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RESUMEN

Los compuestos organicos que presentan un proceso eficiente de absorcion de dos
fotones (TPA) tienen diversas aplicaciones, ejemplo de ello es la Microscopia de
Absorcion de dos Fotones (TPM) por lo que han atraido recientemente gran interés
por la comunidad cientifica. Esto ha generado una demanda para desarrollar nuevos
colorantes con altos valores de seccion transversal de TPA, los requerimientos
necesarios para poder sintetizar este tipo de compuestos son estructuras -
conjugadas, con grupos donadores y aceptores de electrones asi como puentes -
polarizables, altos valores de eficiencia cuantica de fluorescencia y una buena
compatibilidad con medios bioldgicos, sin embargo la toxicidad de los disolventes
en los cuales son solubles los compuestos organicos limita su uso en TPM, por lo
que se han buscado métodos para introducir éste tipo de compuestos en medios
acuosos. Para evitar estas limitaciones, la nanociencia ha proporcionado
recientemente métodos para introducir moléculas organicas en medios biolégicos
como el agua. Por ejemplo, siguiendo estos métodos, se pueden sintetizar
suspensiones acuosas de nanoparticulas organicas’, esferas de latex cargadas con
colorante? y nanoparticulas de silice dopadas con colorante®. Entre estos métodos,
éste ultimo es particularmente atractivo debido a que la encapsulacion con silice
hace que presenten diversas ventajas como excelente biocompatibilidad, no son
toxicas, Opticamente transparentes, altamente hidrofilicas y el revestimiento de

silice protege al fluoroforo del ambiente quimico externo.

Basados en las caracteristicas necesarias para desarrollar fluoréforos con un
proceso eficiente de absorcién de dos fotones, se realizé la sintesis quimica via
arilacion directa de dos familias de compuestos con estructura donador-aceptor
derivados del mismo donador, fluoreno el cual presenta excelente propiedades
como son alta eficiencia cuantica de fluorescencia, alta fotoestabilidad vy
propiedades Opticas no lineales, asi como un excelente transporte de huecos, los
grupos aceptores utilizados fueron benzotiadiazol (BT) el cual tiene un intervalo de
energia angosto, deficiente de electrones y en combinacion con el fluoreno da

fluoroforos verdes altamente fluorescentes* el otro grupo aceptor utilizado es la



tienopirrolodiona (TPD) la cual es una molécula simétrica, compacta y los
compuestos derivados de ella dan una estructura coplanar y rigida.® Se realizd
también la caracterizacion fisicoquimica de los compuestos sintetizados de las dos
familias mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de una y dos dimensiones,
Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC), Analisis Termogravimétrico (TGA),
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), Infrarrojo Transformada de Fourier (FT-
IR), Ultravioleta-visible (UV-vis) de absorcién y Emision. A partir de los compuestos
sintetizados se fabricaron NPs de silice mediante un proceso de microemulsién y se
caracterizaron mediante espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-vis) de absorcion y
emision, fluorescencia de rayos X (XRF), Microscopia Electrénica de Barrido de
Emision de Campo (FESEM), finalmente se analizaron mediante el microscopio de
fluorescencia para determinar de esta manera si en algun trabajo futuro las

nanoparticulas podrian ser usadas como biomarcadores.

En la familia del BT se sintetizaron compuestos con diferentes pesos moleculares
desde 768 g/mol para el caso de M1 que es la unidad monomérica, tres oligdmeros
(O1aH, O1aT, O1b) y dos polimeros (P1bT y P1cT), P1cT es el de mayor tamafo
con un peso molecular medio numérico Mn = 6086 +/- 1.4 g/mol, los cuales
presentan alta estabilidad térmica por arriba de 378 °C, altos valores de eficiencia
cuantica de fluorescencia (QY), 92% en solucién de THF para el caso de M1. La
seccién transversal de absorcion de dos fotones se midi6 mediante el método de
Fluorescencia Excitada por dos Fotones (TPEF) que dio un valor maximo de 18 GM
a 730 nm para O1b y 2421 GM para O1aT a 760 nm en solucion de THF y 55 GM
para NPS O1b. Las NPs fabricadas de silice dopadas con los compuestos derivados
de BT tienen diametros por debajo de 60 nm. Se realizd el analisis de O1b y NPS
O1b a través de la técnica XRF con la finalidad de determinar la composiciéon
quimica de las diferentes muestras y asi comparar los resultados obtenidos de las
nanoparticulas con la solucion de O1b, los elementos presentes que se obtuvieron
fueron Si (debido al recubrimiento con silice), S y Br, elementos presentes en el
dimero O1b, con lo que se puede corroborar la presencia del mismo en las
nanoparticulas, apoyando asi los resultados obtenidos en los espectros de

absorcion y emision en donde se observan las mismas bandas de absorcién y
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emision con igual forma en los espectros de las nanoparticulas NPS O1b

comparado con los espectros de la solucion O1b.

Al analizarse las NPs en el microscopio confocal y multifotonico, las NPS O1aH y

NPS O1b tuvieron fluorescencia excitada por la absorcion de uno y dos fotones.

En la familia de la TPD se sintetizaron tres polimeros (P2aH, P2aT y P2bT) con
pesos moleculares de Mn = 1404 +/- 0.5, 3015 +/- 0.8 y 2871 +/- 3.7 g/mol,
respectivamente. P2aH presento la eficiencia cuantica de fluorescencia mas alta de
la familia 66 % en solucidon de THF. Se obtuvo un diametro promedio de las
nanoparticulas menor a 70 nm. Al analizar las nanoparticulas en los microscopios

de fluorescencia solo se obtuvo emision en el microscopio confocal con NPS P2aH.



ABSTRACT

Organic compounds that have an efficient absorption process of two photons (TPA)
have many applications, for example, the Two Photons Absorption Microscopy
(TPM), which has recently attracted great interest in the scientific community. This
has generated a demand to develop new dyes with high TPA cross-section values,
the necessary requirements to be able to synthesize this type of compounds are -
conjugated structures, with donor and acceptor electron groups as well as TI-
polarizable bridges, high values of quantum vyield of fluorescence and a good
compatibility with aqueous biological systems, however the toxicity of the solvents in
which the organic compounds are soluble limits its use in TPM, so methods have
been sought to introduce this type of compounds in aqueous media . To avoid these
limitations, nanoscience has recently provided methods to introduce organic
molecules into biological media such as water. For example, following these
methods, aqueous suspensions of organic nanoparticles’, dye-loadded latex
spheres? and dye-doped silica nanoparticles® can be synthesized. Among these
methods, the latter is particularly attractive because the encapsulation with silica
makes them have a lot of advantages such as excellent biocompatibility, they are
not toxic, optically transparent, highly hydrophilic and the silica coating protects the

fluorophore from the external chemical environment.

Based on the characteristics necessary to develop fluorophores with an efficient
absorption process of two photons, chemical synthesis was carried out via direct
arilation of two families of compounds with donor-acceptor structure derived from the
same donor, fluorene which presents excellent properties such as high fluorescence
quantum efficiency, high photostability and non-linear optical properties, as well as
an excellent transport of holes, the acceptor groups used were benzothiadiazole
(BT) which has a narrow energy gap, deficient in electrons and in combination with
fluorene gives green fluophores highly fluorescent, the other group acceptor used is
thienopyrrolodione (TPD) which is a symmetric, compact molecule and the
derivative compounds give a coplanar and rigid structure, as well as the

physicochemical characterization of the synthesized compounds of the two families
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by means of one- and two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Gel
Permeation Chromatography (GPC), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential
Scanning Calorimetry ( DSC) and Fourier Transform Infrared (FT-IR), Ultraviolet-
visible (UV-vis), Emission (PL), cyclic voltammetry (CV). Silica nanoparticles were
manufactured from the synthesized compounds by means of a microemulsion
process and were characterized by means of ultraviolet-visible, emission, scanning
electron microscopy of field emission (FESEM), finally they were analyzed by means
of the fluorescence microscope to determine this so if in some future work the

nanoparticles could be used as biomarkers.

In the BT family compounds with different molecular weights from 768 g / mol were
synthesized for the case of M1 which is the monomeric unit, three oligomers (O1aH,
O1aT, O1b) and two polymers (P1bT and P1cT), P1cT is that of larger size with a
number-average molecular weight Mn = 6086 +/- 1.4 g / mol, which have high
thermal stability above 378 °C, 92% in solution of THF for the case of M1, which is
desirable for the type of application sought for these compounds. The cross section
of absorption of two photons (TPA) was measured by the method of Two Photon
Excited Fluorescence (TPEF) that gave a maximum value of 18 GM at 730 nm for
O1b and 2421 GM for O1aT at 760 nm in THF solution and 55 GM for NPS O1b.
The nanoparticles made of silica doped with the compounds derived from BT have
diameters below 60 nm. The analysis of O1b and NPS O1b was carried out through
the XRF technique in order to determine the chemical composition of the different
samples and thus compare the results obtained from the nanoparticles with the
solution of the O1b, the present elements that were obtained were Si (due to the
coating with silica), S and Br, elements present in the dimer O1b, which can
corroborate the presence of the O1b in the nanoparticles, thus supporting the results
obtained in the absorption and emission spectra where they are observed the same
absorption and emission bands with the same shape in the spectra of the NPS O1b

nanoparticles compared with the spectra of the parent O1b solution.
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When analyzing the nanoparticles in the confocal and multiphoton microscope NPS
O1aH and NPS O1b had fluorescence excited by the absorption of one and two

photons.

In the TPD family, three polymers were synthesized (P2aH, P2aT and P2bT) with
molecular weight of Mn = 1404 +/- 0.5, 3015 +/- 0.8 and 2871 +/- 3.7 g/mol,
respectively. P2aH presented the highest fluorescence quantum yield of the 66%
family in THF solution. An average diameter of the nanoparticles less than 60 nm
was obtained. When analyzing the nanoparticles in the fluorescence microscopes,

emission was only obtained in the confocal microscope with NPS P2aH.
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Figura 29.- Espectros de RMN de 'H de a) M1, b) O1aH, C) O1aT, d) P1bT, e)
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Figura 33.- Espectros de FT-IR de los compuestos derivados de a) benzotiadiazol
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Figura 34.- Espectro de masas de M1 mediante impacto electronico (El) a 70 eV.
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Figura 36.- Termogramas de los compuestos derivados de a) benzotiadiazol y b)

tienopirrolodiona
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Figura 40.- Analisis morfolégico de NPS O1aH a) distribucion de tamaros

obtenidos mediante FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS O1aH
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obtenidas a X100K y c) a X150K en el microscopio electronico de barrido de

emision de campo.
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obtenidos mediante FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS P1bT
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Figura 44.- Analisis morfolégico de NPS P2bT a) distribucion de tamafios
obtenidos mediante FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS P2bT
obtenidas a X100K y c) a X150K en el microscopio electronico de barrido de

emisién de campo.
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Figura 45.- Lineas de fluorescencia de rayos X detectadas de una muestra de
NPS O1b.
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multifotonico a 800 nm. b) de NPS O1b en modo confocal a 448 nm y en modo
multifotonico a 950 nm, c¢) de NPS P1bT en modo confocal a 480 nm y ¢) NPS

P2aH modo confocal a 448 nm.
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78

XXI




Figura 48.- (a) Superposicion espectral entre el espectro de fluorescencia 80
inducida por la absorcion de uno y dos fotones de O1b. (b) Valor de secciones
transversales de TPA de O1b en THF para el rango de excitacion de longitud de

onda de 680 — 870 nm (c) Valor de secciones transversales de TPA de NPs O1b

en H20 para la regién de longitud de onda de 680 — 870 nm.

Figura 49.- Estructura de rayos X en monocristal de M1. 85
Figura 50.- Termograma de O1aH 86
Figura 51.- Termograma de O1aT 87
Figura 52.- Termograma de O1b 87
Figura 53.- Termograma de P1bT 88
Figura 54.- Termograma de P1cT 88
Figura 55.- Termograma de P2aH 89
Figura 56.- Termograma de P2aT 89
Figura 57.- Termograma de P2bT 90
Figura 58.- DSC P1bT 90
Figura 59.- P1cT 91
Figura 60.- DSC P2aH 91
Figura 61.- DSC P2aT 91
Figura 62.-DSC P2bT 92

XXII




CAPITULO 1.- INTRODUCCION

La fluorescencia es uno de los fendmenos fisicos mas utilizados en microscopia
bioldgica y analitica, sobre todo por su alto grado de sensibilidad y especificidad. La
microscopia de fluorescencia incluso permite a los usuarios determinar la
distribucion de una sola especie de molécula, su cantidad y su ubicacion dentro de
una célula. Se pueden realizar estudios de localizacion e interaccion, y se pueden
observar las concentraciones de iones y procesos intra y extracelulares como la

endocitosis y la exocitosis.

A lo largo de los afios, muchas de las mejoras técnicas realizadas a los microscopios
se centran en el aumento del contraste entre la sefial y el fondo. Un claro ejemplo
es la microscopia de fluorescencia o microscopia confocal ya que resalta solo los
objetos de interés en un fondo negro. Debido a su selectividad intrinseca, las
imagenes de fluorescencia se han convertido en el pilar de la microscopia para
aplicaciones biomédicas. Durante las ultimas décadas, disefiado una gran variedad
de marcadores biologicos para tefiir practicamente cualquier aspecto imaginable de

los sistemas bioldgicos.®

La optica del microscopio confocal esta disefiada para irradiar y colectar la luz
emitida por moléculas fluorescentes situadas en un mismo plano focal del espacio
tridimensional. Dicho microscopio cumple las siguientes cuatro funciones: 1)
entregar luz de excitacion de las longitudes de onda apropiadas para el espécimen,;
2) separar la luz de excitacion de la fluorescencia emitida; 3) recoger la mayor
cantidad de fluorescencia emitida dada por los fluoréforos como sea posible; y 4)
permitir la observacion de detalles finos en el espécimen. Aunque la microscopia
confocal proporciona una capacidad de seccionamiento 6ptico de alta resolucion,
tiene algunos problemas inherentes como la apertura confocal que reduce la senal
de fluorescencia debido a la exclusion de planos adyacentes o fuera de foco, se
necesita una mayor potencia de excitacion de la luz UV, azul o verde, lo que

aumenta la posibilidad de fotoblanqueo en el agente de contraste utilizado, mientras



que la alta energia de los fotones de dicha luz UV o visible puede inducir dafios en

la muestra bioldgica en estudio.”

