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NOTA SOBRE NOMENCLATURA 

A lo largo de esta Memoria se han utilizado la nomenclatura y simbolismos de 

aminoácidos recomendados por la Comisión de Nomenclatura de Bioquímica (JCBN) de 

la IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolism for Aminoacids and Peptides”, Pure 

Appl. Chem. 1994, 56, 595-674. http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/iubmb.html#03). 

Los aminoácidos se han nombrado por el sistema de símbolos de una o tres letras y 

pertenecen a la serie natural L, salvo que se indique lo contrario. Las sustituciones en el 

grupo -NH2 se indican anteponiendo el símbolo aceptado para el sustituyente al 

símbolo del aminoácido, mientras que las sustituciones en los grupos funcionales de las 

cadenas laterales se indican entre paréntesis, inmediatamente después del símbolo del 

aminoácido. 

En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no acilado por 

otro aminoácido, se denomina N-terminal y el que tiene el grupo carboxilo libre se 

denomina C-terminal. Tanto para nombrarlos como para representarlos gráficamente, se 

comienza por el residuo N-terminal, seguido de los aminoácidos internos en orden, para 

finalizar con el residuo C-terminal. 

NOTA SOBRE PUNTUACIÓN Y ABREVIATURAS 

Con el fin de simplificar la publicación de los resultados en revistas internacionales 

que requieren uso de numeración inglesa, en esta Memoria se utiliza este sistema. Así, 

las cifras decimales se indican con punto en lugar de con coma, habiendo sido aceptado 

este sistema por la Real Academia Española de la Lengua, como se recoge en el 

Diccionario Panhispánico de Dudas, desde su primera edición en octubre de 2005. 

Hay terminología científico-técnica que frecuentemente se utiliza de forma 

abreviada, pero para la cual en la versión en español no existe o no se utiliza una 

abreviatura, en estos casos se ha utilizado la abreviatura inglesa.

http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/iubmb.html#03
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ABREVIATURAS 

A: -Amiloide 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico  

AMC: 7-Amino-4-Metilcumarina 

APP: Amyloid Precursor Protein = Proteina Precursora Amiloide 

ARN: Ácido Ribonucleico 

Boc: tert-butyloxycarbonyl = tert-butiloxicarbonil

BODIPYs: Boron Difluoride Dipyrromethanes = Difluoro-boro-dipirrometanos 

CDKs: Quinasas Dependientes de Ciclinas 

CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Científicas 

Cy5: Cianina 5 

Cy7: Cianina 7

DAPI: 4’,6-Diamidino-fenilindol 

DBU: 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno 

DC: Dicroismo Circular 

DEAD: Azodicarboxilato de dietilo 

DIPEA: Diisopropiletilamina 

DO3A: 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid = Ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclo dodecano-1,4,7-triacético 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium = Medio Eagle modif icado  

de Dubelcco

4-DMN: 4-Dimetilamino-1,8-naftilamida 

DMF: Dimetilformamida 
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DMSO: Dimetilsulfóxido 

DTPA: Ácido etilentriaminopentácetico 

EDANS: 5-((2-Aminoetil)amino)naftaleno-1-ácido sulfónico 

EDTA: Ácido etielendiaminotetrácetico 

ET: Energy Transfer = Transferencia de Energía 

FITC: Fluoresceina 

FLIM: Fluorescence Lifetime Image Microscopy = Imagen de Microscopia de Tiempo de     

Vida de Fluorescencia 

FMN: Flavin MonoNucleotide = Flavín Mono Nucleótido 

FRET: Förster Resonance Energy Transfer = Transferencia de Energía de 

Resonancia de Förster 

GFP: Green Fluorescent Protein = Proteína Verde Fluorescente 

GGT: -Glutamiltranspeptidasa 

GI50: Inhibitory Growth 50 % = Inhibición del Crecimiento 50% 

GSH: Glutatión 

HEPES: Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]etanosulfónico
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1.1. ANTECEDENTES 

1.1.1. Biosensores 

Conocer la estructura y propiedades funcionales de las células, órganos y 

organismos vivos representa un reto en la biología y medicina modernas, que inspira el 

desarrollo de técnicas analíticas y de visualización ingeniosas e innovadoras, en las que 

el uso de biosensores ocupa un lugar destacado.   

La definicin más aceptada de biosensor es “un dispositivo analítico que incorpora 

un elemento biológicamente activo, bio-receptor o unidad de reconocimiento, y un 

traductor físico apropiado, para generar una señal proporcional a la concentración de 

especies químicas en cualquier tipo de muestra”1
. El desarrollo del primer biosensor de 

glucosa por Clark y Lyons
2
 en 1962 marca el arranque en la investigación en este 

campo. Desde entonces, los biosensores han sido ampliamente estudiados y 

extensivamente utilizados en diversas aplicaciones, que van desde los campos de la 

salud y el medio ambiente a los de la seguridad y la defensa, pasando por la agricultura 

y la seguridad y control de la calidad de los alimentos. En la actualidad ésta es un área 

de investigación multidisciplinar donde confluyen principios de ciencias básicas (física, 

química y biología) y de ciencias aplicadas (micro/nano-tecnología, electrónica y 

medicina). 

Los biosensores se clasifican según el mecanismo biológico de señalización o 

según el tipo de traducción de señal que emplean. En cuanto a la transmisión de la 
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señal, la mayoría de los biosensores se agrupan en tres tipos: electroquímicos, ópticos y 

acústicos.  

En los biosensores ópticos la traducción de la señalización se produce a través de 

la luz y las técnicas de detección son diversas según la espectroscopia utilizada, tales 

como: absorción, fluorescencia, fosforescencia, Raman, refracción y dispersión. Además, 

estos métodos permiten medir diversas propiedades de la luz, tales como la energía, la 

intensidad, la polarización, el tiempo de caída y/o la fase, que pueden modificarse en 

respuesta a una señalización biológica. Estos métodos tienen la ventaja de su rapidez de 

respuesta y de permitir la detección de varios analítos, pues las muestras pueden ser 

interrogadas simultáneamente con varias longitudes de onda sin interferencias entre 

ellas
3
. En este grupo, los biosensores fluorescentes se encuentran entre los más 

utilizados debido a su selectividad, sensibilidad y versatilidad, pudiéndose utilizar incluso 

en aplicaciones in vivo
4
. Esta técnica implica la excitación de las biomoléculas, mediante 

irradiación con luz UV/visible, seguida de relajación a su estado fundamental, mediante 

emisión de gran parte de la energía absorbida en forma de luz. Las biomoléculas pueden 

ser excitadas repetidamente, produciendo una señal brillante, que puede ser detectada y 

medida, incluso a nivel de una sola célula
1, 5

 y de una sola molécula
6
.  

1.1.2. Biosensores fluorescentes 

El desarrollo de biosensores fluorescentes ha estado impulsado fundamentalmente 

por el deseo de eliminar los trazadores o biosensores radiactivos, altamente costosos y 

difíciles de desechar. Además, con respecto a los agentes de contraste más 

convencionales utilizados en las tcnicas de imagen (TAC, MRI, etc…), que emiten 

señales continuamente y, por lo tanto, con alto ruido de fondo, los sensores 

fluorescentes se pueden diseñar para que la emisión de luz se produzca solo cuando se 

produce la interacción con la diana que se quiere observar
4
. Esta característica da lugar 

a la alta sensibilidad y especificidad de estos biosensores. 

Los biosensores fluorescentes son capaces de detectar biomoléculas en su 

ambiente nativo y de monitorizar procesos dinámicos en muestras biológicas complejas. 

Estos biosensores responden a la presencia, actividad o conformación de la diana a 

través de cambios sensibles en la fluorescencia de uno o varios fluoroforos acoplados a 



Introducción 

5 

un receptor de la diana de interés (generalmente un substrato o el dominio de una 

proteína) (Figura 1). El sensor puede ser una proteína codificada genéticamente, 

fusionada con una proteína autofluorescente, o un péptido o proteína conjugada con un 

pequeño fluoróforo sintético, que señalizan a través de cambios en la localización celular 

o cambios en sus propiedades espectrales (intensidad de fluorescencia, tiempo de vida, 

longitudes de onda de excitacin y de emisin, etc…). Los biosensores fluorescentes 

proporcionan información, tanto in vitro como en células vivas (in cellulo) e in vivo, con 

alta resolución espacial y temporal, permitiendo la monitorización de forma continua 

reversible y no invasiva de cambios dinámicos en el espacio y en el tiempo
7, 8

.  

La emisión de luz presenta la ventaja de una mayor sensibilidad con respecto a la 

absorción (sensores colorimétricos), debido a que la absorción se mide como la 

diferencia de intensidad de la luz a través de la muestra con respecto a una referencia, 

mientras que, en la emisión la intensidad de la luz emitida se mide directamente, sin 

comparación con una referencia. 

Figura 1. Esquema general de los biosensores fluorescentes 

Hay cuatro tipos de detección de procesos biológicos mediante fluorescencia. El 

primero consiste en la detección directa de una biomolécula de interés, aprovechando la 

presencia de fluoróforos endógenos, también conocidos como intrínsecos, en dichas 
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biomoléculas (Figura 2). Este es el caso de los aminoácidos aromáticos de las proteínas, 

fundamentalmente del anillo de indol del triptófano, que absorbe a 280 nm y emite a 340 

nm
9
. La emisión del triptófano es altamente sensible a su entorno local. Por ello, ha sido 

muy utilizada para el estudio de cambios conformacionales de proteínas. Sin embargo, 

tiene el inconveniente de que en la zona de su emisión hay alto ruido de fondo debido al 

solapamiento con la autofluorescencia de tejidos y muestras biológicas, por lo que la 

relación señal/ruido es baja y poco sensible. Además, gran parte de las biomoléculas no 

son fluorescentes, como por ejemplo los ácidos nucleicos o los lípidos, o su 

fluorescencia no es la adecuada para experimentación con buena sensibilidad, como ya 

se ha comentado para las proteínas. En estos casos se realiza una detección indirecta 

mediante el marcaje de las moléculas de interés con fluoróforos adecuados (Figura 2b).  

En proteínas este marcaje puede realizarse mediante codificación genética, 

fusionándolas con una proteína autofluorescente, como la proteína verde fluorescente 

(GFP)
10-12

. Estos biosensores genéticamente codificados tienen el inconveniente de que 

requieren largo tiempo para su expresión ectópica
13

. 

En los biosensores no genéticos el marcaje se realiza en proteínas o péptidos, 

mediante el acoplamiento sintético de un fluoróforo, denominado en este caso 

extrínseco, con propiedades fotofísicas adecuadas y en una posición apropiada
12

.  

El tercer tipo de detección de fluorescencia es mediante transferencia de energía de 

resonancia de fluorescencia (FRET, Figura 2c). Este proceso se produce cuando el 

espectro de emisión de un fluoróforo, denominado dador, solapa con el espectro de 

absorción de otro fluoróforo, denominado aceptor. En este caso se produce una 

transferencia de energía del dador al aceptor, mediante interacción dipolo-dipolo. El 

dador y el aceptor pueden estar localizados en la misma molécula o en moléculas 

diferentes, la transferencia de energía es a través del espacio. Esta transferencia de 

energía depende del solapamiento entre los respectivos espectros de emisión y 

absorción, y es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia entre 

ambos fluoróforos. Esta distancia debe estar en el rango de la conocida como distancia 

de Föster (15-60 Å)
9
. La dependencia de FRET con la distancia entre fluoróforos se ha 

utilizado mucho para la determinación de distancias moleculares y distancias entre 

diferentes biomoléculas.  
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Figura 2. Tipos de detección de biosensores de fluorescencia 

El cuarto tipo de detección de fluorescencia está basado en la capacidad de ciertos 

grupos o moléculas para desactivar o inhibir la fluorescencia de fluoróforos, conocida por 

el trmino ingls de “quenching”9
 (Figura 2d). En inglés estos grupos desactivadores de 

fluorescencia se denominan “quenchers”, en esta memoria este término se ha adaptado 
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como “quencheadores”. La desactivacin puede tener lugar por diversos procesos, tales 

como por colisin molecular, o por interaccin π-π en el caso de grupos aromáticos. Este 

es uno de los mecanismos de quenching de fluorescencia más frecuentemente utilizados 

en el diseño de biosensores y se basa en que la energía absorbida por un fluoróforo, en 

lugar de ser emitida en forma de luz, es transferida a un grupo aromático situado a una 

distancia adecuada para interaccin π-π. Cuando el reconocimiento entre el biosensor y 

la biomolécula diana impide esta interacción responsable del quenching, la relajación del 

fluoróforo tiene lugar mediante emisión de luz y se observa fluorescencia.  

1.1.3. Introducción a la fluorescencia 

La emisión de luz (fotones) no acompañada de aumento de temperatura se 

denomina luminiscencia. Cuando esta emisión se produce como consecuencia de una 

excitación previa por absorción de fotones se denomina fotoluminiscencia
14

. 

Dependiendo de la naturaleza del estado excitado, la fotoluminiscencia se denomina 

fluorescencia o fosforescencia. En la fluorescencia la emisión de luz tiene lugar desde un 

estado excitado singlete. En este estado el electrón excitado está apareado (espines 

opuestos) con el correspondiente electrón en el estado fundamental. Por lo que, el 

retorno del estado excitado al estado fundamental está permitido y ocurre rápidamente, 

mediante la emisión de un fotón, con tiempo de vida de la fluorescencia corto (1-10 ns). 

El conocido diagrama de Jablonski describe bien las transiciones electrónicas producidas 

por excitación y por relajación (Figura 3). Cuando la emisión de luz tiene lugar desde un 

estado excitado triplete se denomina fosforescencia. En el estado triplete el electrón 

excitado tiene la misma orientación de espín que en el estado fundamental. Por lo cual, 

la transición del estado excitado al estado fundamental está prohibida y la emisión de luz 

es lenta con valores de vida comprendidos entre milisegundos y segundos.  

La distinción entre fluorescencia y fosforescencia no siempre es clara, pues hay 

materiales, como los complejos orgánicos de metales de transición, que muestran un 

comportamiento mixto singlete-triplete, con tiempos de vida del orden de los 

submicrosegundos a microsegundos
9
. 

Las moléculas que absorben y emiten luz se denominan fluoróforos y, 

generalmente, suelen ser compuestos aromáticos o ciclos con múltiples enlaces π, o 
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complejos de metales de transición. Como se muestra en la Figura 3, la absorción de un 

fotón excita el fluoróforo del estado fundamental singlete S0 a alguno de los estados 

excitados singletes S1 o S2 de mayor energía. En cada uno de estos estados electrónicos 

puede haber varios niveles de energía vibracional. 

Figura 3. Representación de los niveles energéticos del estado fundamental y de los estados 
excitados tomada de la referencia 14. S0: estado fundamental tipo singlete; S1 y S2: estados 
excitados tipo singlete; T1 y T2: estados excitados tipo triplete; CI: conversión interna; CES: 
cruzamiento entre sistemas; RV: relajación vibracional.

La relajación del estado excitado al estado fundamental puede tener lugar a través 

de diversos procesos:  

a) Relajación vibracional, generalmente, la excitación lleva a la molécula a los 

niveles vibracionales superiores de los estados electrónicos S1 o S2, que rápidamente se 

relajan al nivel vibracional mínimo del correspondiente estado electrónico.  

b) Conversión interna, es una transición no radiativa entre estados electrónicos de la 

misma multiplicidad de espín (S2→S1, S1→S0). 

c) Fluorescencia, es la emisión de fotones que acompaña a la relajación S1→S0. 

