
proteína hCAII para explorar si el complejo ligando-proteína es estable en el 
caso de existir unión. Esta sonda a pesar de contener el ligando específico 
para la proteína no muestra cambios experimentales en la emisión de 
fluorescencia en presencia de hCAII y tampoco lo hace para la proteína HSA 
(Figura 4.19).  

Para determinar si el complejo es estable, se analiza la Desviación 
Media Cuadrática (RMSD por sus siglas en inglés, Root Mean Square 
Deviation) respecto a las estructuras de referencia iniciales. Por un lado, se 
considera el RMSD de la estructura proteica y por el otro el del ligando. Como 
muestra la figura 4.25.a el RSMD se estabiliza al principio de la simulación, y 
se mantiene en un rango estable tanto para la estructura de la proteína 
como para el ligando simulado. Esto indica que en el transcurso de los 100 ns 
de simulación el complejo ligando proteína muestra estabilidad. Por otro 
lado, las interacciones específicas entre el ligando y la proteína mostradas 
en la figura 4.25.b muestran incluso mayor cantidad de interacciones 
favorables respecto a la sonda BDP-Amida (Figura 4.25.a). 
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Figura 4.25. a) Desviación Media Cuadrática tomando como referencia el 
esqueleto de la proteína (izquierda) y la sonda (derecha). b) Modo de 

unión e interacciones específicas de BDP-Amina con hCAII. 

Finalmente se realizó una exploración del espacio conformacional 
para BDP-Amina utilizando el método de cálculo CREST (Materiales y 
métodos). La motivación de esta simulación surge de la existencia de 
reportes en los que se encuentran BODIPYs meso sustituidos con 
espaciadores flexibles en los que se forman plegamientos 
intermolecularmente.31, 32 

La conformación más estable encontrada corresponde a la de una 
molécula plegada sobre si misma (Figura 4.26). Una hipótesis que se puede 
proponer es que la conformación encontrada es estable en solución acuosa, 
y que el costo energético necesario para acceder a una conformación 
óptima para la formación del complejo ligando-proteína es elevado. Esta 
hipótesis es apoyada por la evidencia que no se produce la unión tanto en 
hCAII en donde la afinidad se da por el extremo sulfonamida, ni en HSA que 
se da por el extremo BODIPY.  
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Figura 4.26. Conformación más estable para la sonda BDP-Amino 
encontrada con el software CREST. 

4.2.3. Sistema Proteína de unión a ácidos grasos 2 

4.2.3.1. Determinaciones con BDP-Ac 
En primer lugar, se realiza una determinación de unión simple 

tomando dos medidas independientes de BDP-Ac en buffer Tris (50 mM, 
pH = 7,4, 150 mM KCl), y en una solución 9 µM de FABP2 (Figura 4.27.a). La 
concentración de la sonda es 0,1 µM en todos los casos. Al contrario de lo 
esperado para este tipo de sonda se observa un decrecimiento del 78 % en 
la intensidad de fluorescencia al adicionar la proteína. Por otro lado, el valor 
de la señal de fluorescencia obtenido con la sonda en buffer es mayor a las 
obtenidas para sondas que tienen fluoróforos similares como I-BDP o BDP-
Amida. 

Se realizan una serie de determinaciones de la sonda BDP-Ac en 
buffer a diferentes pH. Como muestra la figura 4.27.b, la emisión máxima se 
observa alrededor de pH = 7,5, siendo este el pH utilizado habitualmente en 
proteínas. Este resultado se condice con el hecho el grupo acilo de la sonda 
se encuentra desprotonado puesto que los pKa de los ácidos carboxílicos 
alifáticos rondan en las 4 unidades. La presencia de un grupo carboxilato 
aumenta solubilidad de la sonda explicando así la mayor intensidad de 
fluorescencia en buffer. 
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Figura 4.27. a) Determinación simple de BDP-Ac (0,1 µM) en Tris (50 mM, 
pH = 7,4, 150 mM KCl) y en una solución de FABP-2 (9 µM). b) Emisión de 

fluorescencia de BDP-Ac en función del pH a λem =540 nm 

Se lleva a cabo una titulación secuencial de BDP-Ac 0,1 µM en Tris (50 
mM, pH = 7,4, 150 mM KCl) con una solución de la proteína FABP2 (9 μM). Los 
tiempos de incubación fueron de diez minutos. La intensidad de 
fluorescencia decrece a cantidades crecientes de la proteína, hasta alcanzar 
una meseta (Figura 4.28). Este comportamiento es similar al mostrado por 
H-BDP en HSA (sección 4.2.1.3), con la diferencia que el comportamiento no 
es esperado para esta sonda. La isoterma de titulación se ajusta con el 
modelo de unión a un sitio, obteniendo una KD = 2,36 µM. Al intentar ajustar 
con el modelo de dos sitios, los intervalos de confianza son infinitos, 
indicando una estequiometría de 1:1. 

Los valores bibliográficos de KD para ácidos carboxílicos en este 
sistema corresponden a ácidos grasos de más de 12 carbonos, mostrando 
valores submicromolares.33 Por otro lado, existen reportes de fluoróforos 
acoplados a ácidos alifáticos de cadena corta que no muestran afinidad por 
la proteína  (Figura 4.29.a).34 De esta manera se puede concluir que si bien el 
ácido carboxílico utilizado no aporta la afinidad que aportan sus análogos de 
cadena larga, la sonda en si muestra una afinidad promedio por la proteína. 
Esta conclusión en apoyada por los valores de constantes de disociación de 
otros fluoróforos que se unen a FABP2 como ANS (7,4 µM) y ligandos con 
ácidos carboxílicos con estructuras rígidas como ácido fenofibrico (3,7 µM)35, 

36 (Figura 4.29b y c) 
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Figura 4.28 Titulación de BDP-Ac (0,1 µM) con FABP-2 a) Espectros de 
emisión. b) Isoterma de titulación (KD = 2,36 +/- 0,35 µM; R2 = 0,98). 

 
Figura 4.29. Estructuras de ligandos reportados en literatura para FABP2. 