La microscopia de fluorescencia de excitacion de dos fotones (TPM) es una
tecnologia de imagen tridimensional que se basa en la excitacion no lineal de
fluoroforos y fue inventada por Denk et al8 1991. La TPM es considerada un
revolucionario desarrollo en las imagenes bioldgicas que ha ganado gran
aceptacion en la comunidad biomédica debido a que presenta mayores ventajas a
comparacion de la microscopia de fluorescencia confocal por sus cuatro Unicas
capacidades: 1) TPM reduce el fotodafio y permite imagenes de especimenes vivos
2) puede obtener imagenes de especimenes turbios con una resolucion
submicrométrica hasta una profundidad de unos pocos cientos de micrometros
debido al uso de luz de excitacidon en un rango espectral de infrarrojo cercano (650
— 1000 nm), 3) TPM permite obtener imagenes de alta sensibilidad al eliminar la
contaminacion de la sefial de fluorescencia por la luz de excitacion. 4) localizacién
tridimensional del volumen de excitacion (reduccidn del fotobloqueo por excitacion
selectiva del volumen focal mediante limitacién de la excitacién de fluorescencia

dentro de un volumen focal de tamafio de femtolitro.®

La TPA es un proceso Optico no lineal de tercer orden cuya magnitud es
proporcional al cuadrado de la intensidad de la luz. La magnitud de TPA se puede
cuantificar mediante la introduccién del parametro llamado seccion transversal TPA
(oTPa). Este parametro se suele expresar en unidades Goppert-Mayer: 1 GM = 10"
S0cmds/foton.’ En la Figura 1 se muestra una comparacion entre la absorcion de
uno y dos fotones, en ambos casos después de cualquiera de los procesos de
excitacion, el fluoréforo se relaja hasta el nivel de energia mas bajo de los primeros
estados electronicos excitados a través de procesos vibracionales. Los

subsiguientes procesos de emision de fluorescencia.
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Figura 1.- Diagrama de Jablonski para excitacion de un fotdn (a) y dos fotones (b) El estado inicial
(S0-V0) y final (S1-VN) tienen paridad opuesta. Los estados inicial (S0-V0) y final (S1-VN’) tienen la

misma paridad.®

Los colorantes fluorescentes organicos comerciales habituales utilizados
actualmente en la formacién de imagenes en la TPM presentan valores de seccion
transversal de TPA muy pequefio comunmente en el intervalo de 1-100 GM (1 GM
= 10-50 cm* s)"!, baja intensidad de fluorescencia, baja fotoestabilidad lo que hace
que los fluoréforos organicos comerciales no sean adecuados para la deteccién de
alta sensibilidad y monitoreo en tiempo real, por lo que en la actualidad uno de los
principales objetivos de la microscopia de fluorescencia de dos fotones es el disefio
y sintesis de nuevos materiales con alta actividad bifotdnica con la finalidad de
utilizarlos como fluoréforos conocidos como biomarcadores o agentes de contraste
y que cumplan ademas con requerimientos como alto rendimiento cuantico de
fluorescencia, alta absorbancia, resistente al fotoblanqueo, suficiente estabilidad in

vitro e in vivo;, adecuada dispersabilidad en medios bioldgicos y no ser toxicos.'?

Se ha encontrado que los compuestos organicos fluorescentes, que presentan en
su estructura grupos donadores, aceptores, puentes 11 polarizables, pueden tener

altas propiedades de TPA. Sin embargo, la toxicidad de los disolventes organicos



en los que son solubles limita enormemente sus aplicaciones en la TPM, sin
embargo se han hecho estudios recientes los cuales se han centrado en desarrollar
meétodos para traer moléculas organicas a medios bioldgicos como el agua, ejemplo
de ello son las nanoparticulas fluorescentes de silice (SiNPs) las cuales contienen
fluoréforos organicos y presentan muchas ventajas: tienen una excelente
biocompatibilidad, no son téxicos, altamente hidrofilicas, O&pticamente
transparentes, ajustables en tamafio y facilmente modificables con diversas
biomoléculas, ademas han demostrado ser inocuas y han sido ampliamente
investigadas en la aplicacion de la entrega de genes como portadores de ADN, la
terapia fotodinamica como portadores de fotosensibilizadores y la bioimagen como
nanopruebas. La matriz externa de la cubierta de silice protege a los fluoroforos de
los factores externos como reacciones quimicas y proporciona una capa hidréfilica
para las nanoparticulas lo que aumenta la fotoestabilidad y la biocompatibilidad de

los colorantes fluorescentes organicos.'3

Se ha encontrado que los polimeros'-15 y moléculas'® con estructura donador-
aceptor han sido utilizadas en la fabricacion de nanoparticulas para aplicaciones
como biomarcadores en la TPM, en la Figura 2 se muestran ejemplos de ellos. La
estructura 17 es un polimero a partir del cual se fabricaron NPs las cuales se
utilizaron como agentes de contraste para teiir células de cancer de mama, la
estructura 2'® se ha utilizado para fabricar nanoparticulas y a partir de las mismas
se han tenido células de Hela, a partir de la molécula 3" se fabricaron
nanoparticulas y se han tefido células de cancer de mama y a partir de la estructura
420 se han fabricado nanoparticulas de silice con receptores de folato usadas para

el biomarcaje de células cancerosas.

La arilacion directa presenta diversas ventajas sobre las reacciones de
acoplamiento tradicionales como son: un menor numero de pasos sintéticos,
ademas de que no tiene subproductos organometalicos o que hace que sea una

alternativa verde. 2!



Figura 2.- Ejemplos de moléculas y polimeros con estructura donador-aceptor de las cuales se han

sintetizado nanoparticulas para aplicaciones como la TPM.



Hipotesis.

Los compuestos organicos basados en los fragmentos benzotiadiazol vy
tienopirrolodiona podrian funcionar como biomarcadores para la microscopia de
fluorescencia de excitacion de dos fotones debido a que tienen una arquitectura
electrénica lineal del sistema 1T-conjugado, con una estructura donador-aceptor,
altos valores de eficiencia cuantica de fluorescencia en solucion, ademas de formar

nanoparticulas de silice dopadas compatibles con sistemas biologicos.
1.1 Objetivos.
1.2.1 General.

Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente compuestos organicos derivados de
benzotiadiazol y tienopirrolodiona con estructura donador-aceptor via directa y
fabricar nanoparticulas dopadas con los mismos, asi como medir la fluorescencia
excitada por la absorcidon de uno y dos fotones de los compuestos en soluciéon y en

nanomateriales.
1.2.2 Especificos.

- Sintetizar dos familias de compuestos organicos via arilacion directa con una
estructura donador-aceptor derivados de dos fragmentos aceptores, benzotiadiazol

y tienopirrolodiona con el mismo grupo donador, fluoreno.

- Evaluar en cada familia la influencia que tiene el aumento de la conjugacion del
esqueleto 1r-conjugado (aumento del peso molecular) en las propiedades 6pticas

de los compuestos obtenidos

- Caracterizar fisicoquimicamente (RMN, FT-IR, GPC, DSC-TGA, espectrometria de

masas) de los compuestos organicos sintetizados.

- Fabricar de nanoparticulas (NPs) de silice dopadas con los compuestos organicos
sintetizados y realizar un analisis morfologico de estas mediante el microscopio

electronico de barrido de emisién de campo (FESEM).



- Realizar la caracterizacién 6ptica lineal (absorcion y emisién por la absorcion de
un fotén) y no lineal (emisién inducida por la absorcion de dos fotones) los

compuestos sintetizados y sus NPs.

- Analizar la fluorescencia generada por la absorcion de uno y dos fotones en los

microscopios confocal y multifotonico, respectivamente.
1.3 Justificacion.

En la microscopia de fluorescencia de excitacion de dos fotones se utilizan laseres
con longitudes de onda en el infrarrojo cercano, en donde las células son
relativamente transparentes por lo que no dafan los tejidos. Los colorantes
comerciales tienen bajos valores de seccion transversal de TPA e insuficiente
estabilidad, lo que hace que no sean adecuados para la TPM. En este trabajo de
investigacion se realizara la sintesis de compuestos via arilacion directa derivados
de benzotiadiazol y tienopirrolodiona los cuales presentan una arquitectura
electronica lineal del sistema Tt-conjugado con elevada planaridad y alta
conjugacion lo cual favorece el transporte de carga intramolecular, ademas de tener
una estructura donador-aceptor. Se fabricaran nanoparticulas de silice dopadas con
los fluoréforos sintetizados y utilizando los microscopios confocal y multifotén se
evaluara la fluorescencia generada por las nanoparticulas por la excitacion de uno
y dos fotones respectivamente para su posible aplicacibn como marcadores

bioldgicos.
1.4 Alcance

En este trabajo de investigacion comprendera la sintesis quimica via arilacion
directa, caracterizacion fisicoquimica (RMN, FT-IR, UV-vis, GPC, TGA-DSC,
espectrometria de masas, Rayos-X) de dos familias de compuestos derivadas de
BT y TPD con una estructura donador-aceptor, asi como la fabricacién de
nanoparticulas de silice dopadas con los compuestos sintetizados y caracterizacion
Optica y morfolégica de las mismas. Esto servira de base para estudios posteriores
que conlleven la aplicacién de dichas nanoparticulas como marcadores biologicos.



CAPITULO 2.- MARCO TEORICO
2.1 Luminiscencia

La luminiscencia es la propiedad de la materia de emitir luz procedente de estados
electronicamente excitados.?? La palabra luminiscencia, que viene del latin (lumen
= |luz), fue introducida por primera vez como luminescenz por el fisico e historiador
de la ciencia Eilhardt Wiedemann en 1888. En la Tabla 1 se muestran los tipos de

luminiscencia de acuerdo con su modo de excitacion.

Tabla 1.- Clasificacion de la luminiscencia segun la fuente de excitacion.

Tipos de luminiscencia Fuente de excitacion
Fotoluminiscencia (fluorescencia, | Absorcion de luz (fotones)
fosforescencia, fluorescencia
retardada)
Radioluminiscencia Radiacion ionizante (Rayos X, a, 3, y)
Catodoluminiscencia Rayos catodicos (rayos de electrones)
Electroluminiscencia Corriente eléctrica
Termoluminiscencia Calefaccion después del almacenamiento previo de

energia (Por ejemplo, irradiacién radiactiva).

Quimioluminiscencia Reaccién quimica (por ejemplo, oxidacion)
Bioluminiscencia Reaccién bioquimica

Triboluminiscencia Fuerzas de friccion y electrostatica
Sonoluminiscencia Ultrasonidos

Dependiendo de la naturaleza de los estados excitados, la luminiscencia es
formalmente dividida en dos categorias, fluorescencia y fosforescencia. En la
fluorescencia cuando una molécula absorbe un fotén de la longitud de onda
apropiada un electrén se excita a un estado singulete de mayor energia y casi
inmediatamente se colapsa de nuevo a su estado fundamental inicial tras la emisién
de fotones, el electrén en el orbital excitado es apareado (por spin opuesto) con el
segundo electrén en el orbital en estado basal. Por consiguiente, en el regreso al
estado fundamental es permitido el giro y se produce rapidamente por la emision de

un foton. La velocidad de emision de fluorescencia es tipicamente en el rango de



10°- 10" s*', de modo que un tiempo de vida de fluorescencia tipica es cercano a
10 ns (10*10° s). La fluorescencia solo dura mientras exista una fuente de
excitacidon. Debido a que hay una relajacion vibracional, el foton que es emitido tiene
una longitud de onda mas larga (menor energia que el foton que fue absorbido. Esta
descripcion se puede observar graficamente en el diagrama de Jablonski en el cual
se ilustran los fendmenos que ocurren entre la absorcion y la emisién. Un diagrama
tipico de Jablonski se muestra en la Figura 3. Muestra una serie de estados
energéticos representados con lineas horizontales apiladas, cada nivel tiene
subniveles. Hay dos tipos de estados excitados caracterizados por diferentes
estados de espin: estado excitado singulete y triplete. Al excitarse un electron pasa
a un estado excitado singulete (flecha roja apuntando hacia arriba) y al regresar al
estado fundamental la energia se puede emitir (flecha roja apuntando hacia abajo),
o bien pueden ocurrir otros procesos como conversion interna en donde la energia
se libera en forma de calor (flechas onduladas apuntando hacia abajo). También
puede ocurrir que el electron pase a un estado excitado triplete mediante un cruce

entre sistemas (flecha punteada).®
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Figura 3.- Diagrama de Jablonski.23



2.1.1 Procesos de des-excitacion de moléculas excitadas

Una vez que una molécula es excitada por la absorcion de un foton, hay diversos
caminos con los cuales regresa a su estado basal, con la emisién, transferencia de
carga intramolecular, cambio conformacional o bien fosforescencia después de un
cruzamiento entre sistemas. También hay interacciones en el estado excitado con
otras moléculas como son transferencia de electron, transferencia de protdn,
transferencia de energia, formacion de excimeros o excipletes (Figura 4) las cuales
podrian también competir con la des-excitacion si ellos toman lugar en una escala
de tiempo comparable con el promedio de tiempo (tiempo de vida) durante el cual

las moléculas se quedan en estado excitado.

Las técnicas fluorométricas tienen alta sensibilidad y especificidad de las
caracteristicas de fluorescencia debido al microambiente de la molécula emisora y
de la capacidad de estas ultimas para proporcionar informacion espacial y temporal,
debido a esto la fluorescencia es una herramienta poderosa de investigacion en el
estudio de la estructura dinamica de la materia o sistemas vivos. La Figura 5
muestra los parametros fisicos y quimicos que caracterizan el microambiente y

pueden afectar asi las caracteristicas de emisién de una molécula.?

Fosforescencia +——— Cruce entre sistemas —— | lUOrescencia
retardada

Emision de
fluorescencia

Conversion interna

/

z Cambio conformacional
py —— RVWECTER | t

T excitada
\\ Formacion de excimero

Transferencia de energia

Transferencia de
carga intramaolecular

Transformacion
fotoguimica

Formacion de
exciplete

Figura 4.- Posibles rutas de des-excitacion de moléculas excitadas.?*
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Figura 5.- Parametros que influencian la emisién de fluorescencia.?

2.1.2 Tiempo de vida de fluorescencia y eficiencia cuantica

Las caracteristicas mas importantes de un fluoréforo son el tiempo de vida de
fluorescencia y la eficiencia cuantica. La eficiencia cuantica es el numero de fotones
emitidos en relacién con el numero de fotones absorbidos. El tiempo de vida también
es importante, ya que determina el tiempo disponible del fluoréforo para interactuar
o difundirse en el medio ambiente y por lo tanto la informacién disponible de su
emision.?

2.2 Introduccién a los materiales con absorcion de dos fotones

Los materiales con absorcion de dos fotones han sido ampliamente estudiados por
su excitacion altamente localizada y su eficiencia de excitacion no lineal, en esta
seccidn se presentan los procesos involucrados en la absorcion de dos fotones, las

estrategias de disefio y la relacion estructura-propiedad, aplicaciones, asi como los

avances mas recientes en dichos materiales.
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2.2.1 Fluorescencia excitada por la absorciéon de dos fotones

Las moléculas pueden excitarse a un estado electronico de mayor energia desde el
estado basal por absorcion de fotones. Una molécula suele ser excitada por un foton
que tiene energia similar a la de su banda prohibida (diferencia de energia entre el
orbital molecular mas alto ocupado y el orbital molecular mas bajo desocupado). Sin
embargo, algunas moléculas expuestas a luz de alta intensidad también pueden
someterse a la absorcion casi simultanea de dos fotones. La energia combinada de
los dos fotones también puede acceder al estado excitado estable de la molécula.
Este proceso se denomina absorcion de dos fotones (TPA por sus siglas en ingles).
En este proceso un fotdn primero interactua con la molécula y promueve una
transicion del estado fundamental a un estado virtual temporal de energia mas alta.
Este no es un estado real de la molécula y sdlo existe durante un corto intervalo de
tiempo (~10-15-10-"¢ s). Si durante este intervalo de tiempo otro fotdn interactia con
la molécula, el estado excitado puede ser alcanzado. El adjetivo "simultaneo" para
TPA se utiliza para indicar que los dos fotones interactuan con la molécula dentro
del intervalo de tiempo antes mencionado y que ningun estado real actua como un

estado intermedio en este proceso.?®

La absorcion simultanea de dos fotones por la misma molécula fue primeramente
analizada tedricamente en 1930 por Maria Goppert-Mayer?’ (Figura 6) quien calculd
la probabilidad de transicion para la absorciéon de dos cuantos, de energia, y fue
demostrada experimentalmente en 1961,%% poco después de la invencién del laser.
La absorcién de dos fotones se hizo mas facil de investigar, ya que los laseres
pulsados sub-picosegundos se volvieron mas facilmente disponibles en la década
de 1990 (particularmente el laser Ti: zafiro). La invenciéon de la microscopia de
fluorescencia de dos fotones por Webb y colaboradores,?° y la rapida adopcion de
esta técnica por los fabricantes de microscopios confocales, ha llevado a una

explosion de interés en todo tipo de procesos multifoton.30

La seccion transversal de TPA esta relacionado con la cantidad de fotones que las
moléculas pueden absorber bajo excitacion de dos fotones, lo cual esta

generalmente relacionada con la polarizabilidad de una molécula, su longitud de
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conjugacion Tr-electrén y la fuerza donante / aceptora de los sustituyentes del

fluorodforo.