Salvo pequeñas excepciones, la fluorescencia tiene lugar desde el estado S1, por lo cual, 

sus características son independientes de la longitud de onda de excitación
14

. 
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 d) Cruzamiento entre sistemas, es una transición entre niveles vibracionales 

isoenergéticos pertenecientes a estados electrónicos de multiplicidad diferente, por 

ejemplo S1→T1. La posterior relajación vibracional lleva el sistema al mínimo nivel 

vibracional del estado T1. 

e) Fosforescencia.- En disolución y temperatura ambiente la desexcitación no 

radiativa desde el estado triplete predomina sobre la desexcitación radiativa. De hecho la 

transición T1→S0, como ya se dicho, está prohibida y es muy lenta. Durante este lento 

proceso las colisiones con el disolvente favorecen tanto el cruzamiento entre sistemas 

como la relajación vibracional en S0. Sin embargo, a temperatura baja o en estado sólido 

se puede observar fosoforescencia. El espectro de emisión de fosforescencia se localiza 

a longitudes de onda mayores que el de la fluorescencia, pues la energía del estado 

triplete es menor que la del estado singlete. 

La estructura del fluoróforo es determinante tanto de su excitación por absorción de 

luz como de su posterior relajación. Como ya se ha indicado, la mayoría de los 

fluorforos son compuestos aromáticos en los que el aumento de electrones π en el 

sistema conduce a desplazamientos tanto del espectro de absorción como del de 

emisión hacia longitudes de onda mayores. La presencia en el fluoróforo de 

sustituyentes dadores y aceptores de electrones, y de heteroátomos en el sistema π, 

determinan de forma importante sus propiedades fluorescentes. En la excitación, las 

transiciones electrónicas van acompañadas de cambios en el momento dipolar de la 

molécula, que, generalmente, aumenta
9
. Este aumento es importante cuando el 

fluoróforo posee grupos dadores y aceptores de electrones conjugados, produciéndose 

separación de cargas, denominado estado de transferencia de carga intramolecular 

(ICT). En estos fluoróforos este estado excitado es el de menor energía en disolventes 

polares, mientras que, en disolventes apolares el estado sin separación de cargas, 

denominado excitado localmente (LE), es el de menor energía
9, 14

. Por ello, la 

fluorescencia de fluoróforos portadores de grupos dadores y aceptores de electrones 

varía mucho con la polaridad del disolvente, mostrando comportamiento 

solvatocrómico
15-18

. 

En ciertos fluoróforos portadores de grupos con pares de electrones libres, no 

directamente unidos al esqueleto aromático responsable de la fluorescencia, la 

excitación puede fotoinducir transferencia electrónica intramolecular, a través del espacio 
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(no a través de enlaces covalentes), que quenchee o impida la fluorescencia (Figura 4). 

En estos fluoróforos, el receptor del analito es un grupo dador de electrones (D) y el 

fluoróforo es aceptor de electrones. La excitación del fluoróforo induce el movimiento de 

un electrón del último orbital ocupado HOMO al primer orbital vacío LUMO. Esta 

transferencia electrónica posibilita la transferencia de un electrón del orbital HOMO del 

receptor (dador) al orbital semiocupado HOMO del fluoróforo (aceptor), quencheando su 

fluorescencia. Este fenómeno se denomina PET, por las siglas inglesas del proceso. En 

presencia del analíto, la energía del orbital HOMO del receptor disminuye por debajo de 

la energía HOMO del fluoróforo y no tiene lugar el efecto PET, produciéndose 

fluorescencia.  

Figura 4. Representación esquemática de fluoróforos PET 

Este mecanismo se ha utilizado fundamentalmente en sensores de pH y de 

cationes, que inhiben este PET, desbloqueando la fluorescencia. El caso más habitual es 

el PET inducido por aminas, como en el derivado de naftalimida sensor del Zn
2+

lisosomal indicado en la Figura 5
19

.
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Figura 5. Ejemplo de sensor de Zn
2+ 

basado en PET 
19

Las características del microentorno de un fluoróforo, tales como: la polaridad, los 

enlaces de hidrógeno, el pH, la presión, la viscosidad, la temperatura, la presencia de 

grupos quencheadores de iones, o de otros fluoroforos, pueden afectar a la emisión del 

fluoroforo. Esta dependencia de la emisión de fluorescencia del fluoróforo de su 

microentorno es fundamental para suministrar información espacial y temporal de éste, 

muy útil en el desarrollo de biosensores.  

1.1.4. Propiedades fotofísicas de los fluoróforos 

La estructura y el entorno de un fluoróforo determinan una serie de características 

de su comportamiento, que se indican a continuación y algunas se indican en la Figura 6: 

λabs
max

: Longitud de onda de absorción máxima en el espectro de absorción. Está 

relacionada con la diferencia energética entre el estado fundamental (S0) y un 

estado excitado (S1, S2,..). 

ε: Coeficiente de extinción molar: Es la absorbancia de luz de un compuesto a 

concentración 1 M y se expresa en M
-1

.cm
-1

. 
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Figura 6. Ejemplo de espectro de absorción y emisión con indicación de propiedades 

fotofísicas (λabs
max, ε, λem

max, Δ, )

λem
max

: Longitud de onda de emisión máxima en el espectro de emisión. Está 

relacionada con la energía de relajación por emisión de fotones entre un estado 

excitado y el estado fundamental (S0), que, como ya se ha comentado, es menor 

que la del proceso de absorción o excitación.  

Δ: Desplazamiento de Stokes: Diferencia entre el máximo de la primera banda de 

absorción y el máximo de la longitud de onda de emisión.  

: Rendimiento cuántico: Relación entre el nº de fotones emitidos con respecto al 

nº de fotones absorbidos. Equivalente a la fracción de moléculas excitadas que 

retornan al estado fundamental con emisión de fotones. 

IF: Intensidad de fluorescencia: Cantidad de fotones (en moles) emitidos por 

unidad de tiempo (segundos) y por unidad de volumen de disolución (litro). Luminosidad 

ʎ
em

max

ɸ

ʎ
abs

max

ε

Δʋ
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(o brillo) de la fluorescencia: Se define como el producto ε  . Es útil para comparar 

fluoróforos diferentes. Da una medida de la cantidad de luz absorbida y de la eficacia 

cuántica del fluoróforo. 

: Tiempo de vida de fluorescencia: Duración de la fluorescencia, que va 

disminuyendo exponencialmente después de la excitación, y es reflejo del tiempo medio 

de vida de las moléculas en el estado excitado S1 antes de retornar al estado 

fundamental. 

Fotoestabilidad: Es la resistencia al fotoblanqueo. Casi todos los fluoróforos pierden la 

fluorescencia tras iluminación continuada (fotoblanqueo). Esta pérdida de fluorescencia 

depende de la intensidad de la luz de excitación y es especialmente importante en 

microscopia de fluorescencia, donde la luz de irradiación es muy intensa. 

1.1.5. Fluoróforos más comunes 

Como ya se ha comentado, entre los fluoróforos intrínsecos o endógenos los 

aminoácidos aromáticos fenilalanina (Figura 7, 1), tirosina (2) y triptófano (3) emiten 

fluorescencia tras excitación con luz UV. De estos, el triptófano es el más fluorescente, 

con λabs
max 280 nm, λem

max 348 nm, ε de 6.3  10
3
 M

-1
cm

-1 y  de 0.1320
. La variación de 

la fluorescencia del triptófano con su entorno se ha utilizado como índice para diversidad 

de procesos biológicos, incluyendo el plegamiento de proteínas y la unión de ligandos
21

. 

También se ha empleado en aplicaciones FRET
22

 o como quencheador de la 

fluorescencia de diversos fluoróforos
23

. Otros fluoróforos endógenos incluyen los 

cofactores reducidos de la nicotinamida (NADH, 4), que presenta fluorescencia con 

λabs
max/λem

max
 = 340/435 nm

24
; las flavinas, como el mononucleótido de flavina (FMN, 5, 

λabs
max/λem

max
 = 450/530 nm

25
); las porfirinas o los derivados de piridoxal

26
. Estos 

fluoróforos endógenos son responsables de la autofluorescencia de células y tejidos, que 

puede enmascarar las señales deseadas de entidades marcadas en estudios de imagen 

y en experimentos in cellulo e in vivo
27

. Los fluoróforos con fluorescencia desplazada 

hacia el rojo evitan este problema y, además, permiten una mayor penetración
28

. 

Además, las longitudes de onda de excitación más largas no dañan el ADN ni los tejidos 

(los nuclesidos absorben a λabs
max ≈ 260 nm)29

. Entre los fluoróforos extrínsecos más 

utilizados se encuentran los compuestos policíclicos aromáticos o heteroarómaticos, 
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cuya utilidad aumenta en la medida que sus propiedades fotofísicas, indicadas en el 

apartado anterior, sean mayores, es decir: posean λabs
max y λem

max
 desplazadas hacia el 

rojo y altos valores de ε, Δ,  y luminosidad y sean fotoestables. En general, las 

propiedades espectrales correlacionan con su tamaño, tipo de sustituyentes y con la 

abundancia de electrones π. En la Figura 7 se indican algunos de los fluorforos más 

representativos. Entre estos destacan diversos derivados de naftaleno, como el cloruro 

de dansilo (6), uno de los primeros fluoróforos descritos
30

, muy utilizado para el marcaje 

de proteínas, sobre todo en medidas de polarización, debido a su favorable tiempo de 

vida (10 ns). El grupo dansilo absorbe ≈ 350 nm y emite ≈ 520 nm, con fluorescencia 

altamente sensible a la polaridad del disolvente. Más recientemente, entre los derivados 

de naftaleno destaca el 5-((2-aminoetil)amino)naftaleno-1-ácido sulfónico
31

 (EDANS), 

muy usado en experimentos FRET
32

 y, en especial, diversos derivados de naftalimida, 

como el amarillo Lucifer
33, 34

 (7), que se comentaran más ampliamente en el apartado 

siguiente.  

También se comentarán más ampliamente los derivados de quinolina, uno de los 

esqueletos heterocíclicos más frecuentes en fluoróforos. Entre estos, la quinina (8) fue el 

primer fluoróforo descrito en 1845
35, absorbe la luz UV del sol y emite a ≈ 450 nm, y 

sigue siendo una de las referencias más utilizadas en fluorescencia
9, 20

. 

Entre los derivados policíclicos aromáticos, además de los derivados de naftaleno, 

destacan los derivados de pireno (9), con λabs
max/ λem

max de 340/376 nm, ε de 4.3  10
4
 M

-

1   
cm

-1 y  de 0.75, alta sensibilidad ambiental y largo tiempo de vida (>100 ns) 20, 34
, por 

lo que han sido muy utilizados en estudios de plegamiento del ARN
36

. Algunos derivados 

de pireno muestran sensibilidad al pH y alta solubilidad en agua
34, 37

. También hay 

derivados de antraceno, como los derivados de perileno
38

 y de coroneno
39

, aunque han 

sido menos utilizados. 
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Figura 7. Ejemplos de fluoróforos representados por su brillo de emisión frente a abs
max

 . El color de las estructuras representa el color de su 

em
max

. Figura adaptada de la referencia 20.  
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En el grupo de los heterociclos aromáticos, además de las quinolinas, por su 

pequeño tamaño molecular y su comportamiento destacan los derivados de cumarina, 

como la 7-amino-4-metilcumarina
34

 (AMC, 10). Estos derivados presentan grandes 

desplazamientos de Stokes y se han utilizado para el marcaje de diversas biomoléculas, 

mediante el anclaje a través de grupos reactivos unidos a las posiciones 3 o 4 del anillo 

de cumarina
34

. Las características espectrales de estos derivados se han manipulado 

mediante la introducción de diversos sustituyentes en el anillo
40

, con aplicación 

fundamentalmente en estudios enzimáticos (hidrolasas
41, 42

, proteasas
43

, desacetilasas
44

o esterasas
45

). 

Los derivados de indol y benzoxadiazol también han destacado entre los 

heterociclos de pequeo tamao, tales como el 4’,6-diamidino-fenilindol (DAPI, 11), que 

se une al surco menor del ADN
46

, produciendo un gran aumento en la fluorescencia, por 

lo que se ha utilizado para el teñido del ADN en experimentos de visualización celular
47

. 

Entre los derivados de benzoxadiazol, destacan los derivados de 4-nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol (NBD,14), que se conjuga con pequeñas moléculas, tales como azucares, para 

mantener su actividad biológica
48

. Son sensibles al entorno, por lo que se han utilizado 

en la preparación de sensores de lípidos
49

 y de substratos de quinasas
50

. 

Numerosos derivados heteroarómaticos de mayor tamaño se han desarrollado 

como fluorófororos, entre los que destacan los derivados de xanteno como las 

fluoresceínas o las rodaminas. La fluoresceína (15) fue sintetizada por primera vez por 

Baeyer in 1871
51

, pero, a pesar de su antigüedad, sigue siendo uno de los fluoróforos 

más usados. Puede existir en siete formas prototrópicas con diferentes propiedades 

fotofísicas, siendo las biológicamente más relevantes las formas mono- y dianiónicas, 

que se intercambian a pKa≈6.4. De stas, la dianinica  es la más fluorescente (λabs
max

/ 

λem
max de 490/514 nm, ε de 9.3  10

4
 M

-1   
cm

-1 y  de 0.95)9, 34
.  El esqueleto de la 

fluoresceína ha resultado muy versátil, pues se puede unir con grupos reactivos a 

diversas biomoléculas para su marcaje
52

 y sus propiedades espectrales se pueden 

manipular mediante la introducción de diversidad de sustituyentes
53, 54

. Presenta 

sensibilidad al pH
55, 56

 y, mediante la introducción de grupos quelantes, permite la 

detección de diversos iones biológicamente importantes
57-62

. También se puede 

enmascarar con grupos fotolábiles
63

, útiles para estudios de cinética enzimática
64

 y 

visualizaciones in vivo
65

. 
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Las rodaminas son análogos de la fluoresceína con sustituyentes amino en lugar de 

hidroxilo o alcoxilo, con características espectrales similares, pero poca sensibilidad al 

pH. El miembro más sencillo de este tipo de fluoróforos, la rodamina 110 (16) posee 

propiedades fotofísicas muy similares a la fluoresceína (λabs
max/ λem

max de 496/517 nm, ε 

de 7.4  10
4
 M

-1   
cm

-1 y  de 0.92 en agua)66
. Las rodaminas se suelen utilizar en 

experimentos FRET pareadas con derivados de fluoresceína debido a la alta eficiencia 

en la transferencia de energía entre los compuestos derivados de xanteno
34

. La 

introducción de un anillo de benceno fusionado al esqueleto de xanteno tanto en las 

fluoresceínas como en las rodaminas produce un desplazamiento batocrómico 

importante en las longitudes de onda de emisión, como por ejemplo en la 

naftofluoresceina
67

 (17), que emite ≈ 95 nm más hacia el rojo que la fluoresceína, pero 

que muestran menor coeficiente de extinción molar y menor rendimiento cuántico, por lo 

cual el brillo de su fluorescencia es menor.  