Finalmente, para encontrar una explicación estructural al quenching 
de la fluorescencia de BDP-Ac en presencia de FABP2, se realiza un docking 
molecular según la metodología mostrada en la sección 3.2.1. La figura 4.30 
muestra que el sitio de unión de la proteína tiene forma similar a un barril 
en el cual la sonda puede ingresar completamente, a diferencia de lo 
observado en hCAII donde el fluoróforo quedaba expuesto a la esfera de 
solvatación de la proteína. Por otro lado, al analizar las interacciones 
específicas, queda en evidencia que el grupo carboxilato hace puente de 
hidrogeno con la Arginina 106 y que el fragmento BODIPY experimenta 
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múltiples interacciones pi-pi con los residuos del sitio de unión. Si bien no 
hay triptófanos en esta proteína, hay dos tirosinas (70 y 117) que 
interaccionan con el BODIPY. El efecto de estos residuos es similar al de los 
triptófanos siendo los principales quenchers en proteínas.37 Se puede 
concluir que al formarse el complejo ligando-proteína se produce el 
quenching de la sonda por lo que la intensidad decrece hasta la saturación 
de los sitios de unión.  

Figura 4.30. a y c) Pose de BDP-Ac (azul) en el sitio de unión de la proteína 
FABP2. b) Interacciones específicas de la sonda con los residuos de la 

proteína.

4.3. Conclusiones 
La metodología propuesta fue optimizada y validada utilizando un 

sistema proteico que une moléculas pequeñas de manera no específica 
(HSA). Los resultados obtenidos se compararon con la información 
bibliográfica disponible, demostrando la precición y robustez del enfoque 
implementado.  
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Se exploraron diversas las técnicas de fluorescencia para I-BDP/HSA 
(intensidad, anisotropía y tiempos de vida estacionarios de flurorescencia), 
permitiendo una evaluación integral de las propiedades intrínsecas de 
fluorescencia sin depender de la concentración. Las determinaciones de 
tiempo de vida mostraron que el aumento de la intensidad de fluorescencia 
en BODIPYs está más relacionado con un aumento en la solubilidad que con 
cambios de volumen libre en el entorno del rotor. Se realizó una titulación 
con detección de anisotropía de fluorescencia utilizando el enfoque 
secuencial. Los valores obtenidos fueron consistentes con los obtenidos por 
intensidad, demostrando nuevamente la robustez del método, incluso ante 
la agregación de los fluoróforos. 

Se determinó con una precisión del 1,2% el ΔGunión de la warfarina por 
HSA, validando así la metodología para identificar inhibidores competitivos 
con KD del orden de las sondas utilizadas. 

En el caso del sistema H-BDP/HSA, se amplió la información 
disponible sobre el sitio de unión del fluoróforo. Se validó la estequiometría 
de unión a un único sitio, determinando corresponde al dominio IIA (sitio 1), 
y se confirmó indirectamente la existencia de FRET entre la proteína y el 
fluoróforo. 

Una vez validada la metodología con HSA, se evaluaron las 
determinaciones de unión y desplazamiento utilizando sondas específicas 
para la proteína hCAII. Se obtuvieron constantes de disociación para las 
sondas BDP-Amida, BDP-Éster y 3HC-Amina a partir de los dos tipos de 
determinaciones propuestas (secuencial e independiente), obteniendo 
resultados congruentes con la bibliografía. Posteriormente, utilizando BDP-
Amida, se realizó un ensayo de desplazamiento con un inhibidor 
competitivo de KD conocido y del orden de los sub-micrimolar. Este ensayo 
permitió estimar con una precisión de 4,15 % de error el ΔGunión, validando así 
la metodología para identificar inhibidores competitivos con KD menores al 
de la sonda utilizada. 

Se realizaron deconvoluciones espectrales de la sonda 3HC-Amina en 
distintos solventes orgánicos próticos y apróticos, además de hCAII lo que 
permitió caracterizar el entorno del sitio de unión. La conclusión es que el 
entorno es prótico pero presenta algo de hidrofobicidad. Estos resultados se 
contrastaron con estudios de docking molecular, mostrando que la región 
3HC de la molécula está expuesta tanto al solvente como a zonas 
hidrofóbicas de la superficie proteica. 
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La sonda BDP-Amina no mostró respuesta de fluorescencia ni en 
hCAII ni en HSA. Las dinámicas moleculares mostraron estabilidad en el 
complejo ligando-proteína en los 100 ns simulados. Sin embargo, un estudio 
conformacional reveló que la conformación más estable es aquella en la que 
la molécula se encuentra plegada sobre sí misma, sugiriendo que el costo 
energético para romper las interacciones intermoleculares es mayor que el 
ΔGunión. Esto se respalda por la falta de unión con HSA donde la región 
molecular responsable del binding es diferente (BODIPY).  

En el caso del sistema BDP-Ac/FABP2, se observó un comportamiento 
contrario al esperado, con un decrecimiento en la intensidad de 
fluorescencia. La constante de disociación, mayor a las reportadas para 
ácidos carboxílicos de cadena larga, sugiere que la sonda presenta afinidad 
por toda su estructura y no solo por el grupo ácido. Esto se correlación con 
los valores de KD reportados para ligandos con ácidos y estructuras rígidas 
acopladas. El estudio del modo de unión de la sonda en el sitio de la proteína 
concluyó que el decrecimiento en la intensidad de fluorescencia se debe a 
que la sonda ingresa completamente a la proteína e interacciona con 
residuos de tirosinas (interacción p-p), que suelen producir quenching de 
fluoróforos en sistemas proteicos. 

Tabla 4.2. Valores de KD y ΔG0
unión determinados comparados con 

referencia. 