2.3 Técnicas para la medicion de la seccién transversal de absorcion de dos
fotones

Las dos técnicas mas comunmente utilizadas para la medicion de la seccion
transversal de absorcion de dos fotones (otpa) son TPEF (two photon excited
fluorescence) y Z-scan sin embargo existen otras menos comunes como son lente

térmica y mediciones fotoacusticas.

2.3.1 Técnica Z-scan

La técnica de Z-scan fue desarrollada por el grupo CREOL (Center for Research in
Electra-Optics and Lasers)®' es un método directo, sensible y simple de medir con
precision las no linealidades Opticas dependientes de la intensidad de los
materiales, en esta técnica se monitorea la transmitancia de la muestra bajo prueba
en funcién de la intensidad incidente de un haz laser. La muestra se mueve a lo
largo de la direccidon de propagacion (eje Z) de un haz enfocado, y la variacion de la
intensidad del campo lejano se utiliza para determinar la no linealidad éptica. Se
utilizan principalmente haces gaussianos en las mediciones de Z-scan.3? En la figura

6 se puede observar un esquema de la configuracion de la técnica Z-scan.

Senal
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Figura 6.- Esquema de la técnica Z-scan. La energia de un tren de pulsos se mantiene constante,
pero los cambios de intensidad se consiguen desplazando la muestra a lo largo de la direccion Z. La

transmitancia es medida en cada posicion z de la muestra.32
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La curva Z-scan obtenida es simétrica con respecto al foco (z = 0), con un minimo
en la transmitancia (absorcién multifotdnica). La transmitancia normalizada esta

dada por la ecuacion 1:

1 CNpy IoLegy
T(Z) = 1__30-TPA_ Z
2 _ 2
23 hw 1+(ZO)

[Eq. 1]

Donde C es la concentracion del material (normalmente los materiales organicos
con caracterizados en solucién), Na es el numero de Avogadro, w es la frecuencia
optica del laser, Zo el rango Rayleigh del haz, lo la intensidad de picoen z=0y Les
el espesor efectivo de la muestra.

El método Z-scan solo puede emplearse en materiales no fluorescentes o

débilmente fluorescentes.

2.3.2 Técnica Fluorescencia excitada por dos fotones (TPEF)

La intensidad TPEF proporciona informacién sobre la eficiencia de absorcién de dos
fotones. En esta técnica se mide la intensidad de fluorescencia generada por una
solucion del material sometido a evaluacion después de ser excitado por la
absorcion de dos fotones. A partir de la sefal de fluorescencia de dos fotones la
seccion transversal de TPE (fluorescencia de excitacion de dos fotones) otre puede
ser determinada. En la Figura 7 se muestra una configuraciéon experimental
representativa. El otpe es linealmente proporcional a otpa siendo la constante de
proporcionalidad la eficiencia cuantica de fluorescencia (n) de la muestra otpe = n
oTPA.33
Se han realizado algunas variantes de dicho experimento desde que se reportd por
primera vez por Webb y colaboradores.?* Sin embargo, si una muestra de
calibracion estandar de otpe y espectros esta disponible, entonces en el enfoque
mas simple se comparan los espectros de fluorescencia excitada de dos fotones de
la muestra con la muestra de referencia probada en condiciones idénticas. Con este
meétodo es posible cancelar automaticamente un gran numero de variables. Por
ejemplo, no es necesario conocer los parametros relacionados con la excitacion

(energia del pulso, duracion del pulso y distribucion de la intensidad temporal).® La
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ecuacion para calcular la seccién transversal de absorcion de dos fotones esta dada

por la ecuacion 2:

nref(l)cref [F(D)] Nref
NDC  FOles n [Eq. 2]

orpa(A) = OTPA(ref) @)

Donde C es la concentracion de la solucion, [F(t)] es el tiempo promedio de emision
de fluorescencia, n es el indice de refraccion de la muestra, y A es la longitud de
onda de excitacién. El subindice ref indica los parametros del compuesto utilizado
como referencia o estandar.

El método TPEF solo puede usarse en materiales fluorescentes, otra desventaja es
la dificultad de implementarlo en compuestos que exhiben emisién dependiente de
la longitud de onda (en forma de banda o eficiencia) o emision dual, asi como en
muestras en estado sélido, en estos casos un método mas conveniente es el de Z-

Scan.

L1 Muestra

Laser

Filtro

Espectrometro

Figura 7.- Configuracion experimental comun de TPEF para medir la cTPA en materiales

organicos.33
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2.4 Estrategias de disefo y relacion estructura-propiedad

Durante las ultimas décadas una gran cantidad de cientificos han enfocado
esfuerzos en el desarrollo de moléculas organicas y polimeros con esqueletos T7-
conjugados con propiedades opticas no lineales, hasta ahora los valores mas altos
reportados de seccion transversal de absorcidon de dos fotones esta en el rango de
102-10* GM.

2.4.1 Componentes moleculares: donadores, aceptores y puentes 1

La arquitectura de las moléculas organicas que se han investigado por su absorcion
de dos fotones y sus propiedades fluorescentes se podrian clasificar en dos grupos
principales: (a) arquitecturas lineales y (b) bidimensionales. Para ambas
arquitecturas, existen algunos requisitos para maximizar la respuesta de la seccion
transversal de TPA: un componente rico en electrones (grupo donador D), un
componente atractor de electrones (grupo aceptor A), o ambos componentes,3®
puentes tr-polarizables, en este contexto, el término puente se refiere a un sistema
con un esqueleto 1-conjugado. La coplanaridad también es critica para mejorar la
eficiencia de una transferencia de carga intramolecular. Desde el punto de vista
estructural y considerando un proceso de transferencia de carga intramolecular
como fuerza motriz se requieren compuestos organicos Tr-conjugados con band
gaps electrénicos en la region del visible.3” Los grupos donadores (D) generalmente
utilizados son grupos amino como difenilamino (NPh2), dimetilamino (NMez2) o
dietilamino (NEt2) los cuales son los mas utilizados, otros fragmentos usados como
aceptores (A) son antraceno, fluor, benzotiadiazol, triazina, porfirina y derivados de
bodipys. Para el puente 1 entre el D y A es comun utilizar anillos aromaticos o
heteroaromaticos como el tiofeno, un fragmento ampliamente utilizado es también
el fluoreno® debido a su capacidad de extender la longitud de conjugacion a través

de la estructura plana, asi como carbonos con triple enlace.
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En arquitecturas lineales se encuentran arquitecturas dipolares (D-1-A) vy
cuadrupolares tales como: donador-puente-donador (D-11-D), aceptor-puente-
aceptor (A-11-A), donador-aceptor-donador (D-11-A-11-D) y aceptor-donador-aceptor
(A-r-D-11-A).*° Figura 8. En las arquitecturas octupolares se tienen tres dipolos tales

como macrociclos Tr-conjugados, por ejemplo las porfirinas.*°

D A

Estructura dipolar

A

| |
D A
A/ \A D./ \D

Estructuras octupolares

A D A
D A D
Estructuras cuadrupolares

Figura 8.- Arquitecturas moleculares para la optimizaciéon de respuestas de TPA en compuestos

organicos.*0

La diferencia de energia entre el HOMO (orbital molecular ocupado de mayor
energia) al LUMO (orbital molecular de menor energia desocupado) es el band gap
optico correspondiente a la transicion de excitacion promovida por TPA.
Dependiendo de la simetria de la molécula organica, este gap o intervalo puede ser
el mismo o diferente que el promovido por la transicidon de absorcion de un fotdn
(absorcidn lineal). Por ejemplo, en las moléculas centrosimétricas el TPA maximo
suele aparecer a energias mas altas que el pico correspondiente a la transicidon de
absorcion de un foton. Esto se debe a que las transiciones de un fotén y dos fotones

estan reguladas por diferentes reglas de seleccion de dipolos.*!

17



2.4.2 Métodos de sintesis: Arilacion directa

Los polimeros y moléculas semiconductores conjugados con propiedades
optoelectronicas como las anteriormente mencionadas para aplicaciones como la
TPM se sintetizan normalmente a través de reacciones de policondensacion
catalizadas por metales de transicion, como los acoplamientos Suzuki-Miyaura y
Migita-Kosugi-Stille. Sin embargo, estos métodos de sintesis requieren la
preparacion de monomeros funcionalizados organometalicos de alta pureza tales
como acido aril diborénico / éster diborénico (para el acoplamiento de Suzuki) y aril
diestafio (para el acoplamiento de Stille) utilizando precursores inflamables vy
téxicos, ademas estas reacciones de policondensacion tienen subproductos toxicos
tales como compuestos de trialquilestafio, que se convertiria en un problema clave
en la futura comercializacion de los compuestos para aplicaciones de electronica

organica.*?

Recientemente se ha reportado y recibido mucha atencién una nueva quimica de
acoplamiento llamada arilacién directa para la construccion de nuevos enlaces C-C
de moléculas y polimeros 1 conjugados porque involucra el acoplamiento de un
monomero de haluro de arilo directamente con otro monémero de areno sin la
necesidad de preactivaciéon de enlaces C-H, por lo que no se usan reactivos
organometalicos que son inflamables (por ejemplo, n-BuL.i) o altamente toxicos (por
ejemplo, organo-estano) y de ésta manera se reducen los pasos de sintesis. Por lo
tanto, la arilacion directa es un enfoque eficiente y ambientalmente amigable en
comparacion con los métodos de acoplamiento tradicionales (como los
acoplamientos Stille y Suzuki). Ademas de las ventajas mencionadas anteriormente
para la arilacion directa, algunos materiales poliméricos conjugados preparados por
arilacién directa exhiben pesos moleculares mas altos y menos defectos que los
obtenidos por reacciones de polimerizacion de acoplamiento tradicionales.*® En la
Figura 9 se representa esquematicamente una comparacion entre las reacciones
de acoplamiento tradicionales y reacciones de arilacion directa para la sintesis de

sistemas 1T conjugados.
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a .
Acoplamiento

Metalacion tradicional
0 =0 Q==

X = SnRa, B(OR):, ZnX, ng
b:.

Arilacidon directa
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-[HY]

¥=Br,ClLH

Figura 9.- Comparacién entre a) reacciones de acoplamiento tradicionales y b) reacciones de

arilacion directa para la sintesis de sistemas 1 conjugados. *3
2.5 Materiales organicos con alta actividad de absorciéon de dos fotones

La variacion de los grupos sustituyentes donadores y aceptores se ha convertido en
un enfoque popular para crear nuevos materiales organicos con actividad bifotonica.
Se ha encontrado que moléculas y polimeros presentan procesos de absorcion de
dos fotones encientes los cuales han sido utilizados como biomarcadores. En los
siguientes parrafos se detallan las caracteristicas de los fragmentos utilizados en

este trabajo de investigacion.

Derivados de benzotiadiazol

Dentro de la gama de grupos donadores usados el benzotiadiazol ha sido
ampliamente utilizado debido a que tiene propiedades fotofisicas interesantes para
aplicaciones en la TPM, tiene un intervalo de energia angosto, deficiente de
electrones y en combinacién con el fluoreno da fluoroforos verdes altamente
fluorescentes. Estudios cristalograficos representativos han confirmado que los
atomos de C, N y S en el nucleo de 2,1,3-benzotiadiazol son esencialmente
coplanares y que el enlace intramolecular esta bien representado por la estructura

quinoidal, Figura 10.
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Figura 10.- Estructura del 2, 1, 3-benzotiadiazol.

Ademas, las unidades de 2,1,3-benzotiadiazol se han incorporado como restos
pobres en electrones en varios polimeros push-pull conjugados con 1 y pequeias
moléculas para uso como materiales luminiscentes y como componentes de
dispositivos optoelectronicos de pelicula delgada, incluidos diodos, celdas solares,
transistores de efecto de campo y biosensores.** En la Figura 11, se muestran
ejemplos de compuestos derivados de benzotiadiazol que presentan altas
propiedades de absorcion de dos fotones. Junlong Geng, Chi Ching Goh, et al.*®
reportaron la sintesis de NPs de silice dopadas con (9,9-dihexilfluoreno-alt-2,1,3-
benzotiadiazol) (polimero 1) llamadas PFBT-F127-SiO2 NPs las cuales muestran
una seccion transversal de 1085 GM a 810 nm con una eficiencia de fluorescencia
de 75 %, utilizaron una matriz de F127 como estrategia para aumentar la eficiencia
cuantica de fluorescencia asi como la seccién transversal de absorcién de dos
fotones, con lo que obtuvieron un alto rendimiento cuantico al reducir el quenching
por agregacion. La estructura 246 es un polimero conjugado cruzado con estructura
cuadrupolar derivado de BT el cual exhibe una seccién transversal de absorcidén de
dos fotones de 9860 GM a 740 nm y se han fabricado NPS a partir del mismo las
cuales han sido utilizadas para teiir células de HelLa. La molécula 3%’ tiene una
seccion transversal TPA de 2600 GM a 750 nm en solucion, el compuesto 448

presenta una seccion transversal de 1000 GM en solucion.
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Figura 11.- Ejemplos de compuestos que han sido utilizados como biomarcadores para microscopia

de absorcion de dos fotones.
Tienopirrolodiona

La 5-(2-etilhexil)-4H-tieno[3,4-c]pirrolo-4,6(5H)-diona (TPD) es un grupo aceptor de
electrones simétrico, compacto vy rigido.*® Los compuestos organicos basados en
anillos TPD dan estructuras coplanares, con altas eficiencias cuanticas de
fluorescencia y también forman una disposicion quinoide de tiofeno-maleimida para
estabilizar la estructura y el estado de energia excitado por lo que han sido
ampliamente utilizados en aplicaciones como celdas solares organicas (OPVs)®,

diodos organicos emisores de luz (OLEDs)®!, transistor de pelicula delgada®?. De

21



acuerdo con la literatura, no se han reportado compuestos derivados de la
tienopirrolodiona usados como biomarcadores, pero basandonos en las
propiedades fotofisicas anteriormente mencionadas en este trabajo de investigacion
se sintetizaron compuestos utilizando el TPD como fragmento aceptor en

combinacion con el fluoreno. En la Figura 12 se muestra la estructura de la TPD.

/

S
Figura 12.- Estructura de la TPD.