Los derivados de boro, denominados BODIPYs (boro difluoro dipirrometanos), 

también destacan entre los derivados heteroaromáticos más utilizados
68

. Son muy 

lipófilos, insensibles al entorno y presentan pequeños desplazamientos de Stokes
34, 69

. El 

esqueleto base de BODIPY (18) presenta propiedades espectrales similares a las de la 

fluoresceína (λabs
max/ λem

max de 505/511 nm, ε de 9.1  10
4
 M

-1   
cm

-1 y  de 0.94)34
, pero 

es sensible al medio básico, lo que limita su uso y aplicación, por ejemplo en la síntesis 

de péptidos en fase sólida
70

. Aunque se han utilizado fundamentalmente para el marcaje 

de biomoléculas, los BODIPYs también se han utilizado como indicadores de iones
71

 y 

han resultado especialmente útiles en técnicas de polarización de la fluorescencia
72

. 

Por último, destacan las cianinas, término que engloba a los sistemas de colorantes 

portadores de una cadena polimetilénica entre dos átomos de nitrógeno, generalmente 

heterocíclicos (como indol) [R2N-(CH=CH)n-CH=N
+
R2], similar  al pigmento retinaldiimina 

de la rodopsina
73

. Estos fluoróforos se han utilizado mucho como etiquetas 

marcadoras
74

, tintes de ADN
75

 o como sensores del potencial de membranas
76, 77

. Entre 

ellos, los más utilizados son los basados en la estructura de sulfoindocianina
78

, 

abreviados como CyDye y  a los que se les da nombres comunes según el número de 

átomos de carbono que separa las dos unidades de dihidroindol. La más pequeña Cy3 

(19), posee propiedades espectrales similares a las rodaminas (λabs
max/ λem

max
 de 554/568 

nm, ε de 1.3  10
5
 M

-1   
cm

-1 y  de 0.14 en agua)20
. Al aumentar el tamaño (Cy5, Cy7), 
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aumenta la longitud de onda de emisión hacia el rojo, aunque con bajada en los 

rendimientos cuánticos
20

. Estos fluoróforos se han utilizado para el marcaje en 

microarrays
79

, como pares en experimentos FRET
80

 y en estudios de visualización 

celular de ultra-alta resolución
81

. 

1.1.6. 1,8-Naftalimidas 

El esqueleto de 1,8-naftalimida (imida del ácido naftaleno-1,8-dicarboxílico) ha sido 

uno de los más utilizados en el diseño de fluoróforos, por su pequeño tamaño, la 

facilidad de síntesis y su versatilidad para manipular y ajustar sus propiedades fotofísicas 

con la introducción de diversidad de sustituyentes. El grupo imida es eletroatractor y se 

suele combinar con grupos dadores de electrones (aminas, OR,…etc.) en posicin 4, lo 

que hace que, en general, las naftalimidas se comporten como fluoróforos ICT, con 

estados excitados altamente dipolares, dando lugar a bandas anchas, tanto en los 

espectros de absorción, centradas entre 350 y 450 nm, como en los de emisión, 

generalmente centradas a 420-500 nm. El carácter ICT de las naftalimidas hace que 

sean muy solvatocrómicos y su fluorescencia sea muy dependiente de la polaridad del 

disolvente. 

Mediante la manipulación de los sustituyentes en la posición 4 y en el nitrógeno 

imídico del anillo de 1,8-naftalimida, introduciendo grupos capaces de complejar o quelar 

selectivamente iones, se han obtenido sensores tanto de cationes como de aniones. En 

el primer caso, se han obtenido sensores de cationes modificando el carácter ICT, 

mediante la introducción sobre un grupo amino en posición 4 de grupos capaces de 

quelar cationes de forma selectiva
82

, como por ejemplo el sensor de cobre (II) 20
83

(Figura 8) o los sensores de Ca
2+

21a
84

 y  de Hg
2+

21b
85

, en los que se ha introducido un 

éter azacorona para complejar los cationes. Sin embargo, la mayoría de los sensores 

tanto de pH como de cationes derivados de naftalimida se basan en la inactivación de un 

efecto PET, fundamentalmente, de aminas terciarias unidas, tanto a un grupo amino en 

posición 4 como al nitrógeno imídico, a través de un espaciador que suele ser una 

cadena polimetilénica
82

, como los sensores de pH 22a
86

 y 22b
87

 o el sensor de Zn
2+

23
88

. 

De forma similar, la introducción de grupos que unen aniones, como las ureas o las 

tioureas, tanto en el grupo amino en posición 4 como en el nitrógeno imídico, ha dado 

lugar a sensores de aniones
89

. En este caso la unión del anión a los grupos urea o 

tiourea, ricos en electrones, potencia el efecto PET sobre el fluoróforo 1,8-naftalimida, y 
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el reconocimiento se traduce en una disminución de la fluorescencia al aumentar la 

concentración del anión reconocido. Ejemplos de estos sensores de aniones son el 

sensor de iones F
-

24
90

 y 25, sensor de protones y cationes a través de la amina 

terciaria, y de los aniones F
-
, H2PO4

-
 y AcO

-
 a través del grupo urea

91
.  

Figura 8. Ejemplos de 1,8-naftalimidas sensores de cationes y de aniones 
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Entre los sensores de aniones hay que destacar los que se unen al ADN, como 26a

y 26b, en los que el grupo dimetilamino se protona a pH fisiológico facilitando la unión al 

ADN a través del polianión trifosfato
89

. En naftalimidas análogas, en las que se sustituye 

el grupo dimetilamino por pirazina o morfolina, se ha observado que la unión al ADN es 

mayor cuanto mayor es el pKa de la amina terciaria
89, 92

. A partir de estas naftalimidas se 

desarrollaron las bases de Tröger 27a-c, derivadas de 4-amino-1,8-naftalimida, que se 

unen fuertemente al ADN, mediante interacciones electrostáticas y enlaces de 

hidrógeno, a través de las aminas terciarias protonadas a pH fisiológico
92, 93

. La 

irradiación con luz en presencia de estas naftalimidas puede dañar o romper el ADN
89

. 

Gran parte de estas naftalimidas que se unen al ADN han demostrado ser potentes 

antitumorales
94

, como mitonafide (26a) o amonafide (26b)
95, 96

, intercalantes del ADN e 

inhibidores de toposiosmerasa II
97

, que llegaron a estudios en fase clínica III en 

pacientes de leucemia mieloide
98

.  

Estas naftalimidas además de como intercalantes de ADN, se unen al surco menor 

del ADN, mediante interacciones electrostáticas y enlaces de hidrógeno
89, 92, 93

. También 

han demostrado aplicación como sensores para la visualización celular y en el desarrollo 

de marcadores de canceres
89, 94

. 

Recientemente, la amida del ácido -glutámico y de amonafide 28  (Figura 9) se ha 

utilizado como sensor ratiométrico para visualizar el daño en el ADN de células 

cancerosas
99

. La amida 28 emite en el azul (441 nm) y por la acción de la -

glutamiltranspeptidasa (GGT), sobreexpresada en células cancerosas, es transformada a 

amonafide (26b), que emite en el verde (531 nm) y, a su vez, éste es acetilado por la 

acción de N-acetiltransferasa (NAT), sobreexpresada en zonas en las que hay daño en 

el ADN, para dar 29, que nuevamente emite en el azul (455 nm). Por lo cual el sensor 28

permite seguir en tiempo real la cinética del daño en el ADN de células cancerosas que 

sobreexpresan GGT. 

Aprovechando su fuerte carácter solvatocrómico, el fluoróforo 4-dimetilamino-1,8-

naftalimida (4-DMN) se ha utilizado para el estudio de dinámica de proteínas y de 

interacciones proteína-proteína
18

, mediante su incorporación en secuencias de péptidos 

apropiadas, preparando previamente el correspondiente aminoácido 30
100

 (Figura 10) o 

derivados reactivos adecuados para el marcaje de péptidos y proteínas
101, 102

. En agua o 

ambientes polares la 4-DMN es muy poco fluorescente, aumentando significativamente 
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la fluorescencia en ambientes no polares, como es el caso de los entornos lipófilos de 

lasinteracciones proteína-proteína. 4-DMN también se ha utilizado en estudios de la 

dinámica de interacciones de proteínas mediante FRET con otro fluorofóro
103

. 

Figura 9. Sensor ratiométrico del daño en el ADN de células cancerosas  

Aprovechando su fuerte carácter solvatocrómico, el fluoróforo 4-dimetilamino-1,8-

naftalimida (4-DMN) se ha utilizado para el estudio de dinámica de proteínas y de 

interacciones proteína-proteína
18

, mediante su incorporación en secuencias de péptidos 

apropiadas, preparando previamente el correspondiente aminoácido 30
100

 (Figura 10) o 

derivados reactivos adecuados para el marcaje de péptidos y proteínas
101, 102

. En agua o 

ambientes polares la 4-DMN es muy poco fluorescente, aumentando significativamente 

la fluorescencia en ambientes no polares, como es el caso de los entornos lipófilos de las 

interacciones proteína-proteína. 4-DMN también se ha utilizado en estudios de la 

dinámica de interacciones de proteínas mediante FRET con otro fluorofóro
103

. 
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Figura 10. Aminoácido derivado de 4-DMN para la síntesis de péptidos

Las naftalimidas sustituidas en posición 4 con un grupo NH2 muestran fuerte 

fluorescencia de color verde. Sin embargo, cuando este grupo se acila, al disminuir el 

carácter dador de electrones, la fluorescencia disminuye y se desplaza hacia el color 

azul. Esta característica ha sido aprovechada para desarrollar sensores ratiométricos de 

diversos bioanalitos, de fórmula general 31 (Figura 11), con aplicación tanto en estudios 

in vitro como en visualización celular. Este es el caso de los sensores selectivos de 

tioles, tales como SH2
104, 105

, el glutatión (GSH)
106

 y la tiorredoxina
107

, o de selenoles, 

como la selenocisteina de la tiorredoxina reductasa, enzima implicada en la etiología de 

la enfermedad de Parkison
108

. Tanto la tiorredoxina como la tiorredoxina reductasa están 

implicadas en la formación de especies de oxígeno reactivo en las mitocondrias, que 

están relacionadas con diversas enfermedades neurodegenerativas. Por ello, con el fin 

de direccionar el sensor hacia las mitocondrias, R
1
 de la fórmula general 31 suele incluir 

grupos cargados positivamente, generalmente, sales de fosfonio
107, 108

. En una 

transformación activadora se basan también los sensores de formaldehido de fórmula 

general 33, en los que el grupo hidrazino en posición 4 quenchea la fluorescencia de la 

naftalimida por efecto PET.  
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Figura 11. Sensores de tioles, formaldehido e hipoxia

La reacción de la hidrazina 33 con formaldehido da lugar a la hidrazona 34, 

bloqueando el PET y dando fluorescencia verde intensa
109, 110

. También en el bloqueo de 

un mecanismo PET se basa un sensor de creatinina en suero de sangre humana 

recientemente descrito
111

. 

Por último, señalar los sensores de hipoxia en células tumorales basados en la 

presencia de grupos capaces de biorreducirse enzimáticamente en condiciones de 

hipoxia, tales como los grupos nitro o los N-óxidos, que quenchean la fluorescencia y al 

reducirse a aminas dan lugar a derivados altamente fluorescentes
112-114

. Este es el caso 

del N-óxido de amonafide 35, marcador de células hipóxicas en tumores sólidos
114

.  

1.1.7. Quinolinas 

El esqueleto de quinolina también es uno de los más repetidos en fluoróforos, 

empezando por la quinina  (8), el primer fluoróforo descrito
35

, ya comentado. Al igual que 

las naftalimidas, las quinolinas se han utilizado mucho en sensores de cationes
115, 116

, en 

particular como sensores de Zn
2+

. Este es el caso de la 6-metoxi-8-p-toluensulfonamido-

quinolina (TSQ, Figura 12, 36) cuya fluorescencia aumenta 100 veces al unirse a Zn
2+

, 
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selectivamente en presencia de concentraciones altas de Ca
2+

 o Mg
2+

, pero su baja 

solubilidad en agua limita su aplicación
117

. Intentando resolver esta limitación surgió su 

análogo zinquin-A (37), portador de un ácido carboxílico en posición 6. Esta modificación 

dio lugar a un importante aumento de solubilidad y de fluorescencia en presencia de 

Zn
2+

, mientras que Ca
2+

 y Mg
2+

 no afectan a la fluorescencia y Fe
2+

 y Cu
2+

 la 

quenchean
118

. Zinquin-A fue el primer sensor fluorescente de metales de transición 

utilizado en estudios in cellulo
119

. La capacidad quelante del grupo di(2-picolil)amino, 

altamente selectivo por Zn
2+

 en muestras bilógicas frente a otros cationes, se ha 

aprovechado para desarrollar sensores de este catión, tales como 38
120

. La sustitución 

del grupo fenoxilo por un grupo metoxilo en posición 8 y la introducción de un grupo 

isobutoxilo en posición 4 cambian la selectividad hacia Cd
2+

 frente a Zn
2+

 y otros cationes 

dando lugar a sensores ratiométricos altamente sensibles y selectivos para cadmio
121

(39). También se han desarrollado sensores de Zn
2+

 que combinan la potenciación de la 

fluorescencia por quelación con la inhibición de efecto PET, como en la di(2-

quinolil)amina 40
122

. Por el contrario, la chalcona derivada de 2-hidroxi-quinolina 41 es un 

sensor selectivo del catión Fe
3+

 al quenchear la fluorescencia por PET
123

. En la 

potenciación de la fluorescencia por quelación también se basa el sensor selectivo de 

Hg
2+

42, derivado de 2-benzoimidazolil-quinolina
124

. 

La conocida capacidad quelante de la 8-hidroxi-quinolina (Figura 12, 43), además 

ser la base de sus múltiples aplicaciones terapéuticas
125

, ha sido utilizada en el 

desarrollo de sensores de cationes, particularmente de Zn
2+

 desde 1968
126

. Más 

recientemente, el grupo de Barbara Imperiali ha desarrollado sensores peptídicos muy 

selectivos de la actividad de quinasas
127-129

, basados en la utilización de la 8-hidroxi-5-

(N,N-dimetilsulfonamido)-2-metilquinolina (44) como fluoróforo
130

, que fue desarrollado 

inicialmente como sensor de Zn
2+

. Estos sensores se basan en la potenciación de la 

fluorescencia por quelación del Mg
2+

 de las quinasas, formando un complejo conjunto 

con el fosfato que incorpora la quinasa en sus sustratos. 
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Figura 12. Fluoróforos derivados de quinolinas 

Para la incorporación del fluoróforo en los péptidos fue necesario preparar el 

correspondiente aminoácido 45 (Sox) o reactivos apropiados para el marcaje en residuos 

de cisteína
131

. La sustitución del grupo sulfonamido por derivados de triazol, en los que 

se extiende la conjugacin de electrones π, mejor el fluorforo, dando lugar a un 

significativo desplazamiento batocrómico en las longitudes de onda de excitación y de 

emisión
132

. Por otra parte, derivados de 8-hidroxi-quinolina en los que el grupo hidroxilo 

se sustituye por alcoxilo, tales como 46, han dado lugar a fluoróforos solvatocrómicos 

con aplicación como sensores de proteínas como la albumina de suero bobino
133

.
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Entre los derivados de quinolina, también hay que destacar a los derivados de 2-

quinolinone, de fórmula general 47
134

, denominados carbostirilos, utilizados como 

sensibilizadores o antenas de la fluorescencia de lantánidos, que se comentan en el 

apartado siguiente. 