Molécula 
KD obtenida, µM 

(ΔG0
unión, Kcal/mol) 

KD referencia, µM 
(ΔG0

unión, 
Kcal/mol) 

Error del ΔG0
unión 

Kcal/mol(%) 

I-BDP 4,09 (-5,96) 2,94 (-6,15) 11 0,19 (3,1 %) 

H-BDP 1,31 (-6,63) 1,97 (-6,40) 20-22 0,23 (3,6 %) 

Warfarina 6,15 (-5,72) 5,5 (-5,79) 17-19 0,07 (1,2 %) 

BDP-
Amida/Éster 

0,30 (-7,50) 0,1 (-8,15) 27 0,65 (8,0 %) 

3HC-Amina 0,6 (-7,05) - - 

EZA 0,011 (-9,45) 0,0055 (-9,86) 28, 29 0,41 (4,15 %) 

BDP-Ac 2,9 (-6,16) 5,8 (-5,75) 35, 36 0,41 (7.1 %) 

Valores promediados respecto a los datos disponible en bibliografía. 
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Finalmente, al analizar todos los datos obtenidos de KD en 
comparación con los datos bibliográficos y evaluar las energías libres (Tabla 
4.2), se comprobó la precisión y robustez de la metodología adoptada. 
Independientemente del tipo de determinación (titulación secuencial única, 
titulación de medidas independientes con réplicas), la variación respecto a 
los datos bibliográficos no superó el 8%. Estos resultados indican que el 
desarrollo de un ensayo simple a partir de las sondas desarrolladas, con la 
metodología aplicada, es factible, obteniendo datos precisos de manera 
rápida y eficiente a pesar de la variabilidad experimental intrínseca. Además, 
los ligandos esperados en campañas de HTS suelen poseer KD en el rango 
de micromolares hasta sub-micromolares. Considerando que los valores de 
las KD obtenidas para las distintas sondas están en el rango de 1-5 µM y que 
la metodología permite identificar ligandos competitivos con KD del mismo 
orden o inferiores, se puede concluir que el ensayo desarrollado es 
transferible a HTS. 
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5.1. Introducción 
En los fluoróforos solvatocrómicos, como las 3HCs (Capitulo 1.1.2), la 

dependencia del entorno se puede medir mediante la diferencia en el 
momento dipolar entre el estado excitado y el fundamental, Δμ, donde un 
mayor valor indica mayor sensibilidad al entorno. Dentro de los métodos 
experimentales para calcular esta magnitud, existen métodos 
espectroscópicos como el modelo propuesto por Lippert-Mataga1, 2 (L-M, 
ecuación 5,1) en donde se calcula Δμ, a través del corrimiento de Stokes en 
diferentes solventes: 

𝜈&%&' − 𝜈&()*+ =
,-."/.#0

$1(
ℎ2%%

[5.1] 

En donde el primer término es el corrimiento de Stokes, Δf es la 

polarizabilidad y ɑ el radio de Onsager. 

Una de las problemáticas de esta metodología es determinar el radio 
de Onsager a utilizar. Este valor habitualmente es calculado usando dos 
enfoques: considerando el diámetro de la molécula de un extremo al otro, o 
se considera la distancia entre el dador y aceptor de carga. El segundo 
enfoque es considerado más acertado.3 La estimación de esta magnitud es 
trivial en moléculas esféricas o cilíndricas en las que la transferencia de carga 
ocurre entre un dador y un aceptor, localizados en los extremos opuestos de 
la molécula (como FE y 7AHC, figura 5.1) pero, es problemático cuando la 
molécula es no lineal, asimétrica y se encuentra influenciada por otros 
grupos electrónicos.  

En este capítulo se explora la influencia de distintos grupos 
electrónicamente acoplados a 3HCs sustituidas en las posiciones 2 y 7 
(Figura 5.1). La síntesis de estas moléculas junto con su caracterización 
espectroscopia se detalla en un trabajo publicado.4 Estos compuestos se 
dividen en dos series: una en la que el grupo dialquilanilino se encuentra 
unido al carbono 7 de la 3-HC (serie 7AHC) y otra en la que está unido al 
carbono 2 (serie FE). Se determinaron diversas propiedades moleculares 
básicas y se calcularon momentos dipolares teóricos utilizando métodos de 
simulación computacional cuántica (QM). Estos datos se contrastaron con 
valores experimentales obtenidos por métodos espectroscópicos para 
estudiar el efecto que tiene la elección del radio de Onsager sobre esta 
magnitud. 
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Figura 5.1. Estructuras de las moléculas estudiadas. En azul se muestra el 
grupo dialquilanilino. 

5.2. Resultados estructurales teóricos 
Los cálculos se realizaron utilizando el software Gaussian 09. La 

metodología adoptada se expone en el capítulo 3.2.3. Las deconvoluciones 
espectrales realizadas se muestran al final del capítulo. 

5.2.1. Optimización de geometría y análisis estructural 
Para obtener los momentos dipolares teóricos es necesario realizar 

una optimización de la estructura molecular. Los valores estructurales 
relevantes (distancias, ángulos y diedros, figura 5.2) de las optimizaciones 
geométricas son expuestas en la tabla 5.1.  
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Figura 5.2 Muestra la numeración de átomos clave, el nombre de los 
fragmentos moleculares y ángulos diedros  

Para todas las moléculas estudiadas los enlaces O(12)-H(13) (oxidrilo) y 
C(4)-O(11) (carbonilo) se alargan en el estado excitado (S1) respecto al estado 
fundamental (S0). El enlace O(11)-H(13) (puente de hidrógeno intramolecular) 
se acorta en S1. Estos cambios indican un fortalecimiento del puente de 
hidrógeno intramolecular en el estado excitado. Sin embargo, para las 
moléculas 7AHC y 1, el puente de hidrógeno se acorta menos y presenta una 
mayor longitud comparado con el resto de las moléculas. Para las moléculas 
con sustituyentes en la posición 2, el enlace C(2)-C(15) se acorta y los ángulos 
diedros β tienden a disminuir, llevando a una geometría más planar. Para las 
moléculas con sustituyentes en la posición 7, el enlace C(7)-C(14) también se 
acorta y los ángulos diedros γ tienden a cambiar, pero no a planarizarse, 
excepto en el caso de la molécula 6, donde el anillo tiofeno en posición 7 
rota, generando planaridad en S1. El acortamiento de los enlaces C(2)-C(15) y 
C(7)-C(14) concuerda con la idea de una transferencia de carga en el estado 
excitado. 