Fluoreno

El fluoreno es un grupo que se utiliza como donador en materiales con estructura
donador-aceptor debido a sus propiedades como son un band gap grande ademas
de tener una estructura plana, con la oxidacion de un anillo de fluoreno es posible
obtener derivados de fluorenona, que actuan como grupos aceptores que favorecen
el proceso de la transferencia de carga intramolecular. El fluoreno se ha empleado
extensamente como nucleo debido a su capacidad de extender la longitud de
conjugacion a través de la estructura plana. La comparacién de las propiedades de
TPA revela la eficiencia relativa de los nucleos. Los sistemas electrénicos que
contienen fluoreno tienen diversas aplicaciones como son OLEDs®%, OPVs%,
fotosensibilizadores de terapia fotodinamica® y microscopia de fluorescencia®®
debido a sus excelentes propiedades fotofisicas tales como alto rendimiento
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cuantico de fluorescencia, grandes no linealidades opticas, gran fotoestabilidad y

excelentes propiedades de transporte de huecos.®’

2.6 Métodos utilizados para incorporar materiales con actividad bifoténica en

suspensiones acuosas

Como se menciond anteriormente, una de las limitantes que presentan los
compuestos organicos en la aplicacion como biomarcadores usados en la
microscopia de absorcion de dos fotones es que normalmente son solubles en
disolventes organicos, los cuales son toxicos para las células, por lo que para
superar dicha adversidad se han encontrado métodos para estabilizar moléculas
organicas en agua como son la sintesis de nanoparticulas, su fabricacion en
tamanos y propiedades deseadas, biocompatibilidad y su no toxicidad hacen estos
materiales altamente atractivos para las aplicaciones dentro de los métodos mas
utilizados esta el de microemulsion y reprecipitacion, a continuacion se muestran

cada una de ellas asi como sus ventajas y desventajas.
2.6.1 Microemulsién

Este es el método mas comun utilizado en la sintesis de nanoparticulas a base de
compuestos 1T-conjugados. La metodologia consiste en disolver el compuesto en
un disolvente organico inmiscible en agua y luego la solucién resultante se inyecta
en una solucién acuosa que contenga un surfactante apropiado.®® La mezcla se
agita rapidamente con ondas ultrasénicas para formar miniemulsiones estables que
contienen pequefas gotas de la solucion del compuesto organico. Finalmente, el
disolvente organico es evaporado y las NPs quedan suspendidas en el agua. Se ha
encontrado que con esta metodologia se puede obtener una gama amplia de
tamano de NPs (30 a 500 nm) despendiendo de la concentracion de la solucién del
compuesto organico utilizado. Unas de las desventajas que presenta esta
metodologia es la maduracion de Ostwald la cual desestabiliza las NPs, al igual que
la floculacion causada por la coalescencia de las gotitas. La floculacion y la
maduracion de Ostwald se pueden evitar con la adicion de un surfactante a la fase
dispersa. El surfactante promueve la formacion de una presion osmaética dentro de

las gotitas que contrarresta la presion de Laplace previniendo la difusion de una
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gotita al medio acuoso circundante.®® En la Figura 13 se esquematiza la formacién

de NPs mediante miniemulsion.

“re.3%e | Fasel ;ﬁ;’; ;ﬁ; Reaccién* #
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Figura 13.- Esquematizacion de la formaciéon de nanoparticulas mediante la metodologia de

miniemusion.5°
2.6.1.1 Sintesis de nanoparticulas de silice dopadas con organicos

La necesidad de nuevos materiales para la fabricacion de nanoparticulas
fluorescentes ha aumentado rapidamente, dentro de los tipos de nanoparticulas que
existen las NPs de silice dopadas con organicos (SiNPs) sintetizadas mediante la
técnica de microemulsion tienen un gran potencial para desarrollar agentes de
contraste como una plataforma nueva e ideal para el monitoreo de células vivas y
el cuerpo entero. Ademas con ésta estrategia al utilizar un revestimiento de presenta

diversas ventajas las cuales se enlistan a continuacion.

1. La matriz externa del revestimiento de silice protege a los fluoréforos de los
factores externos de degradacién quimica y proporciona una capa hidrofilica para
las NPs insolubles, con esto aumenta la fotoestabilidad y la biocompatibilidad de los

colorantes organicos fluorescentes.
2. La silice no es toxica por lo que causa poco daio a las células vivas.

3. La periferia de las SiNPs son facilmente modificables se puede funcionalizar con
biomoléculas de manera eficaz con una variedad de grupos tales como poli
(etilenglicol) (PEG), hidroxilo (OH), carboxilo (COOH), fosfonato (CHsH2POz2) y

amina (NH2) en su superficie.
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4. La matriz de silice es opticamente transparente por lo que puede encapsular
colorante, ademas de aumentar la estabilidad del colorante después de ser dopado

con la matriz de silice.

5. Se puede ajustar el tamano de las NPs, lo cual las hace adecuadas para utilizarlas
en bioimagenes en vivo en donde el tamano de nanoparticula debe ser menor a 70

nm. 60
2.6.2 Reprecipitacion

En método se muestra en la Figura 14, en donde un compuesto organico hidréfobo
con cadenas alquilicas se disuelve en un disolvente organico el cual sea miscible
con agua por ejemplo THF, posteriormente la solucion del compuesto organico se
inyecta a la solucion acuosa y la mezcla resultante se agita con ondas ultrasonicas
para ayudar a la formacion de las NPs por efecto de la hidrofobicidad del compuesto
ya que para evitar el contacto con el agua las cadenas alquilicas del compuesto se
repliegan en formas esféricas, finalmente se elimina el disolvente organico

quedando las NPs dispersas en agua.®’
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1) Inyectar la disolucién del

Compuesto organico en  compuesto organico en un Nanoparticulas de

un buen disolvente (eje.  disolvente malo (por compuesto organico

THF) ejemplo, agua) durante la suspendidas en agua.
sonicacion.
2) Eliminar THF

Figura 14.- Esquematizacién de la metodologia de reprecipitacion.t’
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2.6.3 Ventajas y desventajas de la formacién de nanoparticulas
Quenching por agregacion inducida

Muchos materiales organicos en solucidn exhiben propiedades fotofisicas muy
diferentes en comparacion a cuando estan en solido. Por ejemplo, es un fenomeno
comun que la luminiscencia a menudo se debilita o apaga a altas concentraciones.
Este "apagamiento por concentracion" es causado principalmente por la formacién
de agregados, dicho fenémeno es llamado “quenching por agregacion inducida (AlQ

por sus siglas en inglés aggregation-induced quenching).

Una de las desventajas que tiene la formacién de NPs es que en ciertos casos

promueve el AlQ, lo que limita en gran medida la generacion de bioimagenes.
Emisién inducida por agregacion

Sin embargo se han encontrado compuestos®? que presentan exactamente la
caracteristica opuesta al AlQ, emision inducida por agregacion (AIE aggregation-
induced emission) y son una herramienta poderosa en campos como el de
bioimagen y biosensado.?® A diferencia de las moléculas fluorescentes
convencionales, los compuestos que presentan un comportamiento AIE muestran
fluorescencia débil cuando estan en solucién, sin embargo, cuando estan en estado
sélido son altamente fluorescentes debido a la restriccibn de su rotacion

intramolecular, proporcionando asi una solucién directa al problema de AlQ.%

2.7 Aplicaciones de los materiales con actividad bifotonica

Los materiales que presentan absorcién de dos fotones han sido ampliamente
estudiados debido a sus propiedades Opticas no lineales como son excitacion
altamente localizada y eficiencia de excitacién no lineal, deseables en una amplia
gama de aplicaciones como marcadores biolégicos o agentes de contraste en la

microscopia de fluorescencia de dos fotones (TPM).
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2.7.1 Microscopia de fluorescencia de dos fotones

El microscopio de fluorescencia o confocal es una variacién del microscopio de luz
ultravioleta en el que los objetos son iluminados por rayos de una determinada
longitud de onda. La imagen observada es el resultado de la radiacion
electromagnética emitida por las moléculas que han absorbido la excitacion primaria
y re-emitido una luz con mayor longitud de onda. Para dejar pasar solo la emisién
secundaria deseada, se deben colocar filtros apropiados debajo del condensador y

encima del objetivo.

Los microscopios confocales estan equipados con una pieza llamada “diafragma de
deteccion confocal” o “pinhole”, que consiste en un pequefio orificio en el filtro
detector de la luz que impide el paso de aquella procedente de los planos de la
muestra que no estan enfocados. Asi, se obtiene solo la informacion de la regidn
enfocada, denominada “plano focal”, y se elimina el resto.®® El microscopio confocal
irradia y recoge la luz emitida desde un pequefio volumen en el foco del objetivo. El
volumen focal se escanea a través de la muestra para construir para construir un
mapa de la intensidad de emision. Cuando la absorcién molecular requiere un unico
fotdn, la densidad de excitacién en la regién focal es proporcional a la intensidad
local, mientras que la densidad de excitacion de dos fotones es proporcional al
cuadrado de la intensidad y por lo tanto se desprende rapidamente del foco. El
volumen de excitacion de dos fotones es por lo tanto mas pequeno dentro de un

tamafo de femtolitro y aumenta la resolucion del microscopio.®® Figura 15.
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Figura 15.- Diagrama del microscopio confocal de fluorescencia. Un haz de rayos laser infrarrojo
pulsado esta fuertemente enfocado en la muestra con TPA a 12, por lo que la excitacion es confinada
a la regién focal. En la microscopia confocal la emision de esta, después del filtrado espectral, es
fotografiada y transmitida por el pinhole; la luz de otras regiones es en gran medida rechazada. Se
crea una imagen 3D mediante la traduccién de la muestra en relacion con el foco. El inserto muestra
los volumenes de excitacion del 50% para la absorcién de un foton (1PA) y la absorcion de dos

fotones (TPA), suponiendo que A = 800 nm, NA = 1,4.%¢
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CAPITULO 3.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Condiciones experimentales: reactivos, disolventes y equipo utilizado

Todos los reactivos se adquirieron de Sigma Aldrich Chemical Co. y se usaron sin
purificacion adicional. 4,7-dibromobenzo[c]-1,2,5-tiadiazol 95%, 2,2'-(9,9-dioctil-9H-
fluoreno-2,7-diil) bistiofeno 97%, carbonato de potasio 99%, acetato de paladio
98%, acido neo-decanoico 99%, los reactivos se manipularon en una atmadsfera libre
de humedad. Para la sintesis de NPs de silice dopada se utilizaron los siguientes
reactivos: agua desionizada, 1-butanol 99,8%, 1-sodio bis (2-etilhexil)
sulfosuccinato (Aerosol-OT), N-metil-2-pirrolidinona (NMP), trietoxivinilsilano
(VTES), 3 - aminopropiltrietoxisilano (APTES). Los espectros de RMN de 'H de los
compuestos organicos se midieron a temperatura ambiente con un espectrometro
Varian Mercury 400 MHz usando soluciones al 5% en CDCIs y TMS como patron
interno. Los espectros de absorcidon se registraron en un espectrofotometro
Genesys 10s UV-vis y en un espectrofotometro PERKIN ELMER LAMDA 900. Los
espectros IR (4000-400 cm™") se registraron en un espectrofotometro Spectrum 400
de Perkin ElImer (modo de reflectancia ATR). Para el equipo de analisis TGA se
utilizé SDT Q600 V8.2 Build 100, se utilizdé nitrogeno gaseoso a 100 mL / min,
equilibrado a 50 °C. El programa utilizado fue Universal V4.2E. El anélisis de DSC
se llevd a cabo en un analizador térmico Q2000 de TA Instruments, con celda DSC
estandar. Los pesos moleculares medios y los valores de los polimeros de
polidispersidad se determinaron por cromatografia de permeabilidad en gel (GPC)
en un cromatdgrafo Alliance 2695, utilizando estandares de poliestireno para
calibracion y dos columnas PL lineales de PL, se realizaron mediciones a 30 °C en
THF y un volumen de inyeccion de 25 ML, la eficiencia cuantica y emision se llevaron
a cabo en un Fluorometro, Fabricante Edimburg Instruments, modelo FS5; modulo
para TCSPC; mdodulo de esfera integradora, medidor de potencia; osciloscopio de
dos canales. Para determinar el peso molecular de M1 se utilizé un espectrometro
de Masas de Alta Resoluciéon JMS700-JEOL. El tamafio (diametro hidrodinamico) y
distribucion de tamano de las NPs, fue determinado por dispersion de luz dinamica

(DLS) con el equipo Nano Zetasizer Malvern, modelo ZEN 3600. El tamafio y la
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morfologia de las NPs se determinaron por microscopia electronica de barrido
(SEM, modelo JSM-7800F de Jeol), y se obtuvieron imagenes de fluorescencia de
las NPs por la absorcion de uno y dos fotones en el Microscopio confocal Olympus
FV1000 Multi-foténico.

3.2 Sintesis quimica de los polimeros y moléculas

3.2.1 Sintesis quimica de la familia del benzotiadiazol

Ruta sintética 1

Se colocaron en un matraz bola en condiciones anhidras los monémeros (con una
proporcion de 1:1) 4,7-dibromobenzo|c]-1,2,5-tiadiazol (0.3242 g, 1.048 mmol), 2,2'-
(9,9-dioctil-9H-fluoreno-2,7-diil) bistiofeno (0.6 g, 1.048 mmol), 3 equivalentes de
carbonato de potasio (0.438 g, 3.14 mmol), (0.6 equivalentes de acido neodecanoico
(0.109 g, 0.628 mmol) y acetato de paladio (0.5% molar, 0.012 g, 0.00524 mmol) y
50 mL de N,N-dimetilacetamida. El matraz de reaccion se colocé en un bano de
aceite y se agité a una temperatura de 70 °C durante 20 h, la mezcla de reaccion
se precipita en metanol, el precipitado se filtra y se purifica mediante extraccion
soxhlet usando hexano, tolueno y clorobenceno, los compuestos respectivos
obtenidos fueron O1aH (49 mg, rendimiento: 7%), O1aT (26 mg, rendimiento: 4%)
y O1aC (4 mg, rendimiento: 0.5%). Las fracciones se concentraron a presion
reducida, se precipitaron en una mezcla de cloroformo-metanol, se filtraron vy

secaron.

Adicionalmente, se anadieron 200 mL de hexano a las aguas madres por lo que se
separaron en dos fases, la fase organica se extrajo por medio de un embudo de
separacion. A la fase organica se afadieron 20 mL de cloruro de metileno, y se
dejaron reposar durante 3 dias, se obtuvieron cristales. Posteriormente, los cristales
se purificaron por medio de una columna cromatografica, a la molécula obtenida
que se denominé M1 (30 mg, rendimiento: 4%). El rendimiento total de la reaccién
fue de 15%. La fraccién obtenida en clorobenceno no se analizé porque no se

obtuvo una cantidad representativa.
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M1: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.6 (m, 4H), 0.7 (t, 6), 1 (m, 16H), 1.5 (m,
4H), 2 (m, 4H), 7.05 (dd, 1H), 7.17 (s, 2H), 7.2 (d, 1H), 7.3 (d, 1H), 7.4 (d, 1H), 7.45-
7.7 (m, 4H), 7.8 (d, 2H), 8.05 (d, 1H).

O1aH: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.75 (m, 10H), 1.1 (m, 16H), 2.05 (m,
4H), 2.2 (m, 4H), 7.15 (dd, 1H), 7.45 (d, 1H), 7.55 (d, 1H), 7.7 (d, 1H), 7.85-8.1 (m,
8H), 8.15 (m, 1H).