Figura 13. Sensores de fluorescencia derivados de quinolina basados en reactividad selectiva  

Por último, señalar los sensores derivados de quinolinas basados en la activación 

de la fluorescencia por reacción de alguno de los grupos que incorpora, como el sensor 

de tioles in cellulo 48 (Figura 13), basado en el aumento de fluorescencia producido al 

reducirse un grupo azido a amino por la acción de tioles
135

, o el sensor de óxido nítrico 

50, que, por irradiación de dos fotones, se transforma en el derivado de benzotriazol 51, 

aumentando 12 veces la fluorescencia, por inhibición del efecto PET del grupo o-

diaminofenilo sobre la quinolina
136

. 

1.1.8. Antenas de lantánidos 

Los lantánidos (Ln, desde el lantano al lutecio) se caracterizan por poseer 

electrones 4f (0-14), protegidos por los orbitales ocupados 5S
2
, 5P

6
 y 6S

2
. Debido a su 

bajo potencial de oxidación, los lantánidos en disolución existen casi exclusivamente en 

su estado trivalente, Ln(III). El apantallamiento de los electrones 4f hace que éstos 

interaccionen poco con el entorno y que participen poco en enlaces covalentes con sus 

ligandos. La interacción de los cationes Ln
3+

 con sus ligandos es fundamentalmente 

electrostática. La entalpía de hidratación de estos cationes aumenta al aumentar el 
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número atómico, mientras que su radio atómico disminuye, produciéndose lo que se 

conoce como contracción del lantánido
137, 138

. Debido a su pequeño tamaño los iones 

Ln
3+

 tienen alta densidad de carga superficial positiva, por lo que se comportan como 

ácidos de Lewis duros, coordinándose preferentemente con grupos dadores muy 

electronegativos (bases de Lewis duras), en el orden F
-
 > OH

-
 > H2O > NO

3-
 > Cl. Los 

números de coordinación de estos cationes se encuentran en el rango de 3-12, 

dependiendo del volumen estérico de los ligandos, siendo 8 y 9 las coordinaciones más 

frecuentemente observadas
138

. Debido a su pequeño tamaño los iones Ln
3+

 presentan 

alta semejanza, en términos de radio iónico y oxofilia, con el catión divalente Ca
2+139

. 

Esta semejanza ha permitido su sustitución en diversas proteínas dependientes de 

calcio
140, 141

.  Los cationes Ln
3+

 y sus complejos, tanto en estado sólido como en 

disolución, son luminiscentes con bandas estrechas, similares a líneas atómicas, 

correspondientes a transiciones electrónicas entre los orbitales 4f, que, según la regla de 

selección de Laporte
142

, son prohibidas. Como ya se ha comentado, el apantallamiento 

de los orbitales 4f por los electrones 5S
2 

y 5P
6
 hace que estén aislados del entorno, por 

ello, las bandas de absorción y, especialmente, las de emisión de estos cationes son 

muy finas y dependientes exclusivamente de la naturaleza del lantánido. Los orbitales 4f 

no son degenerados con idéntica energía, sino que se separan en diversos niveles 

energéticos debido a las diversas interacciones de los electrones en estos orbitales, 

entre las que destacan, por orden de importancia, las repulsiones electrónicas, los 

acoplamientos spin-orbita y el campo que generan los ligandos, como se muestra, de 

forma representativa para el Eu
3+

, en la Figura 14. La repulsión electrónica separa los 

niveles en L términos, separados por intervalos del orden de 10
4
 cm

-1
, denominados con 

diferentes letras (F y D en el caso del Eu
3+

), mientras que, los acoplamientos spin-orbita 

separan estos niveles en J intervalos del orden de 10
3
 cm

-1
. Por último, la presencia de 

un entorno de coordinación, tal como un cristal o un ligando orgánico, genera un campo 

eléctrico, que separa los niveles J en intervalos pequeños de unos 10
2
 cm

-1
, 

responsables de la estructura fina de los espectros tanto de absorción como de emisión 

y que solo se observa en espectrómetros de alta resolución. Los niveles energéticos 

degenerados se indican como 
(2S+1)

LJ, donde (2s+1) indica la multiplicidad de spines y es 

igual al nº de estados energéticos J para cada nivel L. Solo están permitidas las 

transiciones electrónicas entre los niveles 
(2S+1)

LJ en las que ΔL = 0, 1 y ΔJ = 1138, 142, 

143
.  
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Figura 14. Representación de la distribución de los niveles energéticos de los orbitales 4f del Eu
+3

El carácter prohibido de las transiciones 4f es responsable de la baja absorbancia 

de los lantánidos, con coeficientes de extincin molar (ε) del orden de 10 M-1
cm-1, y de 

sus relativamente largos tiempos de vida de luminiscencia, del orden de microsegundos 

para samario y disprosio y de milisegundos para europio y terbio. En comparación con 

los tiempos de fluorescencia de la mayoría de los fluoróforos orgánicos, del orden de los 

nanosegundos, los largos tiempos de fluorescencia de los lantánidos suponen una 

ventaja importante para estudios biológicos, pues permiten aplicar un retraso entre el 

pulso de excitación y la ventana de detección, lo que se conoce como experimentos 

resueltos en el tiempo, en los que se eliminan las interferencias por la autofluorescencia 

de los medios biológicos, aumentando sensiblemente la relación señal-ruido y, por lo 

tanto, la sensibilidad.  

El salto energético entre el estado luminiscente más bajo y el no luminiscente más 

alto determina la zona de emisión del lantánido. En base a la zona de emisión se 

distinguen dos grupos, los lantánidos que emiten en el visible y/o infrarrojo cercano con 

baja luminiscencia, donde se incluyen praseodimio, neodimio, holmio, erbio, tulio e 

iterbio, en los que el salto energético es pequeño, por lo que la desactivación no 

radiativa, por interacción con osciladores de alta frecuencia, como el disolvente, compite 

con la emisión de luz; y los que emiten en el visible con alta luminiscencia, como el 
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samario (naranja), el europio (rojo), el disprosio (amarillo) y el terbio (verde). De éstos, el 

Eu
3+

 (emisión 
5
D0

7
F2, 613 nm) y el Tb

3+
 (emisión 

5
D4

7
F5, 545 nm) son los que más se 

han utilizado para estudios biológicos. 

Los bajos coeficientes de absorbancia de los lantánidos dificultan su excitación. 

Este problema se evita aprovechando la posibilidad de excitación indirecta mediante 

transferencia de energía desde cromóforos con alto coeficiente de absorción molar. Este 

proceso se conoce como sensibilización o efecto antena y al cromóforo se le denomina 

antena. Este proceso es la base de la mayoría de las aplicaciones de la luminiscencia de 

los lantánidos, es extremadamente sensible a cambios en el entorno tanto del metal 

como de la antena y complejo, implicando diversos niveles de energía de la antena 

dadora y del metal aceptor. En la Figura 15 se representa de forma simplificada el 

proceso de sensibilización del Eu
3+

 y del Tb
3+ 144

. En la excitación, por absorción de un 

fotón, la antena pasa del estado fundamental S0 al primer estado excitado singlete S1, 

que, por cruzamiento intersistemas (ISC), pasa al estado triplete T1. Desde aquí, la 

antena puede transferir energía (ET) a alguno de los orbitales luminiscentes 4f del  

lantánido (en el caso de Eu
3+

, los 
5
DJ), mediante un mecanismo Dexter

145
, que requiere 

el solapamiento físico de orbitales del dador y del aceptor y es muy dependiente de la 

distancia, de manera que la transferencia de energía disminuye drásticamente para 

distancias superiores a 5 Å. La desactivación del sistema se produce por emisión de luz 

al pasar el lantánido a alguno de los estados fundamentales 4f (en el caso de Eu
3+

, los 

7
FJ). Dada la ya comentada dificultad de las transiciones entre orbitales 4f, responsable 

de los largos tiempos de vida de luminiscencia de los lantánidos, diversos mecanismos 

de desactivación compiten con este proceso: a) La fluorescencia de la antena y el 

quenching de su estado triplete T1 por el O2 disuelto en el medio. b) Si la diferencia de 

energía entre el estado T1 de la antena y el estado excitado del lantánido es pequeña, el 

proceso de transferencia de energía (ET) puede revertir hacia el estado T1, pero si dicha 

diferencia es demasiado grande la transferencia de energía puede ser demasiado lenta. 

Se estima
146

 que la diferencia de energía entre el estado T1 de la antena y el estado 

luminiscente más bajo del lantánido debe ser superior a los 1.500 cm
-1

. Algunos autores 

elevan esta diferencia a 2.500-3.500 cm
-1 147

. c) La desactivación no radiativa del 

lantánido por acoplamiento con estados vibracionales de los OH y CH (osciladores de 

alta frecuencia) del entorno
148, 149

. Para que se produzca este acoplamiento, el salto 

energético del lantánido desde el estado excitado al estado fundamental debe ser del 
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mismo orden que la energía del conjunto de estados vibracionales de dichos grupos
150

. 

El Tb
3+

, en el que el salto de energía es mayor, es el lantánido menos sensible a este 

quenching. Esta desactivación es particularmente importante en H2O. Por ello, es 

conveniente que la esfera de coordinación del lantánido esté completamente ocupada 

por el ligando para evitar el quenching de luminiscencia por este disolvente y el tiempo 

de vida de la luminiscencia varia linealmente con el número de moléculas de H2O de 

coordinación. 

Figura 15. Diagrama simplificado de Jabloski, mostrando el flujo de energía en el proceso de 
sensibilización de Tb

+3
 y Eu

+3
 por una antena

La intensidad de la luminiscencia del proceso de sensibilización viene determinada 

por el producto del coeficiente de extincin molar de la antena (ε) por el rendimiento 

cuántico de sensibilizacin (SE).  

Este rendimiento es el producto del rendimiento cuántico del entrecruzamiento entre 

sistemas (ISC) por el rendimiento cuántico de la transferencia de energía (ET), y por el 

rendimiento cuántico de la luminiscencia del lantánido (LA). 

SE = ISC  ET  LA
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Teniendo en cuenta que los cromforos orgánicos suelen tener ε en el rango 10
3
-

10
6
 M

-1
cm

-1
, en comparación con las absorbancias de los lantánidos, del orden de 1-10 

M
-1

cm
-1

, la antena puede aumentar la intensidad de la luminiscencia hasta un factor de 

10
6
.  

Teniendo en cuenta los factores que influyen en el proceso de sensibilización, para 

que éste sea eficaz se deben reunir las siguientes condiciones: 

 La antena debe poseer alta absorbancia (ε).

 El rendimiento del entrecruzamiento entre sistemas de la antena (S1T1, ISC) debe 

ser alto. En este sentido, la presencia del lantánido aumenta este rendimiento, por el 

conocido efecto de los átomos pesados externos
151

. La presencia del ion lantánido 

cercano a la antena induce en ésta una mezcla en los orbitales S1 y T1, confiriendo al 

estado singlete cierto carácter de triplete y viceversa. Como consecuencia, se facilita 

la transición prohibida S1T1 y, generalmente, la fluorescencia de la antena 

disminuye. Una eficiente población del estado triplete de la antena requiere también 

una eficiente población del estado singlete S1 y, por tanto, como ya se ha indicado, 

alta absorbancia. Además, la energía del estado S1 determina la longitud de onda de 

excitación de la antena. Se asume que la diferencia de energía entre los estados S1 y 

T1 de la antena es como mínimo 5.000 cm
-1

, y la diferencia entre el estado triplete de 

la antena y el principal estado aceptor del lantánido debe ser ≥ 1.500 cm-1 138, 152
. Por 

ello, teniendo en cuenta la energía de los estados aceptores de los lantánidos, la 

longitud de onda de absorción de las antenas debe ser próxima a 370 nm para el Tb
3+

y a 390 para el Eu
3+

. Por otra parte, hay que tener en cuenta que la longitud de onda 

de excitación de la antena debe estar por encima de 350 nm para facilitar el uso de 

fuentes de excitación baratas y para evitar el daño celular en estudios in cellulo. 

 La distancia entre la antena y el lantánido debe ser pequeña para que la transferencia 

de energía (ET) sea eficiente, pues, como ya se ha comentado, la transferencia se 

produce a través de un mecanismo de Dexter de intercambio electrónico, que 

requiere el contacto físico entre los orbitales del dador (antena) y el aceptor 

(lantánido). 

 La esfera de coordinación del lantánido debe estar completamente ocupada por los 

ligandos, para evitar el quenching de luminiscencia que induce el disolvente, sobre 

todo en H2O. 
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La antena puede formar parte de la estructura que coordina el Ln
3+

 y participar 

directamente en la esfera de coordinación, llamándose en este caso antena quelante, o 

estar unida a la estructura de coordinación a través de un espaciador sin participar en la 

esfera de coordinación
138, 152

. Las antenas quelantes tienen la ventaja de que la corta 

distancia entre la antena y el lantánido facilita la transferencia de energía, pero, en este 

caso, suele ser más difícil optimizar la coordinación del lantánido, por lo que los 

complejos suelen ser poco estables en H2O. Las primeras antenas descritas fueron -

dicetonas con sustituyentes aromáticos
146, 153

 (Figura 16, 52). La estabilidad de sus 

quelatos en disolventes orgánicos depende del impedimento estérico de los 

sustituyentes y del pKa , disminuyendo al aumentar la acidez de la -dicetona, no son 

estables en H2O. Con el fin de aumentar la estabilidad de los complejos en agua, 

aumentando la coordinación del lantánido, se han utilizado diversos derivados de cicleno 

(52-56) funcionalizados con 4 brazos que contienen grupos dadores tales como 

carboxilato, amida, fosfonato o fosfinato. Estos derivados de cicleno coordinan muy 

fuertemente los cationes Lan
3+

, confiriendo buen apantallamiento frente al disolvente y 

alta estabilidad de los complejos en H2O. Así por ejemplo, se han descrito complejos del 

cicleno 54 con Eu
3+

, en combinación con -dicetonas, como sensores de aniones
154

. Las 

estructuras derivadas de carbostirilo como 55 se encuentran entre las más utilizadas 

como antenas
155-158

. Para coordinar el lantánido se han utilizado también estructuras 

abiertas como derivados de los ácidos etielendiaminotetrácetico (EDTA)
159

 o 

etilentriaminopentácetico (DTPA)
160

, o estructuras  de tipo criptato
161

 o calix[4]areno
162, 

163
. En estos casos, la antena puede formar parte de estas estructuras coordiantes, como 

es el caso del criptato derivado de bipiridina 57
161

. Estos complejos tienen la ventaja de 

optimizar la coordinación junto con la corta distancia de separación de la antena y el 

lantánido. Cuando la antena va unida a la estructura coordinante a través de un 

espaciador, sin participar en la coordinación, hay que optimizar la distancia entre la 

antena y el lantánido, ya que, en estos casos, en la transferencia de energía predomina 

el mecanismo de Förster, que es dependiente de la inversa de la sexta potencia de dicha 

distancia.  
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Figura 16. Ejemplos de antenas y estructuras coordinantes de Lan
3+ 

La utilidad de los sistemas antena/lantánido como biosensores viene determinada 

por la capacidad de los analitos de modular su luminiscencia
144

. a) Modulación de la 

luminiscencia modificando la distancia antena/lantánido. El analito puede modular esta 

distancia induciendo cambios conformacionales en el espaciador entre la antena y el 

lantánido o afectando a su unión. b) Modulación de la luminiscencia modificando el 

número de moléculas de H2O en la esfera de coordinación. El analito puede desplazar 

estas moléculas c) El analito es capaz de actuar como antena y coordinar al lantánido. d) 

Modulación de la luminiscencia mediante la inducción de cambios químicos en la antena 

que modifiquen sus propiedades fotofísicas y, por lo tanto, su comportamiento como 

antena. e) Modulación de la luminiscencia mediante la presencia de grupos capaces de 

modificar la transferencia de energía de la antena mediante transferencia electrónica 

fotoinducida (PET) debido a la presencia o ausencia de un analito. 