Tabla 5.1. Distancias de enlace L (Å), ángulos< ( ˚ ) y diedros  Y ( ˚ )  para 
las estructuras en estado fundamental (S0) y el primer estado excitado (S1) 

 FE 7AHC 1 3 6 8 

 S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ 

L (C4-O11) 1,23 1,25 +0,02 1,23 1,26 0,03 1,23 1,26 0,03 1,23 1,25 0,02 1,23 1,24 0,01 1,23 1,25 0,01 

L (O12-H13) 0,98 1,01 +0,03 0,97 0,98 0,01 0,98 0,98 0,00 0,98 1,01 0,03 0,98 1 0,02 0,98 1,00 0,02 

L (O11-H13) 1,94 1,73 -0,21 2,05 1,94 -0,11 1,98 1,97 -0,01 1,94 1,73 -0,21 1,95 1,77 -0,18 1,94 1,74 -0,2 

L (C2-C14) 1,45 1,44 -0,01 - - - 1,44 1,40 -0,03 1,45 1,43 -0,02 1,45 1,44 -0,01 1,45 1,44 -0,01 

L (C7-C15) - - - 1,49 1,47 -0,01 1,47 1,47 -0,00 1,47 1,45 -0,02 1,46 1,42 -0,04 - - - 

<  (O11-H13-O12) 121 128 7 118 123 5 120 123 3 121 128 7 121 127 6 121 128 7 

Y β (C3-C2-C14-
C17) 

6,2 -0,1 -6,3 - -  -0,2 -1,1 -0,9 9,4 3,4 -6,0 8,6 3,2 -5,4 12,5 4,3 -8,3 

Y γ (C6-C7-C15-
C16) 

- - - 33,8 39,7 5,9 34,3 31,9 -2,4 34,4 20,7 -13,7 -27,3 0,4 -26,9 - - - 
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Figura 5.3. Estructuras minimizadas en estado fundamental(azul) y 

excitado (rojo) para la molécula 6. 

5.2.2. Análisis de interacciones no covalentes:  
Para la descripción de interacciones no covalentes, se utilizan dos 

magnitudes denominadas Gradiente de Densidad Reducida (RDG, por sus 
siglas en inglés, reduced density gradient, ecuación 5.2) y una función 
denominada Ω (Ecuación 5.3) que integra la densidad electrónica ρ(r) y la 
matriz Hessiana de esta (λ2).5  

                           	 #
	-(6174)9/4

|:;(7)	|
;(7)	;/<

                                                            [5.2]                          

                                   Ω	=	Sign(λ2)ρ(r)	 	 																																															[5.3] 

Los valores de RDG entre 0 y 0,5, describen interacciones débiles o no 
covalentes, como en el caso de un puente de hidrógeno. Por otro lado 
valores positivo de Ω representan un efecto repulsivo, mientras que un valor 
negativo representa un efecto atractivo. A partir de la obtención de la 
densidad electrónica se pueden calcular estas dos magnitudes y graficarlas 
una en función de la otra. La figura 5.4 muestra un diagrama genérico de 
este tipo en donde cada tipo de interacción es remarcada con un círculo de 
color. 
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Figura 5.5. Arriba: Referencia en escala de colores del tipo de fuerza de 

interacción descripto por Ω. Abajo: se muestra un grafico de RDG en 
función de Ω utilizado para el análisis de interacciones no covalentes. Se 

indica que tipo de interacción representa cada “punta”.  

La punta de la izquierda en la figura 5.4 (remarcada en azul) representa 
la fortaleza de los puentes de hidrógeno, de modo tal que para valores más 
negativos de Ω (Sign(λ2), eje x) el enlace de hidrógeno es más fuerte. Para 
todas las moléculas de la serie FE, Ω toma valores más negativos en S1(N*) 
(Figura 5.5), lo que indica un puente de hidrógeno más fuerte en el estado 
excitado. Para 7AHC, los valores se vuelven menos negativos, en 
concordancias con la distancia O(11)-H(13) mostrada en la tabla 5.1. Para 1, no 
observamos un cambio en el valor de Ω. 
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Figura 5.6. Gráfico de la función sign(I2)r versus RDG para a) FE, 3, 6 y 8, b) 
7AHC  y c) 1  en estado fundamental y excitado. Los valores para la punta 
que representa al puente de hidrógeno son marcadas con un círculo azul. 

5.2.3. Análisis de orbitales moleculares de frontera 
Con el fin de tener una noción pictórica de la distribución de la 

densidad electrónica y del carácter de transferencia de carga de las 
transiciones, los orbitales moleculares de frontera (FMOs por sus siglas en 
inglés, frontier molecular orbitals) se muestran en la figura 5.6. En todos los 
casos, el orbital HOMO muestra carácter π, y el LUMO π* lo que indica una 
transición π-π*. Para FE, 3, 6 y 8, la densidad electrónica del HOMO se centra 
en el grupo dietilamino en la posición 2. Por otro lado, 7AHC y 1 muestran la 
densidad electrónica centrada en el grupo dietilamino unido a la posición 7 
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para el mismo orbital, La densidad electrónica en el orbital LUMO está 
centrada en el grupo carbonilo para todos los casos, 

Este resultado muestra una transferencia electrónica desde el grupo 
dador más fuerte (dialquilamino) hacia el carbonilo. Por otro lado, si el grupo 
se encuentra como sustituyente en ambas posiciones, 2 y 7, la transferencia 
se da preferentemente por el grupo sustituyente en 2. Esto es evidente al 
analizar 1 y 6: el orbital HOMO está centrado en el grupo dialquilamino 
independientemente de la posición, pero para 3, que tiene los mismos 
grupos en las posiciones 2 y 7, el HOMO se encuentra en el grupo unido en 
la posición 2. Esto es un primer indicio de que la molécula 3 puede 
enmarcarse en la serie FE. 

 
Figura 5.7 Orbitales moleculares de frontera para 7AHC, FE, 1 ,3 ,6 y 8 

ordenados por gap HOMO-LUMO. 