O1aT: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: 0.7 (m, 4H), 0.8 (t, 6H), 1-1.3 (m, 16H),
1.5 (m, 4H), 2.05 (m, 4H), 7.1 (dd, 1H), 7.23 (s, 2H), 7.27 (d, 1H), 7.37 (d, 1H), 7.47
(m, 1H), 7.55-7.95 (m, 6H), 8.15 (m, 1H).

Ruta sintética 2

Se colocaron en un matraz bola en condiciones anhidras se afiaden los monémeros
(en una proporcion de 1:1) 4,7-dibromobenzolc]-1,2,5-tiadiazol (0.538 g, 1.74
mmol), 2,2'-(9,9-dioctil-9H-fluoren-2,7-diil) bistiofeno (1 g, 1.74 mmol), 3
equivalentes de carbonato de potasio (0.728 g, 5.22 mmol), (0.6 equivalentes de
acido neodecanoico (0.180 g, 1.04 mmol), acetato de paladio ((1 mol%, 0.0039 g,
0.0174 mmol) y 5 mL de N, N-dimetilacetamida. El matraz de reaccion se coloca en
un bafo de aceite y se agita a una temperatura de 70 °C durante 6.5 h, al final, se
afiaden 20 mL de metanol para precipitar el compuesto y se filtra, se obtuvieron
1.272 g. La purificacién del compuesto O1b obtenido se llevo a cabo por columna

de cromatografia, se obtuvieron 0.207 g, rendimiento: 16%.

O1b: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.7 (m, 4H), 0.8 (t, 6H), 1-1.2 (m, 16H),
1.3 (m, 4H), 2.05 (m, 4H), 7.12 (dd, 1H), 7.3 (d, 1H), 7.4 (d, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.6
(s, 2H), 7.62-7.72 (m, 4H), 7.78 (d, 2H), 8.06 (d, 1H).

RMN de 3C (CDCls, 400 MHz) ppm: & BT: 154.1 (C25), 147.2 (C23), 145.3 (C22),
137.6 (C25), 129.5 (C26), 124.8 (C27), Fluoreno: 152.0 (C7, C12), 141.0 (C16),
132.5 (C14, C9), 127.3 (C5), 125.2 (C10, C15), 124.2 (C27) 120.4 (C6, C17), 112.3
(C8, C13), 55.6 (C11), 40.7 (C28, C36), 32 (C30, C38), 30.1 (C33, C41). 29.4 (C32,
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C40, C34, C42), 24 (C29, C37), 22.7 (C31, C39), 14.3 (C35, C43), Tiofeno: 140.2
(C4), 133.7 (C18), 133.0 (C21), 128.3 (C2), 125.5 (C19, C20), 125.2 (C3), 123.2
(C1).

Ruta sintética 3

Se colocd en un matraz con N, N-dimetilacetamida (4 mL) en condiciones anhidras,
los mondmeros (con una proporcion de 1:1 ), 4,7-dibromobenzo [c] -1,2,5-tiadiazol
(0.432 g) , 1.39 mmol), 2,2 '- (9,9-dioctil-9H-fluoreno-2,7-diil) bistiofeno (0.8 g, 1.39
mmol), 3 equivalentes de carbonato de potasio (0.585 g, 4.1 mmol), ( 0.6
equivalentes de acido neodecanoico (0.144 g, 0.83 mmol) y acetato de paladio ((4%
mol, 0.0128 g, 0.055 mmol), el matraz de reaccién se coloca en un bafio de arena y
se agita a una temperatura de 70 °C durante 5 h, después del tiempo de reaccion,
se precipita con metanol, el precipitado se filtra, el papel de filtro se coloca en el
equipo de soxhlet para realizar extracciones con metanol, hexano, tolueno y
clorobenceno. Las fracciones se concentraron a presion reducida, se precipitaron

en una mezcla de cloroformo-metanol, se filtraron y secaron.

Se obtuvo de la fraccion de hexano 0.014 mg (rendimiento del 1%), 0.7254 g de la
fraccion de tolueno llamada P1bT (76% de rendimiento) y 1 mg de la fraccion de
clorobenceno (rendimiento del 0.1%), no se obtuvo fraccion insoluble. Se obtuvo un
rendimiento total de 0.7395 g y 77 %. Las fracciones obtenidas en hexano y

clorobenceno no se analizaron porque no se obtuvo una cantidad representativa.

P1bT: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.65 (m, 10H), 0.95 (m, 16H), 1.4 (m,
4H), 1.9 (m, 4H), 6.95 (dd, 1H), 7.1 (s, 2H), 7.15 (d, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.55 (m, 1H),
7.75 (m, 6H), 7.95 (m, 1H).

Ruta sintética 4

Se anadieron en un matraz con N, N-dimetilacetamida (4 mL) bajo condiciones

anhidras, los mondémeros (con una relacion 1:1) 4,7-dibromobenzo [c] -1,2,5—
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tiadiazol (0.162 g, 0.524 mmol), 2,2 '- (9,9-dioctil-9H-fluoreno-2,7-diilo) bistiofeno
(0.3 g, 0.524 mmol), 3 equivalentes de carbonato de potasio (0.219 g, 1.57 mmol),
acido neodecanoico (1.2 equivalentes, 0.106 g, 0.62 mmol) y acetato de paladio
((16.6 % molar, 0.02 g, 0.087 mmol). El matraz de reaccion se coloco en un bafio
de aceite y se agité a una temperatura de 70 °C durante un 17 h. La mezcla de
reaccion se precipité en metanol. La purificacion se realizé por extraccion soxhlet
usando hexano, tolueno y finalmente clorobenceno. Las fracciones se concentraron
a presion reducida y precipitaron en una mezcla de cloroformo-metanol, se filtraron

Yy secaron.

Se obtuvo de la fraccién de hexano 0.01 mg (3 % rendimiento), 0.12 g de la fraccién
de tolueno (P1cT) (33% de rendimiento), y 0.012 mg de la fraccion de clorobenceno
(3 % de rendimiento), no se obtuvo fraccion insoluble. Se obtuvo un rendimiento
total de 0.142 g, 40 %. Las fracciones de hexano y clorobenceno no se analizaron

debido a que no se obtuvo una fraccién representativa.

P1cT: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.7 (m, 10H), 1.05 (m, 16H), 1.5 (m,
4H), 2.05 (m, 4H), 6.8-7.85 (m, 12H), 8.05 (m, 1H).
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Figura 16.- Esquema de las condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis de la familia del
benzotiadiazol.

Tabla 2.- Condiciones de reaccién usados en cada uno de las rutas sintéticas para la sintesis de los
compuestos derivados de BT.

Ruta Acetato de Acido Disolvente | Tiempo de Productos
sintética paladio neodecanoico DMA reaccion
(% mol) (equivalentes) (mL) (h)
0.5 0.62 50 20 M1
1 O1aH
O1aT
2 1 0.6 5 6.5 O1b
0.6 4 5 P1bT
16.6 1.2 4 17 P1cT
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3.2.2 Sintesis quimica de la familia de la tienopirrolodiona

Sintesis de P2a

La sintesis quimica de P2a, se llevdo a cabo mediante una reaccion de arilacion
directa, en calentamiento por microondas. En la Figura 17 se muestra el esquema
de reaccion.

Se anaden en un matraz los monémeros (con una relacion 1:1) 1,3 — dibromo-S-(2-
etilhexil)-4H-tieno[3,4-c]pirrol-4,6-(5H)-dion (0.3 g, 0.687 mmol), 2,2 '- (9,9-dioctil-
9H-fluoreno-2,7-diilo) bistiofeno (0.392 g, 0.687 mmol), 3 equivalentes de pivalato
de potasio (PivoK) (0.288 g, 2.06 mmol), y acetato de paladio (12.7 % molar, 0.02
g, 0.087 mmol) con N,N-dimetilacetamida (3 mL) bajo condiciones anhidras. El
matraz de reaccion se coloca en el microondas y se agita a una temperatura de
110°C durante 1 h. La mezcla de reaccion se precipita en metanol. La purificacion
se lleva a cabo en un soxhlet utilizando hexano, tolueno y cloroformo, se concentran
a presion reducida, se precipitan en una mezcla de cloroformo-metanol y se filtran.
La fraccion extraida en hexano se le denomino P2aH y tuvo un rendimiento de
15.8% (0.177 g), en tolueno P2aT se obtuvieron 0.134 g y un rendimiento de 12 %,
en cloroformo 0.007 g, 0.6 % y se obtuvieron en total 0.318 g con un rendimiento
total de 28.4%. La fraccion en cloroformo no se analiz6 debido a que se obtuvo muy
poco.

P2aH: RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz) ppm: & 0.61-0.83 (m, 16H), 0.851-0.24 (m,
16H), 1.27-1.42 (m, 8H), 1.49-1.57 (m, 4H), 1.82-2.14 (m, 5H), 3.55-3.64 (m, 2H),
7.056-7.12 (m, 1H), 7.2-7.3 (m, 1H), 7.35-7.42 (m, 1H), 7.52-7.33 (m, 6H), 8.302-8.2
(m, 2H).

P2aT: RMN de 'H (CDCls3, 400 MHz) ppm: & 0.58-0.82 (m, 16H), 0.85-0.99 (m, 6H),
1-1.25 (m, 10H), 1.25-1.48 (m, 8H), 1.50-1.68 (m, 4H), 1.82-2.17 (m, 5H), 3.53-3.69
(m, 2H), 7.07-7.18 (m, 1H), 7.26-7.34 (m, 1H), 7.36-7.45 (m, 1H), 7.53-7.79 (m, 6H),
8.05-8.23 (m, 2H).

Sintesis de P2b

Se afaden en un matraz con N,N-dimetilacetamida (3 mL) bajo condiciones
anhidras, 0.6 equivalentes de acido neodecanoico (0.0692 g, 0.39 mmol), los
monomeros (con una relacion 1:1) 1,3 — dibromo-S-(2-etilhexil)-4H-tieno[3,4-c]pirrol-
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4,6-(5H) (0.29 g, 0.664 mmol), 2,2'- (9,9-dioctil-9H-fluoreno-2,7-diilo) bistiofeno
(0.379 g, 0.664 mmol), 3 equivalentes de carbonato de potasio (0.2778 g, 1.9 mmol),
y acetato de paladio (16.6 % mol, 0.0252 g, 0.11 mmol). El matraz de reaccién se
coloca en un bafio de aceite y se agita a una temperatura de 110°C durante 2 h, al
finalizar se afiaden 20 mL de metanol para precipitar el compuesto y eliminar el
DMA. La purificacion se lleva a cabo en soxhlet con metanol, hexano, tolueno y
cloroformo, se concentran a presion reducida, se precipitan en una mezcla de
cloroformo-metanol y se filtran. (Figura 15).

En hexano se obtuvieron 0.021 g (rendimiento 1.95%), en tolueno la fraccién se
denomin6 P2bT y se obtuvieron 0.458 g (rendimiento 42.3%), no se obtuvo fraccion
en cloroformo, en total se obtuvieron 0.479 g (rendimiento total 44.2%). Solo se
analizé la fraccién de tolueno.

P2bT: RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) ppm: & 0.48-0.67 (m, 16H), 0.71-0.85 (m, 6H),
0.86-1.07 (m, 10H), 1.13-1.3 (m, 8H), 1.35-1.45 (m, 4H), 1.71-2 (m, 5H), 3.52-3.43
(m, 2H), 6.94-6.98 (m, 1H), 7.12-7.3 (m, 2H), 7.39-7.59 (m, 6H), 7.88-8.09 (m, 2H).

D\/\/ 3 eq. PivOK J\/\/

0 N_O 12.7% mol  0<N0
H Pd(OAc)2 [>—/< - . J
Br*\/\/3mLDMA VaVaVatr
CsH17 CgH17 T=110 °C C:3"'17 CgH17

3 eq. PivOK = lh P2aH y P2aT
16.6 % mol Microondas

Pd(OAc)2
3 mL DMA

T=110°C
J\/\/ t=2h

oN_O Calentamiento convencional
20k
C8H17 CgH17
P2bT

Figura 17.- Esquema de las condiciones de reaccion utilizadas para sintetizar los compuestos de la

familia de la tienopirrolodiona.
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Tabla 3.- Condiciones de reaccion usados en cada uno de las rutas sintéticas para la sintesis de los

compuestos derivados de TPD.

Compuesto | Pivalato | K;COs; Acido Pd(OAc); | Tiempo | Condiciones | DMA
de neodecanoico de reaccidn
potasio
P2a 3 eq. 12.7% 1h Calentamiento | 3 mL
2.06 mol por
mmol | - | e 0.087 microondas
0.288 ¢ mmol 110°C
0.02g
P2b 3 eq. 0.6 eq 16.6 % 2h Calentamiento | 3 mL
1.99 0.398 mmol mol convencional
---------- mmol 0.069 g 0.11 110 °C
0.278 g mmol
0.0252 g

3.2.3 Sintesis quimica de las nanoparticulas

Una de las propiedades necesarias para la utilizacion de materiales organicos en
fabricacion de nanoparticulas en aplicacion como biomarcadores es que sean
luminiscentes en sélido, motivo por el cual sélo se fabricaron NPs de O1aH, O1aT,

O1b, P2aH y P2bT, a continuacion, se describe la metodologia general. Figura 18.

Las NPs dopadas con silice fueron sintetizadas basandonos en el método descrito
por Ixta et al.,%” En el niicleo no polar de micelas de Aresol-OT/1butanol en agua se
prepard un sistema de microemulsion. La solucidon micelar se sintetizé disolviendo
0.3 g de Aerosol-OT, 300 uL de 1-butanol y 200 uL de NMP en 10 mL de agua
desionizada por agitacidn magnética, a la solucion micelar se le agregé una
determinada cantidad de fluordforo disuelto en 200 yL de NMP bajo agitacion
magnética constante durante media hora. Posteriormente se adicionaron al sistema
micelar 100 yL de VTES y se agité una hora. Finalmente, las NPs dopadas con silice
fueron precipitadas por la adicién de 20 uL de APTES vy agitacién de la solucién por
10 h a temperatura ambiente. El uso de APTES modifica la superficie de las NPs

con grupos amino (NHz). La suspension se centrifugd a 13000 rpm durante 30 min,
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con lo que son eliminados los surfactantes, co-surfactantes, fluoréforo, residuos no
encapsulados de precursores sin reaccionar, finalmente se eliminé el sobrenadante
y al precipitado se le agregaron 20 pL de agua desionizada y se sonificé durante 20
min. Las nanoparticulas de O1b se fabricaron con una concentracion de 5.3 mM
(3.36 mg /200 uL de NMP) y para el resto de las nanoparticulas (O1aH, O1aT, P1bT,
P2aH y P2bT) se utilizdé una concentracion de 2mg de fluoréforo /200 uL de NMP.

=E | Surfactante
= ™ ’H..-"
q_'___‘_.__ 8.
— o
SO 3 = @
Fluordfora Solucion micelar: Surfactante y \
en NMP

co.surfactante en agua

Fluordfore
en NMVP

VTES/ APTES

W

Fluoréforo: O1aH, O1aT, O1b, P2aH 6 P2bT

Surfactante: Aerosol OT (Dioctyl sulfosuccinate

10
%2 sodium salt)
o

2 $
5'30' - Co-surfactante: butanol
\& s N-Metil-2 pirrolidinona (NMP)
Trietoxivinilsilano (VTES)
f (3-aminopropil) trietoxisilano  (APTES)
ll"‘.