El estudio de proteínas o ácidos nucleicos requiere, generalmente,  la conjugación 

tanto de la antena como del complejo del lantánido a péptidos u oligonucleótidos 

apropiados para ser reconocidos selectivamente por la bio-macromolécula en cuestión
141, 

164, 165
. Por lo que ambos, la antena y el complejo del lantánido, requieren una 

funcionalización adecuada, con grupos reactivos, para su anclaje a la bio-macromolecula 

de estudio. En el caso de las proteínas sus residuos de triptófano o tirosina pueden 

actuar como antenas sensibilizadoras
141, 164

. En estos casos, dada la dependencia de la 

sensibilización con la distancia, al igual que en los estudios FRET, la luminiscencia del 

lantánido se ha utilizado para medir distancias en estudios de dinámica de proteínas. 
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1.2. ANTECEDENTES INMEDIATOS 

En el año 2013, dentro de un proyecto de investigación en moduladores de 

interacciones proteína-proteína, el grupo de investigación del Instituto de Química 

Médica (IQM) en el que se ha desarrollado el trabajo descrito en esta Memoria inició su 

incursión en el campo del desarrollo de sondas fluorescentes como herramientas para el 

estudio de interacciones proteína-proteína. Además del interés de esta temática para el 

desarrollo del mencionado proyecto, la incursión estuvo motivada por la reincorporación 

al grupo de investigación del Dr. Juan Antonio González Vera, mediante un contrato JAE 

Doc del CSIC, después de sus sucesivas estancias posdoctorales en los grupos de la 

Prof. Barbara Imperiali en el Massachusetts Institute of Technology (MIT, Cambridge, 

USA) y de la Prof. Mª Luz López Rodríguez en la Universidad Complutense de Madrid, 

ambos grupos expertos en el desarrollo de sondas y biosensores fluorescentes y en su 

utilización como herramientas para la identificación y validación de nuevas dianas 

terapéuticas, respectivamente. Durante su estancia en el grupo de la Prof Imperiali, el Dr. 

González Vera había estado trabajando en derivados de 8-hidroxiquinolina
127-132

, tipo 

Sox, como reactivos de marcaje fluorescente de substratos peptídicos de quinasas, para 

el desarrollo de biosensores de estas enzimas, ya comentados en el apartado 1.1.7.  

Con la reincorporación del Dr. González Vera al IQM, se inició una colaboración con 

la Prof. Imperiali para preparar fluoróforos con esqueleto híbrido entre el de quinolina 

presente en el Sox (Figura 17, 45) y el de las naftalimidas (B), ambos de pequeño 

tamaño, y, como ya se ha comentado, muy frecuentes en diversos fluoroforos. En primer 

lugar, se planteó la síntesis de derivados de 9-hidroxi-quinolimida de formula general A1.
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Figura 17. Diseño de derivados de 9-hidroxiquinolimida, quimeras quinolina-naftalimida  

    Las 9-hidroxiquinolimidas A1 no fueron fluorescentes, ni emitían fluorescencia en 

presencia de cationes Mg
2+

 (MgCl2) o de diversos cationes metálicos (Ba
2+

, Ca
2+

, Zn
2+

, 

Na
+
, Cu

+
, Ag

+
, Al

3+
). Estos resultados indicaban que, a diferencia de los derivados tipo 

Sox, no se formaban quelatos fluorescentes en presencia del catión Mg
2+

, presente en el 

centro activo de quinasas. La formación de quelatos mixtos con fosfatos, a través del 

grupo hidroxilo y del nitrógeno de la quinolina, es la base de la utilización del Sox en 

sensores de la actividad de quinasas. La falta de fluorescencia en las 9-

hidroxiquinolimidas A1 se podría explicar debido a que el efecto electroatractor del grupo 

imida retira carga del grupo hidroxilo, desfavoreciendo la formación de quelatos, o que, si 

se forma un quelato, disminuiría el carácter electrodador del grupo hidroxilo y, por lo 

tanto, disminuiría la transferencia de carga (ICT) desde el hidroxilo hacia el grupo imida, 

que es el mecanismo de fluorescencia en las naftilamidas. Sin embargo, las 9-metoxi-

quinolimidas A2, sintetizadas como intermedios para la preparación de A1, si emitían 

fluorescencia y, como se describe en el capítulo 2.1 de esta Memoria, mostraron un 

comportamiento altamente solvatocrómico, superior al de las naftalimidas análogas, y su 

estudio constituye la base del desarrollo de esta tesis doctoral. 
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1.3. HIPÓTESIS DE DISEÑO DE QUINOLIMIDAS Y ANTENAS DE LANTÁNIDOS 

Uno de los inconvenientes más frecuentes en la mayoría de los fluoróforos, es su 

baja solubilidad en agua
18

, que dificulta su utilización en medios fisiológicos, requiriendo 

la incorporación en su estructura de grupos que faciliten su solubilización. En el caso de 

las naftalimidas B, la introducción de un átomo de nitrógeno protonable, para dar lugar a 

las quinolimidas A (Figura 18), aumentaría significativamente la solubilidad en agua. 

Además, la introducción de un heteroátomo desplazaría las longitudes de onda de 

absorción y emisión máximas de las quinolimidas hacia el rojo, con respecto a las de las 

naftalimidas B
166

.  

Teniendo en cuenta estas consideraciones y tomando como punto de partida los 

antecedentes inmediatos comentados en el apartado anterior, se planteó la síntesis y el 

estudio de las propiedades fotofísicas de quinolimidas de estructura general A. Además, 

hay que señalar que, cuando se inició este proyecto de investigación, solo había un 

precedente sobre quinolimidas en la literatura. En el año 2004, Braña, M. F. et al.
167

habían descrito la síntesis y actividad antitumoral de derivados de 2-arilquinolimida. 

Más recientemente, en el año 2014, se ha descrito la actividad de 2-metoxi-

quinolimidas como ligandos de receptores 5-HT4
168

y derivados de 9-hydroxi-

quinolimidas han sido patentados para el tratamiento de enfermedades del sistema 

nervioso central (SNC) y de enfermedades oncológicas
169

. Ninguno de estos 

antecedentes hacían mención a propiedades fotofísicas y utilización de quinolimidas 

como fluoróforos.
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Figura 18. Hipótesis de diseño de quinolimidas y antenas de lantánidos  

Por otra parte, el esquema de síntesis propuesto para la construcción del anillo de 

quinolimida contemplaba la utilización de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas de 

fórmula general C como intermedios para su síntesis. Estos derivados de quinolin-2-ona 

tienen carácter –dicarbonílico y, por lo tanto, podrían actuar como antenas de la 

fluorescencia de lantánidos.

 Mayor solubilidad en H
2
O

 Desplazamiento de máximos de 

absorción y emisión hacia el rojo
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1.4. OBJETIVOS GENERALES 

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo de sensores de 

fluorescencia como herramientas para el estudio de interacciones proteína-proteína y se 

encuadra en el marco de dos proyectos sucesivos desarrollados por el grupo de 

investigacin del IQM en el que se ha realizado la tesis: “Búsqueda de moduladores de 

interacciones proteína-proteína. Nuevas vías hacia fármacos novedosos” (SAF2012-

32209) y “Herramientas para el estudio de interacciones proteína-proteína: Aplicación al 

estudio y validación de la proteína DREAM como diana terapéutica” (BFU2015-67284-R). 

Teniendo en cuenta las hipótesis de diseño indicadas en el apartado anterior, este 

objetivo general se ha concretado en los siguientes objetivos específicos: 

a) Desarrollo de metodologías sintéticas apropiadas para la síntesis de quinolimidas 

diversamente sustituidas de fórmula general A y de derivados de quinolin-2-ona de 

fórmula general C, así como de los análogos de estas estructuras, necesarios para la 

optimización de las propiedades fotofísicas. 

b) Caracterización y determinación de las propiedades fotofísicas de los fluoróforos 

sintetizados, así como estudio de la influencia del disolvente, del pH o de la 

presencia de cationes sobre dichas propiedades fotofísicas. 

c) Síntesis de derivados adecuados para el marcaje fluorescente de péptidos y 

proteínas de los mejores fluoróforos obtenidos. 

d) Estudio de la aplicabilidad de los nuevos fluoróforos como herramientas para el 

desarrollo de biosensores, tales como biosensores de quinasas, agregación del 

péptido -amiloide, H2O o biotioles. 
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1.5. PLAN DE TRABAJO 

Tal como se muestra de forma esquemática en la figura 19, la consecución de los 

objetivos propuestos se abordó mediante un plan de trabajo pluridisciplinar en el que se 

han coordinado estudios de síntesis, caracterización espectroscópica y análisis de 

difracción de rayos X, determinaciones fotofísicas, cálculos TD-DFT, y evaluación 

biológica in vitro e in cellulo. 

En primer lugar, tras la correspondiente revisión bibliográfica, se llevó a cabo la 

puesta a punto y optimización de la metodología de síntesis de quinolimidas A, seguida 

de los primeros estudios de sus propiedades fotofísicas, mediante la determinación de 

los espectros de absorción UV y de emisión de fluorescencia en diversos disolventes. 

Los buenos resultados fotofísicos de las primeras quinolimidas sintetizadas fueron 

determinantes para abordar su cristalización, con el fin de obtener las estructuras 

tridimensionales mediante difracción de rayos X. Estos estudios se realizaron en 

colaboración con el grupo de la Dra. Lourdes Infantes del Instituto de Química Física 

Rocasolano (IQFR-CSIC) y se llevaron a cabo de forma paralela a estudios de cálculos 

TD-DFT, realizados en el IQM por el Prof. Ibon Alkorta, con la finalidad de correlacionar 

la estructura con las propiedades fotofísicas. 

Las buenas propiedades fotofísicas de la 1ª serie de quinolimidas preparadas fueron 

también determinantes para su derivatización en reactivos adecuados para el marcaje de 

péptidos y proteínas, que fueron utilizados para el marcaje de secuencias peptídicas de 

la quinasa CDK5, implicada en glioblastoma y en el desarrollo de gliomas.
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Estos estudios se realizaron en colaboración con el grupo de la Dra. May C. Morris del 

Institut des Biomolcules Max Mousseron, (IBMM) de Montpellier en Francia. Los 

péptidos derivados de CDK5 marcados con quinolimidas fluoresentes fueron utilizados 

como sensores de la interacción CDK5 con la proteína que regula su actividad, la 

denominada p25, tanto in vitro como in cellulo. 

Figura 19. Esquema de Hipótesis de diseño, Plan de trabajo y Objetivos 
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Por otra parte, las mejores quinolimidas fueron también utilizadas para el estudio de 

la agregación del péptido -amiloide, en colaboración con el grupo de la Universidad de 

Granada que dirige el Dr. Ángel Orte en la Facultad de Farmacia. Por último, la 

introducción en el esqueleto de quinolimida de grupos capaces de quenchear su 

fluorescencia se planteó como vía para la obtención de sensores de H2O, que se unen a 

ADN y han resultado buenas sondas para la visualización del núcleo celular.  

Los resultados relativos al diseño, síntesis, caracterización y aplicación de 

quinolimidas como biosensores se comentan en los capítulos 2.1 y 2.2 de esta Memoria.  

En cuanto a las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas C, intermedios necesarios en el 

esquema de síntesis propuesto para las quinolimidas (A), se planteó el estudio de sus 

propiedades fotofísicas en ausencia y presencia de lantánidos. Estos estudios indicaron 

un buen comportamiento como antenas de lantánidos y que también podrían tener 

aplicación como sensores de H2O. Al igual que en el caso de las quinolimidas, se ha 

trabajado para la obtención de cristales adecuados para difracción de rayos X, tanto de 

las antenas solas como de sus complejos con lantánidos. Como antenas de lantánidos, 

se planteó la preparación de derivados adecuados para el marcaje de péptidos y su 

aplicación como sensores de biotioles (SH2, cisteína, homocisteína o glutatión). Además, 

con el fin de simplificar su estructura, se planteó la síntesis de análogos de tipo 

carbostirilo de fórmula general D y el estudio de sus propiedades fotofísicas. Estos 

estudios también fueron realizados en colaboración con el grupo del Dr. Ángel Orte de la 

Universidad de Granada y se comentan en el capítulo 2.3. 

Por último, como es habitual en el grupo de investigación, todos los nuevos 

compuestos sintetizados fueron incluidos en los cribados HTS de citotoxicidad en 

diversas líneas celulares tumorales de la compañía farmacéutica PharmaMar, S.A. Hay 

que señalar que, para su aplicación en biosensores, los fluoróforos deben estar libres de 

citotoxicidad 
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2. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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2.1. NUEVOS FLUORÓFOROS SOLVATOCRÓMICOS DERIVADOS DE 

QUINOLIMIDA 

En este capítulo se describen los resultados de la síntesis y estudio de propiedades 

fotofísicas de nuevos fluoróforos solvatocrómicos derivados de quinolimida y los estudios 

preliminares para su aplicación en diversos biosensores. 

2.1.1. Derivados de 9-metoxiquinolimidas 

2.1.1.1. Síntesis 

Como se ha comentado en los antecedentes inmediatos (apartados 1.2 y 1.3), 

cuando se inició el proyecto de síntesis de derivados de quinolimidas análogos de Sox
127-

132
 de fórmula general A1 (Figura 17), solo había un precedente bibliográfico sobre la 

preparación de quinolimidas, el trabajo del grupo de Miguel Braña, en el que sintetizaban 

2-aril-quinolimidas 61 (Esquema 1) a partir del correspondiente anhídrido del ácido 2-aril-

quinolin-4,5-dicarboxílico 60, que era obtenido por reacción de isatin-4-carboxilato de 

metilo (58) con arilmetilcetonas
167

 (59). Los rendimientos descritos para los anhídridos 60

eran menores del 25 %. Estos bajos rendimientos, junto con la dificultad de adaptar el 

procedimiento para la obtención de las quinolimidas necesarias para la preparación de 

análogos de Sox A1 (Figura 17), que requerían en posición 9 del anillo de quinolimida un 

grupo OMe, hicieron que se plantease un nuevo esquema para su síntesis. Esta 

metodología, que de forma retrosintética se indica en el Esquema 2, implicaba la 

utilización de la dihidrociclopenta[de]quinolina C como intermedio de síntesis.
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 La síntesis de C había sido descrita previamente en una patente del año 2009, 

como intermedio para la síntesis de derivados de quinolina inhibidores de la replicación 

del virus de inmunodeficiencia humana
170

.