5.2.4. Densidad de carga 
Las distribuciones de densidad de carga se calcularon mediante la 

suma de las cargas de Mulliken para diferentes fragmentos moleculares, 
como se muestra en la tabla 5-2, y sus diferencias se representan en la figura 
5.7. Los resultados son los siguientes: 

Para 7AHC, en el estado excitado S1 el carbonilo se vuelve positivo y el 
oxidrilo negativo, haciéndose más ácido en lugar de más básico. Aunque las 
simulaciones muestran transferencia de carga y acortamiento del enlace del 
puente de hidrógeno, la repulsion electroestatica entre el carbonilo que se 
vuelve positivo y el proto, explican la ausencia de ESIPT en 7AHC.6  
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Para el resto de las moléculas estudiadas, el carbonilo se vuelve más 
negativo y, por lo tanto, más básico en S1. En 1, ambos sustituyentes se 
vuelven positivos en en el estado excitado, lo cual, junto con el análisis de 
FMOs, explica la emision dual de esta molécula, diferenciandose de 7AHC.4 
Esto deja en evidencia la influencia que tiene el grupo tiofeno unido en la 
posicion 2. 

En la molécula 6, el tiofeno en posición 2 se vuelve más negativo en S1. 
Esta observacion junto con el análisis de FMOs y la tendencia a planarizarse, 
sugiere que la transferencia de carga se encuentra mas deslocalizada en 
comparación con FE.  

Esta es la primer observacion destacable respecto a la problemática 
planteada, puesto que se evidencia el hecho de que cada par de 
sustituyentes deslocaliza mas o menos la carga respecto a las moléculas que 
le dan origien (FE o 7AHC). Este cambio en la deslocalizacion puede tener 
un efecto marcado en el radio de onsager real que hay que tener en cuenta 
a la hora de calcular el momento dipolar. 

Tabla 5-2: Distribución de densidad de carga para el estado fundamental 
y excitado de todas las moléculas estudiadas, Numeración de átomos y 
rotulo de anillos según la figura 5,2, ∆ se refiere a la diferencia entre la 
densidad de carga en el estado excitado y en el estado fundamental. 

Densidad de carga 
 FE 7AHC 1 3 6 8 

 S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ S0(N) S1(N*) ∆ 

A + C -0,18 -0,34 -0,16 -0,31 -0,52 -0,21 0,15 0,04 -0,12 -0,12 -0,19 -0,07 +0,31 +0,25 -0,28 0,14 0,06 -0,08 

B -0,72 -0,67 +0,05 - - - -0,77 -0,45 +0,28 -0,70 -0,67 +0,03 -0,70 -0,65 +0,05 -0,69 -0,64 0,05 

D    -0,63 -0,55 0,07 -0,63 -0,54 +0,09 -0,63 -0,63 0,01 -0,63 -0,75 -0,13 -0.51 -0,38 0,13 

O12 -0,25 -0,22 +0,03 -0,25 -0,27 -0,02 -0,25 -0,25 -0,01 -0,26 -0,22 +0,04 -0,25 -0,22 +0,03 -0,25 -0,22 0,03 

O11 -0,37 -0,39 -0,02 -0,35 -0,43 0,08 -0,36 -0,43 -0,07 -0,37 -0,4 -0,03 -0,37 -0,38 -0,01 -0,37 -0,39 -0,02 

O1    -0,06 -0,09 -0,03 -0,06 -0,09 -0,02 -0,06 -0,09 -0,03 -0,06 -0,09 -0,03 -0,07 -0,10 -0,04 

X(B) -0,06 -0,09 -0,03    -0,03 0,01 +0,04 -0,03 +0,01 +0,03 -0,02 +0,01 +0,04 -0,03 0,02 0,04 

X(D) -0,03 0,00 0,03 -0,03 0,11 0,14 0,14 0,06 -0,08 -0,03 -0,02 +0,01 +0,13 +0,06 -0,07    
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Figura 5.8. Diferencia de densidad de carga entre S0 y S1 para las 

moléculas estudiadas. Los valores y escala de colores representan la 
diferencia de densidad de carga para cada fragmento. 

5.2.5. Momentos dipolares  
Se calcularon los momentos dipolares para los estados S0 y S1 y se 

obtuvieron los ∆μ teóricos (Tabla 5-3). Los vectores de los momentos 
dipolares para cada estado se representan en la figura 5.8. De manera 
general se observa que los momentos dipolares de las moléculas 1, 6 y 8 
varían en la misma dirección que sus análogos monosustituidos 7AHC y FE. 
Notablemente la molécula 3 muestra el menor valor de ∆μ (5,1 D). Los 
vectores de momento dipolar, junto con los FMOs, sugieren que es una 
molécula de la serie FE, con un momento dipolar atenuado debido a la 
influencia del grupo dador fuerte unido en la posición 7. 

Tabla 5.3. Momentos dipolares calculados (µ) para los estados S0, S1 y ∆μ 
para todos los compuestos optimizados. 

Momento Dipolar µ (D) 
 FE 7AHC 1 3 6 8 

 S0(N) S1(N*) ∆µ S0(N) S1(N*) ∆µ S0(N) S1(N*) ∆μ S0(N) S1(N*) ∆μ S0(N) S1(N*) ∆μ S0(N) S1(N*) ∆μ 

 5.7 13.9 8.2 7.3 24.8 17.5 6.6 25.8 19.2 7.4 12.5 5.1 6.4 18.0 11.6 6.0 16.4 10.3 
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Figura 5.9. Momentos dipolares calculados para el estado fundamental S0 
en rojo y excitado S1 en azul para 7AHC, Fe, 1,3,6 y 8. La dirección de la 

flecha va de carga negativa a positiva. 