Figura 18.- Esquema de la sintesis de NPs de silice dopadas con organicos.
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CAPITULO 4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizé el disefio de dos familias de compuestos organicos con estructuras 1
conjugadas con el mismo grupo donador, fluoreno y dos grupos aceptores,

benzotiadiazol y tienopirrolodiona.

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los polimeros y moléculas

En este capitulo se mostraran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de
los compuestos organicos sintetizados en este trabajo de investigacion, por grupo,
en primer lugar, los derivados del benzotiadiazol y en segundo lugar los compuestos
derivados de tienopirrolodiona asi como los resultados de la caracterizacion éptica

lineal y no lineal de las nanoparticulas fabricadas de cada compuesto.

4.1.1 Caracterizacion espectroscoépica: Resonancia Magnética Nuclear, FT-IR.
COMPUESTOS DERIVADOS DE BENZOTIADIAZOL

El dimero O1b se elucidoé estructuralmente mediante RMN con experimentos de una
y dos dimensiones ('H, 3C, COSY, HMBC y HSQC).

En la Figura 19 se muestra el espectro de RMN de 'H en CDCls a 400 MHz, el cual

fue completamente asignado dadas las integrales, multiplicidad y los experimentos
de dos dimensiones COSY, HMBC y HSQC.
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Figura 19.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDClsde O1b.

En la Figura 20 se muestra el espectro de '3C completamente asignado, en la zona
alifatica hay 8 sefales las cuales corresponden a los 17 carbonos que O1b tiene,
algunas de las sefales corresponden a dos carbonos, debido a que tienen el mismo
ambiente quimico y por tanto el mismo desplazamiento quimico. La sefal mas
desplazada en la zona alifatica corresponde al carbono cuaternario 11, debido a que
esta unido al sistema 1T-conjugado del fluoreno, lo cual quita densidad electrénica y
hace que se desplazase a campo bajo. El carbono mas desplazado de la zona
aromatica es el 24 el cual se encuentra desprotegido debido a que se encuentra
unido al nitrégeno, atomo electronegativo, ademas de estar en resonancia en la
estructura quinoide del BT. En la Figura 21 y 22 se muestran ampliaciones de la

zona aromatica y alifatica del espectro '*C de O1b.
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Figura 20 .- Espectro de RMN de 3C a 400 MHz en CDClzde O1b.
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Figura 21.- Ampliacién de la zona aromatica del espectro de RMN de '*C a 400 MHz en CDClsde
O1b.
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Figura 22.- Ampliacién de la zona alifatica del espectro de RMN de 3C a 400 MHz en CDClzde
O1b.

COSY (correlation spectroscopy)

En las Figuras 23 y 24 se muestran ampliaciones de la zona alifatica y aromatica
respectivamente del espectro obtenido del COSY en donde se aprecian las
correlaciones que hay entre los hidrégenos, en la Tabla 4 se muestran las

correlaciones H-H.
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Figura 23.- Ampliacién de la region alifatica del espectro de RMN COSY a 400 MHz en CDCls de

O1b.
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Figura 24.- Ampliacién de la regiéon aromatica del espectro de RMN COSY a 400 MHz en CDCls

de O1b.

Tabla 4.- Correlaciones H-H obtenidas en el COSY con los respectivos desplazamientos quimicos

de los hidrégenos.

Correlacion de hidrogenos

Desplazamiento quimico 1H

Desplazamientoquimico 1H

F1-F2 F1 (ppm) F2 (ppm)
H30-H29 0.73 1.09
H34 — H35 0.79 1.18
H31 -H30, 32 1.09 1.19
H28 —H29 0.72 2.07
H3 - H2 7.12 7.31
H1-H2 7.12 7.41
H26 —H27 7.45 8.08
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HSQC (heteronuclear single-quantum correlation)

Una vez asignadas las senales del espectro de proton y tener ya signadas unas

sefiales del espectro de '3C, se resolvio el espectro obtenido del HSQC para

terminar de asignar las sefiales de 3C. En la Figura 25 se muestra la ampliacién de

la zona alifatica del espectro de dicho experimento y en la Figura 26 de la zona

aromatica. En la Tabla 5 se muestra un resumen de las correlaciones H-C unidos

directamente con su respectivo desplazamiento quimico que se obtuvieron en el

espectro HSQC.
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Figura 25.- Ampliacién de la region alifatica del espectro de RMN HSQC a 400 MHz en CDCls de

O1b.
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Figura 26.- Ampliacion de la regién aromatica del espectro de RMN HSQC a 400 MHz en CDCls de
O1b.

Tabla 5.-Resumen de las correlaciones C-H directamente Unidos y sus desplazamientos quimicos
obtenidos en el espectro del HSQC.

Correlacién de 3C — 'H Desplazamientoquimico '3*C | Desplazamiento quimico 'H
(F1-F2) F1 (ppm) F2 (ppm)
C35-H35 14.3 0.78
C29 - H29 22.7 0.72
C31 - H31 22.6 1.16
C33 — H33 30.2 1.27
C34 —H34 29.2 1.53
C32-H32 294 1.08
C28 — H28 40.6 2.09
C2-H2 122.9 7.39
C3-H3 124.1 7.44
C6 — H6 120.1 7.60
C19-H19 125.0 7.62
C10-H10 125.1 7.68
C9-H9 132.3 7.79
C26 — H26 129.3 8.08

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation.

Para terminar de asignar las sefiales de '3C se realizé un experimento HMBC, en
las Figuras 27 y 28 se observan las principales interacciones C-H a dos y tres

enlaces y en la Tabla 6 se muestra un resumen de estas.
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Figura 27.- Ampliacion de la regién alifatica del espectro de RMN HMBC a 400 MHz en CDClsde
O1b.
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Figura 28 a- Ampliacion de la regidn aromatica del espectro de RMN HMBC a 400 MHz en CDCl; de
O1b.
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Tabla 6.-Resumen de las correlaciones C-H a dos y tres enlaces de distancia y sus desplazamientos

quimicos obtenidos en el espectro del HMBC.

Correlacién de 3C — Desplazamientoquimico 13C Desplazamiento quimico 'H
(F1-F2) F1 (ppm) F2 (ppm)
C31-H35 22.6 0.79
C34 - H35 323 0.79
C33-H32 29.3 1.10
C31-H30 22.4 1.12
C33-H34 29.1 1.19
C30 - H31 32.0 1.18
C32 - H33 29.8 1.27
C29 — H28 329 2.08
C11 - H28 55.4 2.08
C7 - H28 151.9 2.08
C8 -H10 111.9 7.69
C8-H9 111.8 7.81
C6 - H20 119.9 7.63
C19 - H6 124.9 7.67
C15-H19 124.7 7.67
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C16 - H9 1271 7.81
C9-H10 132.2 7.69
C9-H6 133.0 7.60
C18 — H19 137.2 7.68
C4 -H6 140.1 7.60
C21-H19 140.1 7.67
C22 - H20 144.8 7.60
C23 - H20 146.6 7.63
C23 - H27 146.6 7.46
C7-H10 151.9 7.70
C7-H9 151.9 7.80

En la Figura 29 se muestran los espectros de RMN de 'H del resto de los
compuestos derivados de benzotiadiazol, en donde se puede observar que los
espectros son bastante similares, lo cual es de esperarse debido a que tienen los
mismos monémeros (BT y fluoreno) por lo tanto el mismo ambiente quimico, solo
varian en la anchura de sus senales, a medida que los compuestos aumentan su
peso molecular, las sefiales son mas anchas, debido a que hay una mayor cantidad
de hidrogenos integrada en cada sefal. La sefial mas desplazada en todos los
espectros de proton en la zona alifatica es la que corresponde a los hidrogenos 28
y 36, debido a que esta unidos al carbono 11, el cual esta en resonancia con el
esqueleto 1 conjugado de los compuestos organicos, o que hace que se remueva

densidad electrénica de los H 28 y H 36 queden desprotegidos.

49



L )

El b 31,39
32, 40
35,41 42
eroeh 33,41
31,39
32, 40| 0,37
34,42 | 35, 43
1,15 a3, 41
w20 8§
\ 17 e |
"l’ g I 9,14 |
i 10,1 i
z6 | 27l 20, 36 | po 19 gﬂ 0,36 |
([1sz ! 7 o (113 2 b !
/] 1wl
‘LH Fhoh #uli (l M
kN T - . _,I-_,-'\__,.n' | R 6 | . P | W U~
PPM g0 7.0 60 50 40 34 20 1D PPM B0 7.0 &0 50 40 30 20 10
< A A
) ;ﬂ.!ﬂ: ) 31,39
1.3% 32,40
22, 40 33,41].‘ !
34,42 29,37
ol 5,43 1 :
f‘ ' 6,17 =
|
617 I !
2,14 9, 14
10,15 | v |
[ 334 || |2 19,20 J
7 za..n Y ! ;
2 [\ | s | )] |
J I (I WL I l
A [ SR L S L
1 T T T T 1
PPMan 70 6.0 50 4.0 an 20 10 PPM g o 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 0 1.0
]
0, 38
31, 39
32,40
34, 42
]
|
[
s 23,41 | 29,37
ate | [pew
6,17 IR |
10,15 [ I|
19,20 [t 171
?T | 36 | ||
26 _. e ll'r'. .': \ i
= A : T 1 1 oo |- 3 =
FFM B0 7.0 &0 5.0 4.0 0 1.0 1.0

Figura 29.- Espectros de RMN de 'H de a) M1, b) O1aH, C) O1aT, d) P1bT, e) P1cT a 400 MHz en

CDCls.
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COMPUESTOS DERIVADOS DE FLUORENO-TIENO PIRROLODIONA

En la Figura 30 se muestran los espectros del polimero P2 fraccién hexano y
tolueno, los cuales son iguales debido a que se tienen los mismos monoémeros y
ambiente quimico, con distintos pesos moleculares. En la region alifatica, la sefal
mas desplazada a campos bajos (3.6 ppm) corresponde a los Hidrogenos alfa de la
cadena alquilica del TPD, debido a la desproteccidon que le confiere el N, a 2 ppm
se encuentra la sefal caracteristica de los hidrogenos alfa de la cadena alquilica del
fluoreno, el multiplete que esta de 0.4 a 0.7 corresponde al resto de los hidrégenos
de las cadenas alquilicas. De 7 a 8.3 ppm se encuentra la sefal de los hidrégenos

aromaticos de los tiofenos y fluoreno.
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4.1.2 Difraccion de rayos x

Se obtuvieron cristales adecuados para el analisis de difraccion de rayos X para M1
a partir de la evaporacion lenta de una solucion concentrada de CH2CI2. Compuesto
cristalizado como un sistema triclinico en el grupo espacial P-1 y hay dos moléculas
independientes en la unidad asimétrica. La Figura 31 muestra la estructura
molecular en la que se observa el sistema deslocalizado cuasi plano. La no
planaridad se puede observar a partir de los valores de angulo de torsion de S1-C4-
C5-C6 = -173.7(4), S2-C18-C16-C17 = -164.9(4) y S2-C21-C22-C23 = -169.7(5)°.
Como resultado de los diferentes sustituyentes unidos a los heterociclos de tiofeno,
ambos son asimétricos, esta observacién puede notarse a partir de las distancias
de enlace medidas de los atomos de azufre con los atomos de carbono vecinos, las
distancias de enlace son S1-C1 = 1.713(6), S1-C4 = 1.731(6), S2-C18 = 1.723(6),
S2-C21 =1.7463(6) A. No obstante, el heterociclo de cinco miembros NCCNS tiene
simetria con las distancias de enlace de N1-S3 1.622(6), N2-S3 1.627(7), N1-C23
1.349(8) y N2-C24 1.341(8).

Las longitudes y los angulos de los enlaces son relativamente similares entre las
dos moléculas independientes. No obstante, se producen cambios
conformacionales significativos con los fragmentos de octilo como se muestra en la
Figura 32. Para una molécula, todos los grupos octilos son casi lineales y realmente
ortogonales con respecto al sistema (a), mientras que para otra molécula los grupos
octilos estan mas distorsionados (b). Ademas, al lado de ambas moléculas, todos
los sistemas tienen una pequefia desviacion de la planaridad, hay interacciones-1r
con distancias de 3.622 a 3.794 A que evidencian la presencia de dimeros (c) y en
el nivel supramolecular se muestra un apilamiento 11- 11 de pilares apilados como se
muestra en la Figura 32 (d). La Tabla 15 describe las propiedades del monocristal
M1.
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Figura 31.- Estructura molecular del compuesto M1. Distancias de enlace (A) = S1-C1 1.713(6), S1-
C4 1.731(6), S2-C18 1.723(6), S2-C21 1.7463(6), N1-C23 1.349(8), N2-C24 1.341(8), N1-S3
1.622(6), N2-S3 1.627(7), C25-Br1 1.875(5). Angulos de enlace (°) = C1-S1-C4 92.7(3), S1-C4-C5
121.2(4), C18-S2-C21 92.7(3), S2-C18-C16 121.6(4), S2-C21-C22 120.3(4), N1-S3-N2 101.4(3).
Angulos de torsién (°) = S1-C4-C5-C6 -173.7(4), S2-C18-C16-C17 -164.9(4), S2-C21-C22-C23 -
169.7(5).
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Figura 32.- a) y b) Diferentes conformaciones observadas para las dos moléculas independientes
de M1 observadas en la celda unitara. ¢) Estructura dimérica formada por las interacciones m---n d)

Parte de la vista supramolecular que muestra el arreglo del apilamiento m.

4.1.3 Espectroscopia de infrarrojo

Como parte de la caracterizacion espectroscopica los compuestos se analizaron
mediante espectroscopia de infrarrojo. En la Figura 33 y Tabla 7 se muestran los
espectros obtenidos de cada grupo a) derivados de benzotiadiazol y b) derivados
de tienopirrolodiona y la asignacién de bandas de absorcion infrarroja asociadas a
los grupos quimicos caracteristicos. En cada espectro se observan las mismas
bandas lo que es evidente debido a que se trata de compuestos derivados de los
mismos monomeros solo con diferente peso molecular, sin embargo, a 1010 cm™*
en el espectro de M1 (Figura 32 inciso a) se encuentra una sefial bien definida la
cual es atribuida a la vibracion de tension C-Br que podemos encontrar en la
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molécula, dicha aseveracion es corroborada con el espectro de masas y estructura

de rayos X.
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Figura 33.- Espectros de FT-IR de los compuestos derivados de a) benzotiadiazol y b)

tienopirrolodiona.

Tabla 7.- Bandas importantes de absorcion infrarroja (cm-') de todos los compuestos sintetizados.

Tipos de vibracion (cm™)

Compuesto | C-H st | sobretonos | C=0 | C=N Cc=C C-Br C-Henel C-H fuera

(cm™) | del anillo st st st st plano del del plano
aromatico tiofeno del tiofeno
M1 2917, 2347, 1578 | 1465 1010 793 1263
2857 | 2166, 2039
O1aH 2926, 2363, 1580 | 1464 | ---—-—-- 803 1266

2854 | 2165, 2006

56



O1aT 2919, 2369, 1579 | 1460 | -------- 801 1271
2855 | 2171, 2029
O1b 2920, 2370, 1580 | 1450 1270 802
2850 2167, 2030

P1bT 2920, | 2362, 1578 | 1465 | _ 798 1273
2851 | 2167, 2040

P1cT 2920, 2170, 1570 | 1460 | ---------- 792 1280
2850 | 2030, 1890

P2aH 2921, 2348, 1741 | 1694 | 1551 | -—--mmmmm- 803 1059
2853 | 2159, 2031

P2aT 2924, 2348, 1742 | 1692 | 1851 | -—--mmmmm- 796 1056
2856 | 2165, 2039

P2bT 2924, 2363, 1744 | 1697 | 15564 | 797 1057

2854 | 2164, 2036

4.1.4 Determinaciéon de la distribuciéon del peso molecular: GPC vy

espectrometria de masas

Peso molecular de M1

La determinacion del peso molecular de la molécula M1 se realizO mediante
espectrometria de masas por impacto electronico a 70 eV, en la Figura 34 se
muestra su espectro.