Esquema 1. Precedente bibliográfico para la síntesis de quinolimidas 

Esquema 2. Retrosíntesis propuesta para las quinolimidas A1 análogas de Sox 

La aplicación del esquema de síntesis descrito para la dihidrociclopenta[de]quinolina 

C implicaba la reducción de la 7-nitro-dihidroindenona comercial 63 con virutas de hierro 

en ácido acético (Esquema 3), seguida de acilación de la amina 64 por reacción con el 

ácido dietilfosfonoacético y ciclación de la amida formada 65, mediante una reacción 

intramolecular Wittig-Horner en presencia de NaH a 50 ºC, obteniendo la 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 66 en un 37 % de rendimiento. Sin embargo cuando 
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nosotros intentamos reproducir estos resultados, obtuvimos 66 como producto 

minoritario en un 11 %, junto con un 67 % del fosfonato 67, que en la referida patente no 

se comentaba
170

. 

Esquema 3. Estudio de la síntesis de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 66 y 67

Con el fin de mejorar el rendimiento de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 

deseada 66, se realizó un estudio de condiciones de reacción, variando la base (NaH, 

DIEA, DBU, DBU/LiCl, LiOH, Cs2CO3, y K
t
BuO), el disolvente (THF, DMF y CH3CN), la 

temperatura y el tiempo de reacción, determinando proporciones de productos de 

reacción por HPLC-MS. Como se muestra de forma resumida en la de Tabla 1, al bajar 

la temperatura de reacción (entrada 2) disminuyeron los rendimientos, tanto de 66 como 

de 67, mientras que al aumentarla hasta 180 ºC, por irradiación con microondas, 

aumentó significativamente el rendimiento de 66 hasta igualarse al del fosfonato 67

(entrada 5). En cuanto a la base, el NaH a alta temperatura fue el que dio mejor 
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rendimiento de 66, y hay que señalar que la utilización conjunta de DBU y cloruro de litio 

a temperatura ambiente condujo exclusivamente al fosfonato 67 con rendimiento 

cuantitativo (entrada 9). También hay que señalar que, cuando la ciclación se realizó en 

DMF en presencia de NaH, además de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 66 y 67

(entrada 5), se aislaron trazas de los productos de O- y N-etilación (68, 70 y 69, 71, 

Esquema 3). 

A la vista de las dificultades para la obtención de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-

ona 66 como producto mayoritario a partir del fosfonato 65, se estudió la alternativa para 

prepararla a partir de la amida del ácido malónico 72, obtenida con rendimiento 

cuantitativo mediante acilación de la 7-amino-dihidroindenona 64 con 3-cloro-3-

oxopropionato de metilo (Esquema 4). En este caso, la ciclación de la amida 72 por 

calefacción a reflujo de MeOH en presencia de K2CO3 dio lugar exclusivamente a la 3-

metoxicarbonil-dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 63 con un 98 % de rendimiento. La 

posterior saponificación del éster en 73, seguida de descarboxilación condujo a 66 con 

un rendimiento global del 84 % desde 64. 

Tabla 1. Estudio de condiciones de ciclación del fosfonato 65 

Entrada Base Disolvente T (ºC) t 
Rendimiento

a

66 67

1 HNa THF 50 2 h 37
b

,11
c

67
c

2 HNa THF 25 24 h 2 21

3 HNa THF 100 (MW) 5 min 40 57

4 HNa THF 125 (MW) 5 min 34, 26
c

66, 63
c

5 HNa DMF 180 (MW) 5 min 40, 40
c

60,41
c

6 DIEA DMF 25 24 h 0 0

7 LiOH THF 50 30 min 4 88

8 DBU THF 100 (MW) 1 h 52 34

9 DBU/LiCl THF 25 24 h 0 100

10 Cs
2
CO

3 THF 70 30 min 11 89

11 K
t
BuO THF 100 MW 5 min 5 95

a

Rendimiento calculado por HPLC.  
b

Rendimiento bibliográfico, 
c

Rendimiento aislado
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Esquema 4. Optimización de la síntesis de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 66 

Una vez optimizada la síntesis de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 66, como se 

muestra en el Esquema 5, aplicando la metodología ya descrita
170

, tanto a 66 como al 

fosfonato 67, se llevó a cabo su aromatización por reacción con POCl3, para obtener las 

correspondientes 2-cloro-dihidrociclopenta[de]quinolinas 75 y 80, seguida de 

deshalogenación mediante hidrogenación catalizada por Pd(C) al 10 %, obteniendo con 

muy buenos rendimientos las dihidrociclopenta[de]quinolinas 77 y 78. Hay que señalar 

que en el HPLC-MS de la reacción del fosfonato de dietilo 67 con POCl3 solo se observó 

un pico correspondiente al monoácido 76 y que, cuando este ácido se intentó purificar 

por cromatografía en columna con gradiente de MeOH en CH2Cl2, únicamente se aisló 

un 14 % del correspondiente éster metílico 79, resultado de esterificación con el MeOH 

de la cromatografía. 

Con el fin evitar la monohidrólisis del diéster etílico 80 y la transesterificación con 

MeOH en el procesamiento de la reacción con POCl3, tras ésta, la mezcla de reacción se 

evaporó a sequedad y el residuo se agitó con EtOH durante 16 horas, obteniendo de 

esta forma el éster dietílico deseado 80 con un 96 % de rendimiento. 
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Esquema 5. Síntesis de las dihidrociclopenta[de]quinolinas 77 y 78

Una vez optimizada la síntesis de las 8-metoxiquinolinas 75-80 se llevó a cabo la 

optimización de la metodología para la preparación de los correspondientes anhídridos, 

precursores de las quinolimidas deseadas. Inicialmente, se intentó la oxidación con 

agentes oxidantes moderados, tales como NaOH/H2O2
171

 o NaClO/
t
BuO2H

172
. Sin 

embargo, en todos los casos se recuperó el producto inicial inalterado. A la vista de 

estos resultados, se planteó llevar a cabo la oxidación con CrO3
171, 173

. Tal como se 

muestra en el Esquema 6, el análisis por HPLC-MS del tratamiento de 77, 78, 75 y 80

con 2 equivalentes de CrO3 en Ac2O a 110 ºC durante 1 hora, indicó, en cada caso, la 

formación de las dicetonas 81-84 como productos mayoritarios (≈70%) junto con un 

≈30% de los anhídridos deseados 85-88. Sin embargo, cuando la proporción de CrO3 se 

incrementó a 8 equivalentes y la oxidación se realizó en mezcla 5:1 de Ac2O/AcOH, se 

obtuvieron los anhídridos como únicos productos de reacción y se mejoró su purificación, 

consistente en evaporación del disolvente a sequedad, seguida de tratamiento del 

residuo con CH2Cl2 a 40 ºC durante 10 minutos y, finalmente, filtración de la suspensión 

sobre Clarcel
®
, para eliminar los residuos del CrO3.  

Los anhídridos 85-88 no fueron estables en la gel de sílice de cromatografía, lo que 

dificultó su purificación cromatográfica. Por ello, se utilizaron sin purificación adicional 

para la etapa siguiente de síntesis de quinolimidas.
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Esquema 6. Síntesis de los anhídridos 85-88 

Esquema 7. Síntesis de las quinolimidas 90-98 

El estudio de puesta a punto de la síntesis de quinolimidas se realizó con la 

quinolimida derivada del anhídrido 85 y sustituida en el nitrógeno imídico con la cadena 

de hidroxietilo 90 (Esquema 7). Esta cadena permitiría su posterior derivatización para la 

preparación de reactivos adecuados para el marcaje de péptidos y proteínas. 
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Inicialmente, la síntesis de la quinolimida 90 se intentó aplicando las condiciones 

previamente descritas para la síntesis de naftalimidas, consistentes en reacción del 

anhídrido y amina correspondientes en EtOH a reflujo
174

. En estas condiciones, la 

reacción de 85 con 1.1 equivalentes de etanolamina condujo a un 20 % de la quinolimida 

deseada 90, rendimiento que no aumentaba al aumentar el tiempo de calefacción. Por 

ello, se aumentó la proporción de etanolamina a 2 equivalentes y la temperatura de 

reacción a 120 ºC mediante irradiación por microondas. En estas condiciones, el 

rendimiento de 90 aumentó significativamente al 40 %, pero esta quinolimida se obtenía  

junto con la correspondiente  9-amino-quinolimida A, resultante de la sustitución del 

grupo OMe por la amina R
3
-NH2. A continuación, se determinó que la proporción 

adecuada de amina para maximizar el rendimiento de la 9-metoxi-quinolimida 90 y 

minimizar el rendimiento de su respectivo 9-amino derivado A era 1.5 equivalentes de 

hidroxietilamina. Aplicando estas condiciones se sintetizaron las 9-metoxi-quinolimidas 

90-98 con los rendimientos indicados en el Esquema 7. La síntesis de las 9-amino-

quinolimidas se comentará en el capítulo siguiente (2.1.2). 

2.1.1.2. Síntesis de 3-ciano-quinolimidas 

El grupo ciano ha sido utilizado frecuentemente en el diseño de fluoróforos
175-180

, 

debido, por una parte, a que su carácter electro-aceptor potencia la transfererencia 

interna de carga (ICT) y, por otra, a que al ser portador de electrones π, en conjugación 

con el núcleo aromático del fluoróforo, incrementa el número de electrones π del 

sistema, disminuyendo la energía del estado excitado y, por lo tanto, induce 

desplazamientos batocrómicos en la emisión de fluorescencia. Teniendo en cuenta estas 

características, una vez puesta a punto la metodología de síntesis de quinolimidas 90-98, 

se planteó explorar mediante esta metodología la síntesis de análogos portadores de un 

grupo ciano en posición 3, en lugar del grupo fosfonato presente en 91, 93, 95, 97 ó 98.  

Esta exploración suponía la incorporación del grupo ciano desde las primeras etapas de 

la síntesis, en la acilación de la 7-amino-dihidroindenona 64 con el ácido cianoacético 

(Esquema 8). La aplicación de este esquema de reacción dio los resultados esperados 

hasta llegar a la obtención de la de la 2-cloro-dihidropentaciclo[de]quinolina 101 con un 

rendimiento global del 55 %. Este compuesto es muy insoluble, lo que dificultó su 

manipulación química posterior. De hecho, su baja solubilidad imposibilitó la obtención 
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de su espectro de 
13

C-RMN, incluso en DMSO-d6 y dificultó su deshalogenación para la 

obtención de la 3-ciano-dihidrociclopenta[de]quinolina 102. Inicialmente, la hidrogenación 

de 101 se intentó en las condiciones habituales, utilizando Pd(C) como catalizador y 

EtOH como disolvente. Sin embargo, debido a la baja solubilidad de 101, la conversión 

era muy baja, obteniendo una mezcla de diversos productos de reducción, en cuyo 

HPLC-MS se observaron picos cuyas masas podrían corresponder con las de los 

compuestos 102-105 indicados en el Esquema 8. Por ello, fue necesario realizar un 

estudio de condiciones de hidrogenación. En primer lugar, se realizó una selección de 

disolventes para mejorar la solubilidad, seleccionando acetato de etilo, en el que, 

además, la hidrogenación del grupo ciano para dar 103 estaría menos activada. Por otra 

parte, dado que en la hidrogenación se liberaría HCl, que activaría esta hidrogenación 

del grupo ciano, se adicionaron dos equivalentes de Et3N para captar el HCl que se 

genera. De esta forma, la 3-ciano-ciclopentaquinolina deseada 102 se obtuvo con un 

90%. 

Esquema 8. Síntesis de la 3-ciano-dihidrociclopenta[de]quinolina 102 
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La oxidación de 102, por tratamiento con CrO3 a 110º C en mezcla (5:1) de 

anhídrido acético y ácido acético, condujo al correspondiente anhídrido 105 (Esquema 

9), que, al igual que se ha indicado para los anhídridos análogos 85-88, su inestabilidad 

imposibilitó su aislamiento y purificación. Por lo cual, el crudo de reacción se utilizó tal 

cual para la reacción posterior de formación de quinolimidas por reacción con 1.5 

equivalentes de butilamina bajo calefacción a 120º C, mediante irradiación de 

microondas, utilizando EtOH como disolvente. En esta reacción se obtuvo la 9-metoxi-

quinolimida deseada 106 en un 49 % de rendimiento, junto con un 3% de la 9-butilamino-

quinolimida 107, en la que el grupo OMe se había sustituido por butilamina mediante una 

reacción de sustitución nucleófila aromática
181

. 

Esquema 9. Síntesis de las 3-ciano-quinolimidas 106 y 107

Dado que los halógenos, concretamente el Cl, generalmente, inducen 

desplazamientos batocrmicos tanto en la λabs
max como en la λem

max
, como se había 

observado en las quinolimidas precedentes 92 y 93 (R
2
 = Cl), se planteó también la 

preparación y estudio de 2-cloro-3-ciano-quinolimidas. Para ello, tal como se indica en el 

Esquema 10, se llevó a cabo la oxidación de la 2-cloro-3-ciano-

dihidrociclopenta[de]quinolina 101 en las condiciones ya comentadas y la posterior 

reacción con butilamina. De esta forma se obtuvo la quinolidimida deseada 109, pero con 

muy bajo rendimiento (7%), junto con un 12% de la 2-butilamino-3-ciano-quinolimida 110

en la que, además de formarse la imida, había tenido lugar la sustitución del átomo de Cl 

por butilamina, a través de una sustitución nucleófila aromática
182-184

. Ni modificando 
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condiciones de oxidación ni de formación de la imida fue posible mejorar los bajos 

rendimientos de 109 y 110, posiblemente debido a la alta inestabilidad del anhídrido 108. 

Esquema 10. Síntesis de las 3-ciano-quinolimidas 109 y 110

2.1.1.3. Síntesis de 9-hidroxi-quinolimidas análogas de Sox 

Con el fin de obtener las quinolimidas análogas de Sox comentadas en los 

antecedentes inmediatos de fórmula general A1, se estudió la desmetilación de las 9-

metoxi-quinolimidas 90 y 92, portadoras de cadena de hidroxietilo en posición 5, 

mediante tratamiento con BBr3 en CH2Cl2 anhidro (Esquema 11). Sin embargo, cuando 

este tratamiento se realizó con exceso de BBr3 a temperatura ambiente la conversión fue 

muy baja y, en el caso de 90, el análisis del crudo de reacción indicó la presencia de un 

26 % del producto deseado 111, junto con un 16 % el derivado bromado en la cadena de 

hidroxietilo 112. Cuando la reacción se intentó irradiando con microondas a 100 ºC, en el 

crudo de la reacción se identificó además la presencia del producto de -eliminación 113. 

No fue posible el aislamiento de ninguno de los productos de reacción. En el caso de la 

2-cloro-quinolimida 92, a temperatura ambiente, únicamente se obtuvo el derivado 

dibromado 114, en el que además de la bromación en la cadena de hidroxietilo se había 

producido la sustitución del cloro de la posición 2 por bromo. 