5.3. Determinación de momentos dipolares 
experimentales 

La diferencia del momento dipolar entre el estado fundamental y 
excitado fue estimada al aplicar la ecuación de L-M (Ecuación 5.1, sección 5,1) 
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a un gráfico del corrimiento de Stokes versus la función de polarizabilidad 
(Ecuación 5.4): 

      [5.4] 

El radio de Onsager fue fijado (Figura 5.9) como 8,89 Å para las 
moléculas que tienen grupos dimetilamino en posición 2 (Serie FE) y 10,75  Å 
para los que tienen dicho grupo en posición 7 (Serie 7AHC)  

 

Figura 5.10. Radio de Onsager considerado como la distancia entre el 
grupo dador y el carbonilo. 

Para determinar correctamente las longitudes de onda de emisión 
para las moléculas que presentan emisión dual utilizadas en el cálculo del 
corrimiento de Stokes se realizaron deconvoluciones espectrales para cada 
molécula en los diferentes solventes utilizados. Para esto se utilizó una 
función Log-normal (LN) tal como se describe en el capítulo 3.1.6. Las 
deconvoluciones espectrales se muestran en la sección 5.6. La longitud de 
onda de absorción se extrae directamente de los espectros de absorción. 
Esta información se encuentra publicada en (Cita) 

5.4. Comparación de los valores experimentales 
y teóricos 

Las diferencias entre los valores teóricos y experimentales se muestran 
en la tabla 5-4. Estas son mínimas para las moléculas que no tienen 
sustituyentes, como FE y 7AHC (5-10%) mostrando una mayor concordancia 
entre los datos simulados y los obtenidos experimentalmente. 
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Tabla 5.4. Δμ teóricos y experimentales para las moléculas estudiadas 
Serie 7AHC Serie FE 

Dye Δμ LM Δμ CC ΔΔμ Dye Δμ LM Δμ CC ΔΔμ 
7AHC 15,9a 17,5 1,6 FE 8,0 8,2 0,2 

1 13,8 19,2 5,4 3 7,8 5,1 -2,7 
    6 8,1 11,6 3,5 
    8 8,1 10,3 2,2 
    

  
  

ΔμLM= Momento dipolar experimental y Δμ CC = Momento dipolar teórico. 
Valores en Debye  

 
Para las series FE y 7AHC a medida que aumenta la deslocalización de 

la molécula, las diferencias entre los valores teóricos y experimentales 
también aumentan (Figura XX). Por otro lado, para 3, el valor experimental 
es menor que el simulado, lo que contrasta con el comportamiento 
observado en el resto de las moléculas.  

 

Figura 5.11. Momentos dipolares experimentales y teóricos para las 
moléculas estudiadas. El ordenamiento va por grado de deslocalización 

creciente de derecha a izquierda 

Considerando de manera integral todos los resultados obtenidos de 
las simulaciones, se puede concluir que se comete un error al considerar 
radios de Onsager fijos para el cálculo del momento dipolar en todas las 
moléculas de la serie. Esta conclusión es clara para la progresión de 
moléculas FE, 8 y 6 en las que a medida que aumenta la deslocalización le 
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diferencia del valor simulado con el experimental aumenta. Esto sugiere 
subestimación del radio de Onsager. Particularmente la molécula 6 muestra 
la transferencia de carga más extendida que sus compañeras de serie. En el 
otro extremo, el compuesto 3, muestra una diferencia negativa entre los ∆μ 
experimentales y teóricos. La deslocalización es menos extendida debido a 
que dos donantes fuertes compiten por la transferencia de carga desde una 
posición opuesta. Si bien la transferencia de carga es más efectiva desde la 
posición 2 el radio de Onsager considerado debería ser más corto que en FE. 

5.5. Conclusiones 
Se realizaron simulaciones computacionales tanto en estado 

fundamental como excitado N* para dos series de 3HCs que presentan 
transferencia de carga desde distintas posiciones. También se calcularon los 
momentos dipolares utilizando métodos espectroscópicos basados en la 
ecuación de L-M. 

Las simulaciones permitieron determinar las variaciones de 
propiedades clave como parámetros geométricos, interacciones 
intermoleculares, FMOS y distribuciones de carga que dejan en evidencia el 
efecto que tienen los distintos grupos sustituyentes en la distancia de 
transferencia de carga. Los resultados obtenidos concuerdan con la 
información experimental y explican el comportamiento de fluorescencia 
para la serie FE. Por otro se encuentra que la ausencia de ESIPT en 7AHC se 
asocia a que en el estado excitado no se ve favorecida la transferencia del 
protón puesto que el carbonilo (carbono 4) se vuelve positivo y el oxidrilo 
(carbono 3) negativo, haciéndose más ácido en lugar de más básico. 

Se contrastaron los datos teóricos de los momentos dipolares con los 
experimentales. Para los últimos, se consideró un radio de Onsager fijo 
correspondiente para la distancia entre el dador y el aceptor de carga para 
las moléculas base 7AHC y FE. Se llega a la conclusión de que considerar el 
radio de Onsager de esta manera en moléculas que tienen más de un grupo 
electrónico acoplado deriva en un error en la determinación de los 
momentos dipolares. Este hecho queda en evidencia en moléculas como 6 
y 1 en las que la deslocalización se extiende a regiones moleculares más 
alejadas del aceptor de electrones, o 3 en donde sucede lo contrario. En 
ambos casos los momentos dipolares se subestima o sobreestima 
respectivamente. 
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Se concluye que para determinar el radio de Onsager en moléculas 
que no tienen el par dador-aceptor en los extremos de la molécula o en las 
que existen otros grupos que afectan electrónicamente a la molécula es de 
vital importancia determinar la distancia a la cual se da la transferencia de 
carga. Esta distancia deja de ser puntual entre dos átomos (dador y aceptor) 
y se puede visualizar como una densidad de carga que migra de una región 
de la molécula hacia otra.  
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Figura 5.12. Deconvolución espectral de 1 en (A) Heptano, (B) 
Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G) 

THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO 
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Figura 5.11. Deconvolución espectral de 3 en (A) Heptano, (B) 
Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G) 

THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO y (L) Etanol. 
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Figura 5.12. Deconvolución espectral de 6 en (A) Heptano, (B) 
Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G) 

THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO y (L) Etanol. 
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Figura 5.13. Deconvolución espectral de 8 en (A) Heptano, (B) 
Metilciclohexano, (C) p-Xileno, (D) Tolueno, (E) Dietil éter, (F) Dioxano, (G) 

THF, (H) Acetato de etilo (I) DCM, (J) Acetona y (K)DMSO y (L) Etanol. 
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Capítulo 6 

Resumen 

6. Resumen
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El desarrollo de nuevos fármacos es un proceso complejo y altamente 
costoso que suele llevar más de una década desde las etapas iniciales de 
investigación hasta la aprobación por parte de la autoridad regulatoria. Las 
campañas de cribado tienen como objetivo encontrar hits factibles para ser 
optimizados en etapas posteriores, pero no necesariamente listas para salir 
al mercado. Encontrar moléculas promisorias de manera precisa en una 
campaña de HTS mejora significativamente el proceso subsecuente de 
desarrollo de fármacos, permitiendo un enfoque más eficiente y dirigido en 
las etapas de optimización. 

Uno de los principales desafíos de la implementación del HTS es el 
desarrollo de ensayos que puedan determinar con exactitud qué molécula 
de la biblioteca a testear produce el efecto biológico deseado. La 
metodología debe ser estadísticamente robusta, reproducible y de bajo 
costo. En particular, los ensayos de fluorescencia destacan por su elevada 
sensibilidad, rápida respuesta y carácter no son destructivos para la muestra. 
Estos ensayos requieren el desarrollo de sondas fluorescentes que se unan 
a la proteína de estudio y que, en presenciade una molécula que actúa sobre 
el blanco proteico, produzcan un cambio en la emisión de fluorescencia. 

Existen dos enfoques principales para la detección de proteínas: el 
enzimático, en el que el cambio de fluorescencia se da por una reacción 
enzimática, y el no enzimático, en el que el cambio ocurre por la unión de la 
sonda a la proteína. El enfoque no enzimático es el menos explorado en la 
literatura y, por ende, cuenta con menos aplicaciones comerciales. Sin 
embargo, presenta ventajas al permite el estudio de una mayor diversidad 
de proteínas y ser extrapolable a otros blancos biológicos mediante la 
modificación de la región molecular de la sonda que proporciona la 
selectividad. 

El objetivo de esta tesis fue, en primer lugar, sintetizar sondas 
fluorescentes sensibles al entorno aplicables a la detección de sistemas 
proteicos no enzimáticos. En segundo lugar, se buscó desarrollar un método 
de fluorescencia robusto, reproducible, confiable y aplicable en un HTS. 

En la introducción se detallan los conceptos básicos del recorrido de 
una molécula para llegar a ser un fármaco comercial, con énfasis en el uso 
de HTS como herramienta primaria para identificar moléculas 
prometedoras a ser optimizadas. También se explican los principios de la 
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espectroscopía de fluorescencia y como esta técnica puede proporcionar 
información sobre el entorno de un fluoróforo. Finalmente, se presenta 
información sobre los dos tipos de fluoróforos utilizados en este trabajo: 3-
hidroxicromonas, sensibles a la polaridad del entorno, y BODIPYs meso 
sustituido, sensibles a la viscosidad o volumen libre del medio. 

En el Capítulo 2 se presentaron las síntesis de distintas sondas 
fluorescentes sensibles al entorno derivadas de 3-hidroxicromonas y 
BODIPYs. Para la síntesis de ambos, se exploraron tanto los enfoques 
tradicionales y actuales. Los BODIPYs fueron sintetizados usando como 
precursores aldehídos y derivados de ácido. En el caso de estos últimos, se 
analizó el uso de cloruros de ácido comerciales y sintetizados en el 
laboratorio, encontrando que la síntesis en el laboratorio introdujo 
impurezas que disminuyeron la eficiencia de la reacción. Para la síntesis del 
fluoróforo Br-3HC, la implementación de rutas modernas de síntesis, como 
el uso de pirrolidina o catalizadores de transferencia de fase no mejoró los 
rendimientos. 

Para la síntesis de las sondas fluorescentes, se exploró la reacción de 
acoplamiento de Sonogashira utilizando ioduros y bromuros de arilo 
acoplados a los fluoróforos. Para estos últimos se hizo un análisis de la 
reactividad y optimización de la síntesis. Se lograron obtener siete sondas 
fluorescentes: cinco específicas para la proteína hCAII, una para FABP2 y una 
última derivada de morfolina, útil para estudiar liposomas.  

En cuanto a la obtención de las sondas específicas para hCAII, los 
rendimientos fueron inferiores a los esperados en la reacción de 
Sonogashira. Los ligandos derivados de sulfonamidas presentaron 
problemas de solubilidad, lo que afectó negativamente los rendimientos 
finales.  

En el Capítulo 4, la metodología propuesta fue optimizada y validada 
utilizando un sistema proteico que une moléculas pequeñas de manera no 
específica (HSA). Se utilizaron tres de los fluoróforos generados (I-BDP, H-
BDP y BDP-morfolina), para los cuales se realizaron múltiples titulaciones, 
detectando intensidad de fluorescencia como señal. Los resultados 
obtenidos se compararon con la información bibliográfica disponible, 
demostrando la precisión y robustez del enfoque implementado.  
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El comportamiento intrínseco de fluorescencia fue explorado para el 
sistema I-BDP/HSA, utilizando anisotropía y tiempos de vida de 
fluorescencia, que no dependen de la concentración de fluoróforo como sí 
lo hace la intensidad. Los resultados de tiempo de vida mostraron que el 
aumento de la intensidad de fluorescencia en BODIPYs está más 
relacionado con un incremento en la solubilidad que con cambios en el 
volumen libre en el entorno del rotor. Además, la titulación detectando 
anisotropía fue consistente con los resultados obtenidos utilizando 
intensidad de fluorescencia, lo que refuerza la robustez del método, incluso 
ante fenómenos de agregación de los fluoróforos. 

Se determinó con una precisión del 1,2% el ΔGunión de la warfarina por 
HSA, validando así la metodología para identificar inhibidores competitivos 
con KD del orden de las sondas utilizadas.  