Para M1 tenemos un peso molecular de 768 g/mol el cual corresponde al ion
molecular (M+) que es la molécula ionizada, con una intensidad del 100% el cual
también es el pico base, lo que indica que la molécula es altamente estable,
caracteristica muy importante para la aplicacion de un compuesto organico cémo
biomarcador en la microscopia de dos fotones.

Con una intensidad del 80% hay un pico con una m/z = 766 y se origina debido a
un efecto isotdpico del Br. En el espectro se observa un pico que corresponde a la
pérdida del atomo de bromo con una intensidad del 7% y con una relacién m/z =
688. El resto de las fragmentaciones mas representativas se muestran en el

espectro de masas.

57



M+

HyC CH,

Figura 34.- Espectro de masas de M1 mediante impacto electronico (El) a 70 eV.

En la Figura 35 se muestran los cromatogramas y las curvas de distribucién de los
pesos moleculares de los compuestos derivados de BT y TPD que se realizaron
mediante cromatografia de permeacion en gel.

En los cromatogramas de O1aH, O1aT y O1b se pueden observar curvas de
distribucion de pesos moleculares delgadas debido a que tienen un indice de
polidispersidad cercano a 1 pero en ambos casos se tienen dos picos lo cual es
consistente con los datos obtenidos en TGA en donde se determind que se tienen
dos temperaturas de descomposicion debido a que se tiene una mezcla de dos
diferentes tamafios de cadenas de oligdbmeros. Por el contrario, la curva obtenida
del analisis del cromatograma de P1cT es mas ancha debido a que tiene un indice
de polidispersidad mas alto a comparacién con O1aH, y solo se observa un pico lo
cual también es consistente con el analisis de TGA en donde sélo se tiene una sola
temperatura de descomposicién. En la Tabla 8 se presentan los valores de Mw
(peso molecular medio masico), Mn (peso molecular medio numérico) e IPD (indice
de polidispersidad de los polimeros derivados de BT y el peso molecular (PM) de la

molécula M1.
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Los polimeros, como se menciond anteriormente se extraen en diferentes
disolventes, las cadenas poliméricas de menor peso molecular se extraen en
hexano debido a la polaridad de este y en tolueno las cadenas de mayor peso
molecular, lo cual es consistente con los resultados obtenidos de GPC, en donde
P2aH tiene un peso molecular medio masico es 2017 g/mol y P2aT tiene un
Mw=5008 g/mol, la misma tendencia se tiene en O1aH y O1aT.

Realizando una comparacion se reporto la sintesis de (PC-DTTPD) %8 con la misma
estructura que P2, sin embargo, éste presenta un mayor peso molecular y un menor
indice de polidispersidad que los obtenidos con los polimeros derivados de TPD de

este trabajo.

e) i f)

™~ h)

Figura 35.- Cromatogramas y curvas de distribucién de peso molecular obtenidos por GPC de
a)O1aH, b) O1aT, c) P1bT, d)P1cT, e)P2aH, f)P2aT y g) P2bT
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Tabla 8.- Resumen de pesos los moleculares de los compuestos sintetizados.

Compuestos Mw (g/mol) Mn (g/mol) IPD (Mw/Mn)
O1aH 920+ 0.8 780+ 0.7 1.18 £ 0.1
O1aT 1421 +0.05 1123 1.26 £ 0.05
O1b 1818 £ 0.04 1576 +0.04 1.15 £ 0.005
P1bT 4813+3.7 2296.5+4.4 21+0.8
P1cT 12588 £ 0.03 6086 +1.4 21114
P2aH 201707 1404 +0.5 1.4+0.1
P2aT 5008+ 1.8 3015+0.8 1.7+1.0
P2bT 6 003 + 3.1 2871+3.7 21106

Peso molecular (PM g/mol)
M1 768

4.1.5 Caracterizacion térmica (TGA - DSC)

Los compuestos sintetizados se analizaron mediante analisis termogravimétrico
(TGA) a fin conocer la temperatura de descomposicion. Las moléculas y oligomeros
O1aH, O1aT, O1b y P2aH tienen dos temperaturas de descomposicion, lo que nos
habla de que tenemos probablemente una mezcla cadenas de compuesto de
diferentes tamanos, a diferencia de P1cT y P1bT, en donde se tiene una sola
temperatura de descomposicion.

En ambas familias se sigue la tendencia, al aumentar el peso molecular a pesar de
que la temperatura de descomposicion se mantiene en el mismo rango hay un
menor porcentaje de pérdida en peso lo que nos habla de una mayor estabilidad.
En la Figura 36 se muestran los termogramas de los compuestos derivados de a)
BT y b) TPD y en la Tabla 9 se encuentran los valores de Td, perdida en peso y
punto de fusion para el caso de M1.

La temperatura de transiciéon vitrea (Tg) en los polimeros es la temperatura por
encima de la cual el compuesto pierde rigidez y se vuelve gomoso®, en los
derivados de BT como de TPD, al ir aumentando el peso molecular medio masico,
la temperatura de transicién vitrea también aumenta, debido probablemente que al
aumentar el tamafno del esqueleto 1T-conjugado, las cadenas del polimero tienen

una menor probabilidad de poder rotar y al restringir el movimiento, la Tg aumenta.
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Peso (%)

Tabla 9.- Resumen de las propiedades térmicas de los compuestos derivados de BT y TPD

Compuesto | Temperatura de | Pérdida | Temperatura | Temperatura | Temperatura @ Entalpia
descomposicion en de de fusién Cristalizacion
(°C) peso transicién (Tf, °C) (Tc, °C)
(%) vitrea (Tg,
Oc)
Mm | - 8% | | -
O1aH 389.3, 611 | e | e e e
463.6
O1aT 378, 524 | e | e e e
455.1
O1b 412.9, 53 | e e e e
492.6
519.5
P1bT 477.04 43 8689 | e | e
P1cT 458.3 38.6 105.77 227.35 221.76 1.24
P2aH 370, 61.7 3402 | | e e
452.3
P2aT 440.4 394 70.02, | e | e e
106.63
P2bT 481.4 42.4 9217 | e | e e
—— O1aH
—— P2aH
100 - —e— P2aT
——P2bT
90 4
o 801
>
O 704
n
o)
o 60
50 4
40 4
30 T T T T T T 1 30 i ’ i ’ " '
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 36.- Termogramas de los compuestos derivados de a) benzotiadiazol y b) tienopirrolodiona
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4.1.6 Caracterizacion 6ptica lineal: UV-vis, fluorescencia y eficiencia cuantica

en solucion de los fluoréforos

En la Figura 36 se muestran los espectros de absorcion normalizados de los
compuestos derivados de a) benzotiadiazol y b) tienopirrolodiona en donde para
todos los compuestos se aprecian dos bandas lo cual es caracteristico de
compuestos con una arquitectura electrénica lineal donador-aceptor. La banda que
se encuentra mas desplazada al azul alrededor de los 353-389 nm se debe a una
transicion electrénica T->11* de la fraccion donadora de los compuestos (fluoreno) y
la banda mas desplazada al rojo alrededor de los 500 nm se deben a un proceso de
transferencia de carga intramolecular (ICT) 7%, donde la carga es transferida de los
orbitales 1 del fluoreno (donador) a los orbitales ™ de los grupos aceptores
benzotiadiazol y tieno-pirrolodiona, respectivamente. Se reportd la sintesis de un
polimero con una estructura similar a los oligomeros derivados de BT’" que se
presentan en éste trabajo, dicho polimero presenta bandas de absorcion alrededor
de los 510 y 638 nm en THF con una eficiencia cuantica de 64%, lo cual es
consistente con los datos obtenidos en éste trabajo de investigacion para los
compuestos derivados de BT. Se realiz6 la comparacion de los compuestos
derivados de TPD con uno reportado (PC-DTTPD) 7? el cual tiene bandas de
absorciéon similares en forma y longitud de absorcion maxima (494 nm) a las

obtenidas de los compuestos derivados de TPD de este trabajo (~540 nm).

En la Figura 37 se puede observar que en ambos espectros los compuestos con un
mayor peso molecular (P1cT, P2aT y P2bT), tienen bandas de absorcién con un
mayor corrimiento al rojo, lo cual es debido al aumento del peso molecular por lo

tanto hay un incremento de la conjugacién, lo que hace que el band gap disminuya.

En relacién a la intensidad de las bandas tanto en el espectro de los compuestos
derivados de BT como en el de los TPD, se puede observar como la segunda banda
correspondiente a la transferencia de carga intramolecular de los compuestos

aumenta de intensidad en relacion a la primer banda conforme aumenta el peso
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molecular de los compuestos y esto lleva a una disminucion de la eficiencia
cuantica, esto debido probablemente a que cuando aumenta de intensidad significa
que hay una mayor cantidad de moléculas transfiriendo la carga en vez de emitirla
debido a que al aumentar el peso molecular hay un mayor proceso de ICT, de ésta
manera se tiene una mayor pérdida de energia en forma vibracional y una menor

cantidad de energia en forma radiativa.
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Figura 37.- Espectro de absorcion normalizados en solucién de los compuestos derivados de a)

benzotiadiazol y b) tienopirrolodiona.
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Al igual que con los espectros de absorcion, en los de emision (ver Figura 38) al
aumentar la longitud del esqueleto 1T-conjugado, hay un mayor corrimiento al rojo
en las bandas de emision tanto en la familia del BT como del TPD. Las bandas de
los compuestos derivados de BT tienen un mayor corrimiento al rojo a comparacion
de los derivados de TPD.

En la Tabla 10 se muestran los valores de la longitud de onda de absorcidn y emision
maxima de los compuestos de la familia BT-fluoreno en solucién de THF asi como

los respectivos valores de eficiencia cuantica.

1.0 1

0.8

0.6 +

0.4 H

0.2 H
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Figura 38.- Espectro de emision de los compuestos derivados de a) benzotiadiazol y b)

tienopirrolodiona obtenidos bajo excitacion UV a 365 nm.
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Tabla 10.- Resumen de las propiedades épticas de los compuestos derivados de BT y TPD en solucién.

Compuesto A, A, Desplazamiento Eficiencia cuantica
absorcion = emision de Stockes de fluorescencia
(THF) (THF) (cm™) (QY) (THF) (%)
M1 360, 456 537 3307.9 92
O1aH 369, 463 632 5775.5 69
O1aT 375, 494 653 4929 60
O1b 373,477 645 5460.5 75
P1b H 370, 469 639 5672.5 66
PibT 378,518 657 4084.3 43
P1c T 389, 526 660 3859.9 38
P2aH 353, 468 544 2085.2 66
P2aT 353, 478 551 2771.7 33
P2bT 353, 477 548 2716.2 32

4.1.7 Caracterizacion éptica de las nanoparticulas

Se analizaron las propiedades opticas (absorcion, emision y eficiencia cuantica) de
los compuestos procesados como nanoparticula, en pelicula y se realizé una
comparacion con los resultados obtenidos en solucion.

En la Figura 39 se muestran los espectros de absorcién y emisién normalizados en
solucion, solido y como NPs de O1aH, O1aT, O1b, P1bT, P2aH y P2bT, en la Tabla
11 se presentan los datos de las propiedades 6pticas lineales. Se observan en todos
los espectros de la familia del BT la misma tendencia, se mantiene la forma de la
banda de absorcion y emisidn en las diferentes formas de agregacion molecular, sin
embargo, hay un mayor desplazamiento hacia el rojo en las bandas de los
compuestos en solido y como NPs debido a que hay un apilamiento 1r-11, lo cual
puede corroborarse al comparar la intensidad de la banda mas desplazada hacia el
rojo en los espectros de solucién y en nanoparticula, como se puede observar en la
figura 40 en todos los espectros de absorcion la segunda banda es mas intensa
cuando esta en nanoparticula asi como en pelicula porque como se menciond

anteriormente hay una mayor cantidad de moléculas en un proceso de ICT. A
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comparacion con los espectros de BT, en los espectros de absorcién de la familia
del TPD mantienen la misma forma cuando estan en solucion y en pelicula, ademas
también tienen longitudes de absorcién maxima similares tanto en solucion como
en pelicula lo que indica que hubo pocas interacciones intermoleculares en el estado
solido, lo cual puede atribuirse a las cadenas alquilicas laterales voluminosas tanto

del fluoreno como al de las unidades del TPD.
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Figura 39.- Espectro de absorcion y emision en solucion, pelicula y nanoparticula de a) O1aH, b)
O1aT, c) O1b, d) P1bT, e) P2aH y f) P2bT

66



El material en las NPs se encuentra en estado sdlido, por lo tanto es en este estado
en el que se miden las propiedades Opticas, se ha encontrado que las propiedades
de luminiscencia de las moléculas en el estado solido dependen de las interacciones
intermoleculares y, por lo tanto, estan afectadas por la auto-ensamble o modo
apilado de los cromoforos.”® En éste trabajo se compararon los valores de eficiencia
cuantica obtenidos en solucion, pelicula y como NPs de los compuestos descritos
en éste trabajo de investigacion, se encontré que cuando los fluoroforos estan en
pelicula y en NP la eficiencia cuantica disminuye considerablemente, debido
probablemente a que forman agregados por interacciones -1 lo que hace que la
eficiencia cuantica decaiga, efecto denominado “quenching por agregacion inducida
(ACQ por sus siglas en inglés)’”, dicho inconveniente lo presentan todos los

compuestos sintetizados en éste trabajo.

Tabla 11.- Tabla comparativa de las propiedades 6pticas de los fluoréforos en solucién, pelicula y

en nanoparticula.