En vista de las dificultades para la desmetilación selectiva de las quinolimidas 

portadoras de una cadena de hidroxietilo en posición 5 90 y 92, esta reacción se estudió 

en la 9-metoxi-quinolimida 94, portadora de una cadena de n-butilo. En este caso, el 

tratamiento de 94 con BBr3 en CH2Cl2 anhidro a temperatura ambiente dio lugar a la 9-

hidroxi-quinolina deseada 115 con un 92 % de rendimiento (Esquema 12)
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Esquema 11. Estudio de la desmetilación de las 9-metoxi-quinolimidas 90 y 92

Esquema 12. Síntesis de la 9-hidroxi-quinolimida 115 

2.1.1.4. Propiedades fotofísicas

En primer lugar, se estudiaron las propiedades de absorción y emisión de luz de la 

9-hidroxi-quinolimida 115 en distintos disolventes. Como se muestra en la Figura 20A, el 

espectro de absorción UV de esta quinolimida variaba significativamente con el 

disolvente, mostrando un único máximo de absorción a 381-383 nm en los disolventes 
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más apolares como tolueno, CHCl3 o dioxano. En disolventes más polares, como EtOH, 

trifluoroetanol, MeOH o DMSO, mostraba dos máximos a 389 y 469-519 nm y en H2O un 

único máximo que dependía del pH, a 378 a pH básico, a 422 a pH ácido y a 469 nm a 

pH neutro.  

Figura 20. (A) Espectros de absorción UV de una disolución 166 μM de 115 en distintos 
disolventes. (B) Espectros de absorción UV de una disolución166 μM de 115 en DMSO tras la 
adicción de diversos cationes

A

B
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En ninguno de los disolventes se observó emisión de fluorescencia al excitar en el 

máximo de mayor abs
. El espectro de absorción variaba también con la adicción de 

diferentes cationes (Ag
+
, Al

+3
, Ba

+2
, Ca

+2
, Cu

+
, Mg

+2
, Na

+
, Yb

3+
 y Zn

2+
), como se muestra 

en la figura 20B para el espectro UV de 115 en DMSO. En ningún caso se observó 

aumento de fluorescencia con la adicción de cationes. En vista de estos resultados, 

aunque las 9-hidroxi-quinolimidas análogas de Sox podrían utilizarse como sensores 

colorimétricos, fueron desestimadas como fluoróforos. Por el contrario, las 9-metoxi-

quinolimidas 90-98, 106, 107, 109 y 110 si emitían fluorescencia intensa, mostrando un 

comportamiento altamente solvatocrómico como se comenta a continuación.  

En primer lugar se determinaron las propiedades fotofísicas de las quinolimidas 

portadoras de una cadena de hidroxietilo en la posición 5 90-93, registrando sus 

espectros de absorción y emisión en disolventes de polaridad  creciente y, con el fin de 

valorar sus propiedades, éstas se compararon con las de la naftalimida análoga 118, que 

fue preparada a partir del anhídrido del ácido 4-bromo-1,8-naftálico de origen comercial 

116, aplicando el procedimiento previamente descrito en la bibliografía
185

 e indicado en el 

Esquema 13.  

Esquema 13. Síntesis descrita de la 4-metoxi-naftalimida 118
185

En los espectros de absorción UV se determinaron las longitudes de absorción 

máxima (max
abs) y los coeficientes de extincin molar (ε), mientras que en los espectros 

de emisión se determinaron las longitudes máximas de emisión (max
em

) y los 

rendimientos cuánticos de fluorescencia (F). Estos valores para 90-93 y 118 en los 

disolventes más significativos se recogen en la Tabla 2, en la que también se recogen 

las max
abs

 y max
em

 calculadas en el vacio, tal como se comenta más abajo en el apartado 

2.1.1.5. 
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Tabla 2. Propiedades fotofísicas de la 4-metoxi-naftalimida 118 y de las 9-metoxi-quinolimidas 
análogas 90-93  

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

118

X = CH

R
1

= H

R
2

= H

Tolueno 362 12251 425 0.64

Dioxano 360 12085 425 0.61

MeOH 366 12794 442 0.57

DMSO 368 11898 442 0.47

H2O 377 6770 457 0.61

Calculado a vacio
c

346 390

90

X = N

R
1

= H

R
2

= H

Tolueno 377 7873 455 0.90

Dioxano 372 8649 460 0.67

MeOH 375 6760 490 0.28

DMSO 377 6849 490 0.03

H2O 381 8776 503 0.04

Calculado a vacio
c

365 434

91

X = N

R
1

= PO(OEt)2

R
2

= H

Tolueno 395 4939 484 0.46

Dioxano 390 4252 487 0.54

MeOH 397 5157 514 0.06

DMSO 397 4325 510 0.01

H2O 403 3752 525 0.01

Calculado a vacio
c

382 463

92

X = N

R
1

= H

R
2

= Cl

Tolueno 381 7555 467 0.83

Dioxano 376 7023 470 0.67

MeOH 379 7562 500 0.12

DMSO 382 4399 504 0.01

H2O 385 2740 510 0.03

Calculado a vacio
c

371 446

93

X = N

R
1

= PO(OEt)2

R
2

= Cl

Tolueno 401 4476 494 0.52

Dioxano 404 5280 503 0.31

MeOH 411 3997 525 0.007

DMSO 395 3725 527 0.0003

H2O 402 3435 536 0.001

Calculado a vacio
c

391 483
a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M, excepto 118, que fue medido a una concentración 7.5 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con referencia al sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4), excepto 91 y 93

que fueron calculados con referencia a la cumarina 102 (en EtOH) . 
c
TD-DFT cálculos en vacío.
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En la comparación de los datos de UV de las 9-metoxi-quinolimidas 90-93 con los 

de la naftalimida análoga 118, se observa que la sustitución del esqueleto de naftalimida 

por quinolimida produjo un pequeño desplazamiento batocrómico (4-15 nm) en la max
abs 

y, excepto en agua, un 30-35% de disminución en el coeficiente de extinción molar. La 

introducción del átomo de Cl en posición 2 dio lugar a un pequeño desplazamiento 

batocrómico en max
abs

 (92 vs 90), desplazamiento que fue muy significativo (17-22 nm) al 

introducir un grupo fosfonato en la posición 3 (91 vs 90 y 93 vs 90).  

Con respecto a la emisión de fluorescencia, los derivados de quinolimida mostraron 

un mayor comportamiento solvatocrómico que la naftalimida 118. Así, como se muestra 

en la Figura 21 y en la Tabla 2, en la quinolimida 90 se observó un desplazamiento de 48 

nm hacia el rojo en la max
em

 y una disminución de 22 veces en el rendimiento cuántico 

de fluorescencia al pasar de tolueno a H2O, mientras que en 118 el  desplazamiento en 

la max
em

 fue de 32 nm y la variación en el rendimiento cuántico fue insignificante.  Por 

otra parte, la introducción de Cl en posición 2 produjo un desplazamiento adicional de 7-

12 nm y la introducción del grupo fosfonato en 3 dio lugar a un desplazamiento adicional 

de 22-29 nm. La introducción de estos grupos electroatractores aumento la sensibilidad 

de la fluorescencia a la polaridad del disolvente. Por ejemplo, el rendimiento cuántico de 

93 disminuy 520 veces al pasar del tolueno ( = 0.52) al H2O ( = 0.001). Los 

desplazamientos batocrómicos en las max
em

 de las quinolimidas 90-93 con respecto a la 

naftalimida 118 se traducen en mayores desplazamientos de Stokes. 

Al comparar los datos fotofísicos de las quinolimidas 90-96, con diferente 

sustituyente en el nitrógeno imídico (90 vs 94 y 96; 91 vs 95), recogidos en las Tablas 2 y 

3, no se observa influencia significativa de este sustituyente sobre las propiedades 

fotofísicas. 
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Figura 21.  Espectros de emisión de una concentración 7.5 μM de la 4-metoxi-naftalimida118 y de 
una concentración 12 de la 9-metoxi-quinolimida 90

El mayor comportamiento solvatocrómico de las quinolimidas con respecto a la 

naftalimida análoga 118 podría explicarse debido a una mayor relajación no radiativa de 

los estados excitados de las quinolimidas en disolventes polares. Esta relajación estaría 

facilitada por la presencia del nitrógeno en el cromóforo tricíclico de las quinolimidas, que 

podría participar en interacciones de enlaces de hidrógeno o de solvatación con los 

disolventes polares. 
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Tabla 3. Propiedades fotofísicas de las 9-metoxi-quinolimidas 94-96  

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

94

R
1

= H

R
2

= H

R
3

= 
n
Bu

Tolueno 373 10166 454 0.99

Dioxano 370 10640 461 0.79

MeOH 373 6961 495 0.38

DMSO 378 9898 492 0.05

H2O 379 2889 510 0.10

95

R
1

= PO(OEt)2

R
2

= H

R
3

= 
n
Bu

Tolueno 393 4618 475 0.98

Dioxano 387 5814 485 0.62

MeOH 396 4981 515 0.06

DMSO 396 4924 516 0.01

H2O 406 3830 518 0.02

96

R
1

= H

R
2

= H

R
3

= (CH2)2NHBoc

Tolueno 374 5089 455 0.71

Dioxano 370 5125 461 0.59

MeOH 372 4778 490 0.28

H2O 379 2897 500 0.13
a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con referencia a la 

cumarina 102 (en EtOH). 

Las 3-ciano-quinolimidas 106-110 no fueron solubles en H2O por lo que sus 

propiedades fotofísicas fueron determinadas en tolueno, dioxano, MeOH y DMSO y se 

muestran en la Tabla 4. Al comparar los datos de la 3-cianoquinolimida 106 con los de 

94, se observa que, como era de esperar, la introducción del grupo ciano en posición 3 

induce un significativo desplazamiento batocrómico en todos los disolventes tanto en la 

λmax
abs (≈ 30 nm) como en la emisin (la emisin pasa del azul al amarillo ≈ 35-46 nm), 

aunque también con una importante disminución en los coeficientes de extinción molar. 

Se mantiene el importante comportamiento solvatocrómico, con un desplazamiento de 

62 nm en la λmax
em

 al pasar del tolueno al MeOH y una disminución en 55 veces en el 

rendimiento cuántico. La disminución de la emisión al aumentar la polaridad del 

disolvente fue tan grande que en DMSO no se observó fluorescencia.
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Tabla 4. Propiedades fotofísicas de las 3-ciano-quinolimidas 106-110  

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

106

R
2

= H

R
3

= OMe

Tolueno 400 3413 489 0.983

Dioxano 397 4127 501 0.665

MeOH 402 3500 541 0.018

DMSO 402 4522 No emisión

107

R
2

= H

R
3

= NH
n
Bu

Tolueno 489 1701 No emisión

Dioxano 500 1971 No emisión

MeOH 521 1406 No emisión

DMSO 522 1339 No emisión

109

R
2

= Cl

R
3

= OMe

Tolueno 408 2236 500 0.670

Dioxano 402 3121 506 0.290

MeOH 408 2300 530 0.034

DMSO 412 2505 463 0.030

110

R
2

= NH
n
Bu

R
3

= OMe

Tolueno 383, 472 2990 528 0.695

Dioxano 368, 474 2542 539 0.635

MeOH 380, 487 2500 577 0.055

DMSO 383, 490 2731 518, 561 0.122
a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con referencia a la 

cumarina 153 (en EtOH).

Al comparar los datos de 106 con los del análogo portador de un grupo PO(OEt)2 en 

lugar del grupo ciano 95, se observa que los efectos batocrómicos y solvatocrómicos de 

este grupo son incluso mayores que los observados para el grupo fosfonato, 

seguramente debido a que el grupo ciano aporta su carácter π, además de su efecto 

electroatractor como el fosfonato. La sustitución del grupo OMe de 106 por el grupo NH-

nBu en la quinolimida 107 indujo un gran desplazamiento batocrómico de 89-120 nm en 

la λmax
abs

, motivado por el aumento en el carácter dador de electrones que supone esta 

sustitución, aunque los coeficientes de extinción molar disminuyeron significativamente, 

no observándose emisión, posiblemente, por efecto quenching entre los grupos ciano y  

NH-nBu
180

. La presencia del átomo electroatractor Cl en la posición 2 de la 

cianoquinolimida 109, al igual que ya se ha comentado para 90-93, produjo un pequeño 
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desplazamiento batocrómico (6-8 nm), no significativo, tanto en la λabs
max

 como en la 

λem
max

. Sin embargo, la sustitución de este átomo de Cl por el grupo electrodonador NH-

nBu en 110, indujo efectos similares a los producidos por la introducción de este 

sustituyente en la posición 9 de 107, aunque no fueron tan acusados y no se llegó a 

perder la fluorescencia por completo. De hecho, en disolventes apolares (tolueno y 

dioxano) 107 mantuvo unos buenos rendimientos cuánticos de fluorescencia >0.6 en la 

zona del naranja en disolventes apolares. Hay que señalar que, esta quinolimida mostró 

dos máximos de absorción en todos los disolventes y en DMSO dos máximos de 

emisión. Esto indicaría la existencia de dos estados excitados de energías muy 

próximas. El buen comportamiento solvatocrómico en disolventes no polares de las 

cianoquinolimidas 106 y 110, en rangos de emisión en amarillo y naranja, 

respectivamente, les convierte en sondas de potencial interés para el estudio de 

interacciones proteína-proteína, aunque su aplicabilidad estaría dificultada por los bajos 

rendimientos de su síntesis.  

En la figura 22 se muestran de forma gráfica las λem
max

 y los rendimientos cuánticos 

de las quinolimidas aquí descritas en comparación con una naftalimida análoga 118.  

Figura 22. Gráfico comparativo de las propiedades fotofísicas (λem
max y Φ) quinolimidas y 

naftalimidas. Añadrir alguna cianoquinolimida y poner la naftalimida de su color
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Dado que una de las características que debe reunir un buen fluoróforo para su 

aplicación en biosensores es una alta fotoestabilidad, se estudió la fotoestabilidad de la 

quinolimida 90 en comparación con la naftalimida análoga 118. Hay que señalar que las 

naftalimidas, en general, se han descrito como fluoróforos altamente fotoestables. Para 

estudiar la fotoestabilidad, disoluciones 12 μM de 90 y 118 en dioxano fueron irradiadas 

a sus respectivos máximos de absorción [exc(90) = 372 y exc(118) = 360 nm) durante 1 

hora, registrando durante este tiempo la intensidad de emisión de fluorescencia a la 

λmax
em

 (460 nm para 90 y 425 nm para 118) .  

Como se muestra en la Figura 23, durante el tiempo de observación no se 

registraron oscilaciones en la emisión. Este resultado muestra la alta fotoestabilidad de la 

quinolimida 90, similar a la de la naftalimida 118. 

Figura 23.  Variación de la intensidad de fluorescencia con el tiempo de excitación

2.1.1.5. Propiedades fotofísicas. Sensibilidad al pH

Debido a la presencia de un átomo de nitrógeno protonable en el anillo quinolimida, 

las propiedades fotofísicas de estos fluoróforos podrían ser afectadas por el pH del 

medio de observación y, por lo tanto, tener aplicación como sensores de pH. A este 
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respecto, hay que señalar la importancia del pH en diversos procesos celulares, tales 

como la proliferación celular, la apotosis, el transporte de iones, la endocitosis o la 

contracción celular. En condiciones fisiológicas el pH varía desde 1.0 en el jugo gástrico 

a 8.1 en la secreción pancreática, pasando por 4.5 en los lisosomas, 5.5 en la piel, 6.0 

en la orina, 7.2 en el citosol, 7.365 en la sangre  y 7.5 en el fluido cerebroespinal y la 

matriz mitocondrial
186-188

. Los valores anormales de pH en células y tejidos, tienen una 

gran influencia sobre sus funciones normales y las diversas actividades del cuerpo, lo 

que hace que estén asociados con enfermedades graves, tales como el cáncer y el 

Alzheimer. En consecuencia, el desarrollo de sensores fluorescentes que permitan 

detectar cambios de pH en el interior de las células, es un objetivo de vital importancia. 