En el caso del sistema H-BDP/HSA, se amplió la información 
disponible sobre el sitio de unión del fluoróforo. Se validó la estequiometría 
de unión a un único sitio, determinando que corresponde al dominio IIA 
(sitio 1), y se confirmó indirectamente la existencia de FRET entre la proteína 
y el fluoróforo. 

Una vez validada la metodología con HSA, se evaluaron las 
determinaciones de unión y desplazamiento utilizando sondas específicas 
para la proteína hCAII. Se obtuvieron constantes de disociación para las 
sondas BDP-Amida, BDP-Éster y 3HC-Amina a partir de los dos tipos de 
determinaciones propuestas (secuencial e independiente), obteniéndose 
resultados congruentes respecto a moléculas similares reportadas en 
bibliografía. Posteriormente, utilizando BDP-Amida, se realizó un ensayo de 
desplazamiento con un inhibidor competitivo de KD conocida y del orden de 
los sub-micromolar. Este ensayo permitió estimar con una precisión de 4,15 
% de error el ΔGunión, validando así la metodología para identificar inhibidores 
competitivos que muestran un rango de KD que va de micromolar, a 
submicromolar. 

Se realizaron deconvoluciones espectrales de la sonda 3HC-Amina en 
distintos solventes orgánicos próticos y apróticos, además de hCAII, lo que 
permitió caracterizar el entorno del sitio de unión. Los resultados obtenidos 
indicaron que el entorno al que se une la sonda es prótico pero presenta algo 
de hidrofobicidad. Esta observación experimental se contrastó con estudios 
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de docking molecular, que mostraron un entorno expuesto al solvente, pero 
en las inmediaciones de las zonas hidrofóbicas de la superficie proteica.  

La sonda BDP-Amina no mostró respuesta de fluorescencia ni en 
hCAII ni en HSA. Se realizaron dinámicas moleculares que mostraron 
estabilidad en el complejo ligando-proteína en los 100 ns simulados. Sin 
embargo, un estudio conformacional a partir de métodos computacionales 
semi-empiricos reveló que la conformación más estable es aquella en la que 
la molécula se encuentra plegada sobre sí misma, sugiriendo que el costo 
energético para romper las interacciones intermoleculares es mayor que el 
ΔGunión. Esto se respalda por la falta de unión con HSA donde la región 
molecular responsable del binding es diferente (BODIPY). 

En el caso del sistema BDP-Ac/FABP2, se observó un comportamiento 
contrario al esperado, con un decrecimiento en la intensidad de 
fluorescencia. La constante de disociación, (mayor a las reportadas para 
ácidos carboxílicos de cadena larga), sugiere que la sonda presenta afinidad 
a la proteína por toda su estructura en sí, y no solamente por la región del 
ácido carboxílico. Esto se correlaciona con los valores de KD reportados para 
ligandos con ácidos de cadena corta y estructuras rígidas acopladas. El 
estudio del modo de unión de la sonda en el sitio de la proteína concluyó 
que el decrecimiento en la intensidad de fluorescencia se debe a que la 
sonda ingresa completamente a la proteína e interacciona con residuos de 
tirosinas (interacción pi-pi). Estos residuos suelen producir quenching de 
fluoróforos en sistemas proteicos.  

Finalmente, al comparar en conjunto todos los valores obtenidos de 
KD con los datos bibliográficos y convertirlos a energías libres, se confirmó la 
precisión y robustez de la metodología adoptada. Aunque el objetivo 
principal de esta tesis no es el de desarrollar una metodología para 
determinar la KD con precisión, la exactitud obtenida resalta la robustez del 
método. Esto es así puesto que los valores de KD son la única métrica 
disponible para comparar los resultados obtenidos con datos reportados en 
bibliografía.  

Independientemente del tipo de determinación (titulación secuencial 
única o medidas independientes con réplicas), el error en las 
determinaciones no superó el 8%. Estos resultados indican que el desarrollo 
de un ensayo simple a partir de las sondas desarrolladas, con la metodología 
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aplicada, es factible, obteniendo datos precisos de manera rápida y eficiente 
a pesar de la variabilidad experimental intrínseca. Dado que los valores de 
KD obtenidos para las distintas sondas se encuentran en el rango de 1-5 µM 
y que la metodología permite identificar ligandos competitivos con KD del 
mismo orden o inferiores, se puede concluir que el ensayo desarrollado es 
transferible a condiciones de HTS. 

En el Capítulo 5 se realizaron simulaciones computacionales tanto en 
estado fundamental como excitado para dos series de 3HCs que presentan 
transferencia de carga desde distintas posiciones. También se calcularon los 
momentos dipolares utilizando métodos espectroscópicos basados en la 
ecuación de L-M. Las simulaciones permitieron determinar las variaciones 
de propiedades clave como parámetros geométricos, interacciones 
intermoleculares, FMOS y distribuciones de carga que dejan en evidencia el 
efecto que tienen los distintos grupos sustituyentes en la distancia de 
transferencia de carga. Los resultados obtenidos concuerdan con la 
información experimental y explican el comportamiento de fluorescencia 
para la serie FE. Por otro lado, se encontró que la ausencia de ESIPT en 7AHC 
se asocia a que en el estado excitado no se ve favorecida la transferencia del 
protón, puesto que el carbonilo (carbono 4) se vuelve positivo y el oxidrilo 
(carbono 3) negativo, haciéndose más ácido en lugar de más básico. 

Se contrastaron los datos teóricos de los momentos dipolares con los 
experimentales. Para los últimos, se consideró un radio de Onsager fijo 
correspondiente para la distancia entre el dador y el aceptor de carga para 
las moléculas base 7AHC y FE. Se concluye que considerar el radio de 
Onsager de esta manera en moléculas que tienen más de un grupo 
electrónico acoplado deriva en un error en la determinación de los 
momentos dipolares. Este hecho queda en evidencia en moléculas como 6 
y 1, en las que la deslocalización se extiende a regiones moleculares más 
alejadas del aceptor de electrones. 
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