Compuesto Amax Amax Eficiencia
absorcion  emision | cuantica
(nm) (nm) (%)
O1aH THF 369, 463 632 69
O1aH pelicula 376,482 | ——— | e
NPS O1aH 374, 477 667 13
O1a T THF 378, 494 653 60
NPS O1aT 383. 501 686 4
O1b THF 373, 474 641 75
O1b pelicula 378, 490 706 5
NPS O1b 377, 490 673 12
P1bT THF 378, 518 657 43
P1b pelicula 387,536 @ - | -
NPS P1bT 383, 535 687 3
P2aH THF 359, 475 551 66
P2aH pelicula 356,470 | - | -
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NPS P2aH 358, 475 583 9
P2bT THF 352, 476 586 32
P2bT pelicula 359, 479 643 4
NPS P2bT 357, 466 638

Comparacion de las propiedades o6pticas de las nanoparticulas con lo

reportado en la literatura

En la Tabla 12 se muestra una comparacion de las propiedades opticas de las NPs
sintetizadas NPS O1b en este trabajo de investigacion y de NPs que hay reportadas
en la literatura, las cuales son fabricadas a partir de compuestos derivados de
benzotiadiazol. Las NPs reportadas por Aparicio Ixta et al.”®> en donde la estructura
del fluoréforo a partir del cual fabricaron las NPs tiene una gran semejanza al de
O1b en estructura (derivado de fluoreno y benzotiadiazol) y en peso molecular
tienen una seccién transversal de TPA de 76 GM, valor comparable con el obtenido
para las NPS O1b (55 GM), sin embargo la eficiencia cuantica que obtuvieron para
M1-SNPs, es arriba de 8 érdenes de magnitud mayor a la obtenida en éste trabajo
de investigacion para NPS O1b. Las nanoparticulas fabricadas por X. Guo et. al’®
presenta una eficiencia cuantica de 4%, un valor con tres érdenes de magnitud
menor que las NPS O1b las cuales tienen valor de eficiencia cuantica de 12 %, sin
embargo, dichos autores lograron obtener imagenes de células de cancer gastrico
humano, lo cual abre la posibilidad de que NPS O1b a pesar de la QY obtenida
pueda ser utilizado como agente de contraste. Las bandas de absorcion y emision
para NPS O1b estan dentro del rango obtenido para nanoparticulas fabricadas a
partir de benzotiadiazol, el tamano de las nanoparticulas a pesar de ser mas grande
que las reportadas en la literatura estan por debajo de 70 nm, diametro deseable

para nanoparticulas utilizadas como agentes de contraste para la TPM.
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Tabla 12.- Comparacion de las propiedades 6pticas de las nanoparticulas NPS O1b sintetizadas en

este trabajo con nanoparticulas reportadas en la literatura derivadas de benzotiadiazol.

Compuesto A max A max QY (%) o (GM) Tamaiio de Referencia
|/ disolvente | absorcién | emisiéon /técnica nanoparticula
(nm) (nm) (nm) / técnica
usada para la
medicion
NPS O1b 377, 490 673 12 55/TPEF 51.4 +/-10.5 En este
/agua FESEM trabajo
PFBT-F127- | 360, 420 545 75 1085 /TPEF 12 77
SiO2 NPs / FE-TEM
agua
M1-SNPs / 330, 415 511 ~100 76/TPEF 19 78
agua TEM
PDTPBT 410, 675 -—-- -—-- 45 79
NPs /agua TEM
PFSBT NPs 317,438 560 4 22 80
/agua DSL

4.1.8 Caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas

El analisis de tamano y distribucién de tamanos de las NPs fabricadas se realiz6
mediante microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM).

En las Figuras 40 a 44 se presentan las micrografias obtenidas de cada una de las
NPs fabricadas a partir de los diferentes materiales sintetizados en este trabajo de
investigacién, asi como analisis de distribucion de tamafnos de las NPs obtenidas
de varias micrografias las cuales fueron procesadas mediante el programa IMAGEJ.
En las micrografias se puede observar claramente la encapsulacion con silice hace
que las nanoparticulas tengan una forma esférica. En la Tabla 13 se muestra un

resumen de los diametros obtenidos mediante esta técnica.
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Figura 40.- Analisis morfolégico de NPS O1aH a) distribucién de tamafios obtenidos mediante
FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS O1aH obtenidas a X100K y ¢) a X150K en el

microscopio electrénico de barrido de emision de campo.
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251 I NPS O1b

Conteos

30 40 50 60 70 80 90

Diametro (nm)

3. 0kV 3.7mm x100k SE 500nm W <UBO00 3.0kV 3 8mm x150k SE(L) 05/03/2018 | 300nm .

Figura 41.- Analisis morfologlco de NPS O1b a) Distribucién de tamafios obtenidos mediante
FESEM y b) micrografias de las nanoparticulas NPS M1 obtenidas a X100K y c) a X150K en el
microscopio electrénico de barrido de emision de campo.
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B NPS P1bT|
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SU5000 5.0kV 8.1mm x100k SE(L) 04/25/2018

Figura 42.- Andlisis morfoldgico de NPS P1 bT a) dlstrlbu0|on de tamanos obtenldos medlante
FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS P1bT obtenidas a X100K y ¢) a X150K
en el microscopio electronico de barrido de emision de campo.
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Figura 43.- Analisis morfoldgico de NPS P2aH a) Distribucion de tamafios obtenidos mediante
FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS P2aH obtenidas a X100K y ¢) a X150K en

el microscopio electronico de barrido de emisién de campo.
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Figura 44.- Analisis morfolégico de NPS P2bT a) distribucion de tamafos obtenidos mediante
FESEM, b) micrografias de las nanoparticulas NPS P2bT obtenidas a X100K y ¢) a X150K en

el microscopio electrénico de barrido de emision de campo.
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Tabla 13.- Resumen de los diametros promedio de las nanoparticulas.

Nanoparticulas Diametro
promedio (nm)
(SEM)
NPS O1aH 49.9 +/-4.9
NPS O1b 51.4 +/-10.5
NPS P1bT 52.9+/-7.94
NPS P2aH 52.3 +/-10.5
NPS P2bT 64.1 +/- 15.46

4.1.9 Fluorescencia de Rayos X (XRF)

Se realiz6 el analisis de O1b y NPS O1b a través de la técnica fluorescencia de
rayos X (XRF) con la finalidad de determinar la composicién quimica de las
diferentes muestras y asi comparar los resultados obtenidos de las nanoparticulas
con la solucién del oligébmero inicial. En la figura 45 se pueden observar los picos
de los elementos obtenidos en el espectro de XRF de NPS O1b y en la Tabla 14 se
muestran un resumen de cada elemento obtenido. La matriz usada es agua debido
a que las NPs estan suspendidas en agua, y los elementos presentes que se
obtuvieron fueron Si debido a que las nanoparticulas estan forradas con silice,
también se obtuvo S y Br, elementos presentes en el dimero O1b, con lo que se
puede corroborar la presencia del mismo en las nanoparticulas, apoyando asi los
resultados de absorcién y emision en donde también se observa que los espectros
tienen las mismas bandas en la solucion de las nanoparticulas que tiene la solucion
de O1b.
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Tabla 14.- Tabla de los resultados obtenidos mediante la técnica XRF de NPS O1b.

Concentracién | Error
Formula | Z | Concentracion | Estatus calculada estandar
H20 1 100.00% Matriz
Si 14 0.01% XRF 1 0.013 4.76%
S 16 30 PPM XRF 1 0.003 5.80%
Br 35 2 PPM XRF 1 0 16.00%
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Figura 45.- Lineas de fluorescencia de rayos X detectadas de una muestra de
NPS O1b.

4.1.10 Fluorescencia inducida por la absorcién de uno y dos fotones en el

microscopio de fluorescencia.

Una de las aplicaciones posibles de las nanoparticulas de silice dopadas con los
compuestos organicos sintetizados (O1aH, O1b, P1bT, P2aH y P2bT) es como
agentes de contraste para microscopia excitada por la absorcion de dos fotones,
para estudiar la fluorescencia de estos materiales a la excitaciéon de uno y dos
fotones, se usaron los microscopios de fluorescencia confocal y multifotén

respectivamente, y de esta manera poder evaluar si las NPs emiten al ser excitados
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con los mismos, de esta manera se realizé un barrido espectral en ambos
microscopios y los espectros obtenidos se muestran en las graficas de la Figura 46
y en la Figura 47 se muestran las imagenes obtenidas con cada solucion de
nanoparticulas testadas. Como se puede observar en los espectros de
fluorescencia obtenidos en los microscopios de modo confocal y multifoton, las NPS
O1aH y NPS O1b emiten cuando se analizan con ambos microscopios, en el caso
de las NPs de NPS P1b y NPS P2aH solo emiten cuando se analizan con el
microscopio confocal, en el multifoton, no, porque dichas NPs tienen una eficiencia

cuantica menor en comparacion con las NPs derivadas de O1aH y O1b.
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Figura 46.- Espectros de emision obtenidos en el microscopio confocal Olympus FV1000
Multifoténico a) de NPS O1aH en modo confocal (448 nm) y modo multifoténico a 800 nm. b) de
NPS O1b en modo confocal a 448 nm y en modo multifotonico a 950 nm, c) de NPS P1bT en
modo confocal a 480 nm y d) NPS P2aH modo confocal a 448 nm.
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Figura 47.- Imagenes obtenidas en el microscopio confocal Olympus FV1000 Multifoténico a) de
NPS O1aH en modo confocal (448 nm) b) NPS O1aH modo multifoténico a 800 nm. ¢) de NPS
O1b en modo confocal a 448 nm d) NPS O1b modo multifotonico a 950 nm, e) de NPS P1bT en

modo confocal a 480 nm y f) NPS P2aH modo confocal a 448 nm.

4.1.11 Estudios de fluorescencia excitada de dos fotones (TPEF) para O1b
(solucién y NPS)

La Figura 48a muestra la superposicion espectral entre la absorcion de un fotén y
el espectro de fluorescencia excitado de uno y dos fotones de O1b. Se observé un
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amplio espectro de TPEF (linea roja) con una intensidad maxima de alrededor de
567 nm para el dimero O1b en el disolvente THF bajo un bombeo laser de 810 nm.
Ademas, el espectro de un foton con laser de diodo (405 nm, 3 m\W) de excitacion
visto en la figura y un pico agudo reducido alrededor de 405 nm se debe a la bomba
residual parcialmente transmitida a través del filtro de bloqueo. En la Figura 38b se
muestra un resumen de las longitudes de onda de excitacion de dos fotones 6ptimas
y los picos de los valores correspondientes de seccidn transversal (por pulso de
energia) para las regiones de longitud de onda de 680 - 870 nm. La maxima seccion
transversal de TPA (o) de O1b se calculé en aproximadamente igual a 18 GM (1
GM = 10-50 cm* - s / fotdn) cuando se excita con una energia promedio de 3.75 nJ
/ pulso a 740 nm. Los espectros de TPEF de NPS O1b disperso en agua con 6.2 x
10° M son similares a los de la emision, excitados la absorcién de un foton. La
seccion transversal de TPA estimado de NPs O1b es de aproximadamente 55 GM
(Figura 38c) con una sefal de excitacion a 750 nm. Las NPS O1b dispersas en agua
exhibieron un valor de seccion transversal de TPA tres veces mayor que la molécula
de O1b.
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Figura 48.- (a) Superposicion espectral entre el espectro de fluorescencia inducida por la absorcién
de uno y dos fotones de O1b. (b) Valor de secciones transversales de TPA de O1b en THF para el
rango de excitacion de longitud de onda de 680 — 870 nm (c) Valor de secciones transversales de

TPA de NPs O1b en H20 para la region de longitud de onda de 680 — 870 nm.
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5.- CONCLUSIONES

Se sintetizaron dos familias de compuestos organicos derivados de benzotiadiazol

(BT) y tienopirrolodiona (TPD) via arilacion directa.

En la familia del BT las bandas de absorcion tienen una misma forma en solucion,
pelicula y nanoparticula, sin embargo hay un desplazamiento batocromico de las
bandas de absorcion en pelicula y en NPs comparado con los compuestos en
solucion debido a que en estas dos hay un apilamiento 1™ que origina un mayor
corrimiento al rojo, sin embargo en la familia del TPD las bandas de absorcion
maxima aparecen a la misma longitud de onda en solucion, pelicula y nanoparticula
debido a que en estos compuestos hay cadenas alquilicas voluminosas presentes
en el TPD y en el fluoreno lo que genera una mayor repulsién estérica, un menor
apilamiento 1y por lo tanto no exista un desplazamiento batocrémico en las bandas

de absorcién en pelicula y NPs.

Al variar el tiempo, cantidad de catalizador y volumen de disolvente en las rutas
sintéticas se obtuvieron compuestos con diferentes pesos moleculares. En la familia
del BT como en la del TPD al aumentar la longitud del esqueleto 1 conjugado de
los compuestos disminuye la eficiencia cuantica de fluorescencia debido a que hay
un mayor proceso de transferencia de carga intramolecular, de esta manera se
pierde una mayor cantidad de energia en forma vibracional y una menor cantidad

de energia es la que se emite.

Las NPs sintetizadas en este trabajo tienen una morfologia esférica debido al silice
que las recubre y un diametro promedio en el rango de 40 a 70 nm, lo cual es
deseable para utilizarlos como agentes de contraste en la TPM. En estas NPs decae
la eficiencia cuantica considerablemente a comparaciéon de cuando se encuentran
en solucién, debido probablemente a un efecto de quenching por agregacion
inducida; esto es por las interacciones intermoleculares que existen entre los

fluoréforos dentro de las NPs ya que estos se encuentran en estado solido.
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Las NPs fabricadas fueron analizadas con el microscopio confocal y multifotonico,
para establecer su posible funcionamiento como agentes de contraste, de las cuales
solo NPS O1aH y NPS O1b son prometedoras debido los valores de eficiencias
cuanticas (13 % y 12 %), los cuales son los mas altos en este grupo de NPs, ademas
de presentar fluorescencia por absorcién de dos fotones. Las NPS O1b dispersadas
en agua exhibieron un valor de seccion transversal de TPA de 55 GM tres veces

mayor que la molécula de O1b de 18 GM.
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6.- PERSPECTIVAS

A partir de los estudios y discusiones presentados en este trabajo de investigacion

doctoral, las perspectivas de trabajos futuros se orientan en la siguiente direccion.

En primer plano estaria el fabricar nanoparticulas de silice con otras metodologias
que permitan mantener la eficiencia cuantica de fluorescencia que se tiene en
soluciéon. En especifico, se podria utilizar un polimero inerte que forme micelas, en
la literatura se ha reportado que el polimero tribloque, poli (6xido de etileno) -b-poli
(0xido de propileno) -b-poli (6xido de etileno) (F127)8" ha funcionado bien para dicho

fin.

Disenar y sintetizar polimeros que tengan una estructura donador-aceptor que

ademas tengan un efecto de “AlE” (fluorescencia mejorada por agregacion).
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7.-APENDICE

DIFRACCION DE RAYOS X

Tabla 15.- Propiedades del monocristal de M1

Propiedad del monocristal M1
Formula quimica 2(C43 Ha7 Br N2 S3)
Peso molecular 767.909
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P -1

a(A) 13.6229(6)
b (A) 16.8998(7)
c(A) 18.4011(10)
a(°) 65.046(5)
B(°) 88.203(4)

Y () 81.365(4)
Volumen de la celda unitaria 3794.95
(A%)

V4 2

R-factor (%) 8.47




Figura 49.- Estructura de rayos X en monocristal de M1.

Tabla 16- Distancias entre atomos de la estructura M1

Atomo Atomo Distancia
entre atomos
(A)
Br1 C25 1.875 (5)
S1 C1 1.713 (6)
S1 C4 1.731 (6)
S2 c18 1.723 (6)
S2 Cc21 1.743 (6)
S3 N 1.622 (6)
S3 N2 1.627 (7)
N1 c23 1.349 (8)
N2 C24 1.341 (8)
C21 Cc22 1.449 (8)
C22 c23 1.430 (8)
c18 C16 1.473 (8)
C5 C4 1.472 (8)
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Tabla 17.- Angulos de torsién de los atomos de la estructura de M1

Atomo Atomo Atomo Atomo | Angulo de
torsion (°)
C6 C5 C4 S1 -173.7 (4)
C6 C5 C4 C3 5.1 (10)
C10 C5 C4 S1 4.9 (8)
C10 C5 C4 C3 -176.3 (6)
C20 C21 C22 c27 -167.4 (6)
Cc23 C22 C21 S2 -169.7 (5)
Cc23 C22 C21 C20 11.7 (10)
Cc27 C22 C21 S2 11.1 (8)
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