En la actualidad la mayoría de los sensores fluorescentes de pH se basan en la 

protonación reversible de aminas alifáticas unidas a un fluoróforo o en la protonación de 

N-heterociclos. En el primer caso, las aminas alifáticas son potentes dadores de 

electrones, por lo que quenchean la fluorescencia mediante transferencia fotoinducida de 

electrones (PET). La protonación de estos grupos amino bloquea la transferencia de 

electrones y, por lo tanto el PET, provocando un fuerte incremento de fluorescencia. Se 

han descrito diversos sensores de pH de este tipo, entre ellos los derivados de 

naftalimida 119-120
189-191

, indicados en la Figura 24. 

Figura 24.  Aminas terciarias derivadas de naftalimida sensores de pH 

En cuanto a los N-heterocíclos protonables, éstos se protonan generando el 

correspondiente catión, dando lugar a cambios en la fluorescencia, como en los 

derivados de quinolina 122
192

 y 123
193

 mostrados en la Figura 25. En este grupo se 

podrían encontrar las 9-metoxi-quinolimidas aquí descritas. Con el fin de explorar esta 

posibilidad, se estudió la variación de las propiedades fotofísicas de las quinolimidas 90-

95 y de la naftalimida 118 al variar el pH.
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Figura 25.  Derivados de quinolina sensores de pH 

Debido a la baja fluorescencia de las quinolimidas 90-95 en H2O, el estudio fue 

realizado en mezcla (1:1) de H2O/CH3CN, a una concentración fija de 12 M, mediante la 

adición de cantidades crecientes de HCl (0.1 mM-2 M) o NaOH (0,1 mM-2 M). Como se 

muestra en la Figura 26, en el caso de la naftalimida de referencia 118 la fluorescencia 

no se vio afectada por el pH ácido pero a pH básico disminuyó gradualmente desde pH 

8.5 hasta un mínimo a pH 13.2. Esta  disminución podría deberse a la desprotonación 

del grupo hidroxilo de la cadena lateral de hidroxietilo
194

. Sin embargo, en 90, como 

ejemplo de las quinolimidas análogas 90-93, la fluorescencia disminuyó en medio ácido 

desde pH 3.5 a un mínimo a pH 1.0, probablemente debido al quenching de la 

fluorescencia por protonación del anillo de quinolimida, mientras que a pH básico el 

comportamiento fue similar al de la naftalimida 118. Las N-butil-quinolimidas 94 y 95

mostraron un comportamiento similar en pH ácido al de los análogos con hidroxietilo 90-

93. Sin embargo, a pH básico no se observó disminución de la fluorescencia hasta 

valores de pH superiores a 12.2. No obstante, en ningún caso, los cambios en el pH no 

afectaron a las λmax
em

. Estos resultados indican que las quinolimidas podrían utilizarse 

como sensores de cambios de pH en el intervalo 2-3.5.
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Figura 26.  Influencia del pH sobre la emisión de fluorescencia de la naftalimida 118 y las 

quinolimidas 90 y 94. λmax
em

determinadaa una concentración 12 M en mezcla (1:1) H2O/CH3CN

2.1.1.6. Cálculos TD-DFT de las propiedades fotofísicas 

Teniendo en cuenta la influencia de la estructura electrónica y de la geometría de 

las moléculas sobre sus propiedades fotofísicas, con el fin de estudiar la influencia de la 

presencia del átomo de nitrógeno en posición 1 de las quinolimidas sobre sus 

propiedades fotofísicas, se realizó un estudio teórico de modelización de estas 

propiedades para las quinolimidas 90-93 y la naftalimida 118, mediante cálculos TD-DFT 

a nivel computacional PBE0/6-31+G(d,p) 
195, 196

, con el programa Gaussian-09
197

.  

En primer lugar, para todas las estructuras en estudio, se optimizó la geometría del 

estado fundamental (S0) y del primer estado excitado singlete (S1). La comparación de 

los parámetros geométricos obtenidos para las quinolimidas 90-93 con los obtenidos 

para 118 indicó un comportamiento similar, con variaciones alternadas en signo en las 

distancias de enlace de la estructura tricíclica producidas por la excitación, tal como se 

muestra, a modo de ejemplo, en la Figura 27 para la quinolimida 90. Señalar que estas 

variaciones fueron ligeramente mayores en la parte del anillo de imida que en la parte del 

biciclo de quinolina. 
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Figura 27.  Diferencias en las distancias de enlace entre los estados energéticos S1 y S0 en la 
quinolimida 90

Los espectros de absorción UV-visible y de emisión de fluorescencia fueron 

simulados para cada molécula mediante cálculos estandard de respuesta lineal vertical 

en vacio
198, 199

. El nivel computacional utilizado suministró una descripción adecuada de 

los espectros UV y de fluorescencia. La 1ª banda de absorción corresponde a la 

transición HOMOLUMO de los orbitales frontera del estado S0, mientras que la 1ª 

banda del espectro de emisión corresponde a la transición LUMOHOMO del primer 

estado excitado (S1), que se muestran en la Tabla 5. 

Tabla 5. Valores energéticos calculados para los orbitales HOMO y LUMO de S0 y S1 para la 
naftalimida 118 y las quinolimidas 90-93

S0 S1

Compd HOMO LUMO LUMO-HOMO HOMO LUMO LUMO-HOMO

118 -0.2460 -0.0933 0.1527 -0.2382 -0.1007 0.13749

90 -0.2542 -0.1057 0.1485 -0.2449 -0.1154 0.12952

91 -0.2558 -0.1124 0.1434 -0.2475 -0.1238 0.12367

92 -0.2591 -0.1125 0.1466 -0.2499 -0.1229 0.12699

93 -0.2561 -0.1149 0.1413 -0.2490 -0.1291 0.11994

A la vista de los resultados de los cálculos, se observa que las diferencias 

estructurales afectan a las energias de ambos orbitales frontera HOMO y LUMO en el 

estado fundamental y en el excitado, aunque el orbital LUMO está más afectado, sobre 

todo en el estado excitado (S1). La sustitución del esqueleto de naftalimida por el de 
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quinolimida (118 vs 90) da lugar a una disminución de 2.7 % en el salto energético 

HOMOLUMO en el estado fundamental y de 5.8 % en el LUMOHOMO desde el 

estado S1. La introducción de un grupo fosfonato en posición 3 3 (91 vs 90 y 93 vs 92) 

produce una disminución adiccional de 3.5 y 4.5 %, respectivamente, mientras que la 

introducción de Cl en posición 2 produce una disminución adiccional de 1.3 y 2 % (92 vs 

90 and 93 vs 91). El efecto de ambos sustituyentes (93 vs 90) es aditivo. Estas 

disminuciones en los saltos energéticos LUMO-HOMO son responsables de los 

desplazamientos de las respectivas λmax
abs

 y λmax
em

 hacia el color rojo.  

Los valores calculados en el vacio para estas longitudes de onda, recogidad en la 

Tabla 2, presentan una excelente correlación lineal con los valores experimentales 

obtenidos en tolueno (Figura 28, R
2
 = 0.99 and 0.99, respectivamente). 

Figura 28.  Correlación lineal entre λmax
abs

and λmax
em

calculadas en el vacio y los valores 
experimentales en tolueno

2.1.1.7. Solubilidad en H2O 

Dada la importancia de la solubilidad en agua para la aplicación biológica de 

fluoróforos, la solubilidad cinética de la quinolimida 90 se determinó a pH 7.4/DMSO(1%) 
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en comparación con la de la naftalimida 118, aplicando para ello la metodología 

descrita
200-202

. La solubilidad de 118 fue 610±10 M, mientras que la de la quinolimida 90

fue 200010 M, es decir 3.2 veces mayor.

2.1.1.8. Citotoxicidad en líneas celulares cancerosas humanas  

Teniendo en cuenta, por una parte, que la aplicabilidad de fluoróforos en 

biosensores requiere la ausencia de citotoxicidad y, por otra, el precedente bibliográfico 

sobre actividad antitumoral de 2-aril-quinolimidas
167

, mencionado en los antecedentes de 

esta tesis, todas las 9-metoxi-quinolimidas descritas en esta Memoria fueron incluidas en 

los cribados HTS en líneas celulares de cáncer humano de la compañía Pharma Mar, S. 

A.  En este cribado, se determinó la citotoxicidad en células de cáncer de pulmón de 

células no pequeñas (A549), de colón (HT29), de mama (MDA-MD-231) y de páncreas

(PSN1), utilizando doxorrubicina como control positivo y siguiendo los protocolos del 

National Cancer Institute (NCI) de USA
203, 204

. Ninguna de las quinolimidas mostró 

citotoxicidad a la máxima concentracin ensayada 10 μM. Aunque estos resultados no se 

pueden extrapolar a células normales, sí que son indicativos de baja toxicidad, ya que, 

en general, las células cancerosas, al tener un crecimiento y proliferación más rápidos 

que las células normales, suelen ser más sensibles a citotoxicidad.

2.1.1.9. Síntesis de reactivos para el marcaje fluorescente de péptidos y proteínas  

El estudio de la actividad proteómica y de las interacciones proteína-proteína 

mediante biosensores fluorescentes, generalmente, requiere el marcaje fluorescente de 

péptidos o proteínas con el fluoróforo apropiado. Este marcaje requiere la preparación de 

reactivos adecuados para el marcaje en condiciones de reacción suaves, compatibles 

con el medio fisiológico de estudio. Dependiendo de la aplicación, el marcaje se realiza 

preparando análogos fluorescentes de aminoácidos para su posterior incorporarlos en la 

secuencia peptídica de interés, mediante síntesis peptídica, o utilizando derivados del 

fluoróforo reactivos a los nucleófilos presentes en los péptidos y proteínas, como son los 

grupos amino de los aminoácidos básicos y el grupo tiol de la cisteína. 
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En vista de las buenas propiedades fotofísicas de las 9-metoxi-quinolimidas y en 

particular su buen comportamiento solvatocrómico, adecuado para su utilización como 

herramientas para estudios de interacción proteína-proteína, se planteó la preparación 

de reactivos adecuados para el marcaje peptídico. En primer lugar, se planteó la 

preparación de aminoácidos portadores de 9-metoxi-quinolimidas apropiados para la 

síntesis peptídica en fase sólida. Para ello, se adaptó la metodología descrita para la 

preparación de aminoácidos derivados de 4-dimetilamino-naftalimida (4-DMN)
205

, que 

implicaba la síntesis en medio básico de la imida derivada de L-3-amino-alanina, 

utilizando mezcla (5:1) dioxano/H2O como disolvente. El medio básico era incompatible 

con la presencia de la proteccin Fmoc en el grupo -amino. Por lo cual, la síntesis de la 

imida se realizó con la protección Boc y, en etapas posteriores, se eliminó esta 

protección y se introdujo el grupo Fmoc apropiado para la síntesis de péptidos en fase 

sólida. De esta forma, tal como se muestra en el Esquema 14, se obtuvieron los Fmoc-

aminoácidos 126 y 127 a partir de los correspondientes anhídridos 85 y 87.  

Esquema 14. Síntesis de los Fmoc-aminoácidos derivados de quinolimida 126 y 127 

En cuanto a los reactivos para el marcaje de péptidos o proteínas, en primer 

lugar, se estudió la posibilidad de utilizar los anhídridos derivados del ácido quinolin-

4,5-dicarboxilico, previamente sintetizados, como reactivos de marcaje en 

condiciones suaves. Para ello, Se estudiaron las reacciones del anhídrido 85 con n-

butilamina y con Boc-L-3-amino-alanina a temperatura ambiente, utilizando 

HBTU/HOBt como reactivos de acoplamiento
206

 (Esquema 15).  
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Las reacciones se siguieron por HPLC durante 24 horas, al cabo de las cuales, se 

determin ≈50% de conversin en ambos casos, porcentaje que no aument al aumentar 

el tiempo de reacción. Dado que estas reacciones se realizaron a pequeña escala 

analítica, las quinolimidas 128 y 129 no fueron aisladas. 

Esquema 15. Estudio de la aplicación del anhídrido 85 como reactivo de marcaje fluorescente 

Para el marcaje de péptidos en residuos de cisteína, se estudió la preparación de 

tres tipos diferentes de reactivos de marcaje, las maleimidas, los bromuros y las 

bromometil acetamidas, aplicando las metodologías desarrolladas por el grupo de 

Barbara Imperiali para la preparación de derivados de 4-DMN
101

. En el primer caso, se 

estudió la preparación de la maleimida derivada de la 5-hidroxietil-quinolimida 90, por 

reacción de Mitsunobu con maleimida en presencia de PPh3, azodicarboxilato de dietilo y 

alcohol neopentílico (Esquema 16). La maleimida deseada 130 se obtuvo con un 

rendimiento del 17 %, inferior a los rendimientos descritos (22-24 %). Este bajo 

rendimiento dificultaba su posterior utilización. Como alternativa, se estudió la 

preparación y utilización del derivado bromado 131, que fue obtenido cuantitativamente 

por bromación de 90 con tetrabromuro de carbono
207

. Sin embargo, en un estudio de 

reactividad, utilizando el éster metílico de cisteína como modelo sencillo de péptido, el 

derivado bromado 131 no reaccionó con N-Boc-Cys-OMe en presencia de DIPEA. 

Cuando, además de DIPEA, se adicionó DBU, en el análisis de HPLC de la mezcla, se 

detectó un 20 % del producto de acoplamiento 132. A la vista de estos resultados, como 

última alternativa se estudió la preparación de bromometil acetamidas. 
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Esquema 16. Preparación de la maleimida 130 y del bromuro 131 y estudio de su reactividad con 
N-Boc-Cys-OMe

Para la preparación de bromometil acetamidas se utilizaron las 9-metoxi-

quinolimidas portadoras de la cadena N-Boc-aminoetilo en posición 5 96 y 98. La primera 

como prototipo para el estudio de condiciones de reacción y la segunda por ser la que 

presentaba mejores propiedades fotofísicas para su aplicación en biosensores (mayores

λmax
abs y λmax

em
y comportamiento más solvatocrómico). Como se muestra en el Esquema 

17, tras la eliminación del grupo protector Boc, por tratamiento con TFA en CH2Cl2, la 

reacción a temperatura ambiente con bromuro del ácido bromoacético en presencia de 

DIPEA, como captador del BrH que se genera, se obtuvieron las correspondientes 

bromometil acetamidas 135 y 136 con rendimientos moderados a bajos. Finalmente, 

para estudiar la reactividad frente a tioles, se estudió la reactividad de la bromometil 

acetamida 135 con N-Boc-Cys-OMe en acetona a temperatura ambiente y en presencia 

de DIPEA. En estas condiciones se obtuvo el correspondiente tioéter 137 con 

rendimiento cuantitativo. Esto indicaba que, aunque había que optimizar los rendimientos 

en la preparación de las bromometil acetamidas, estos reactivos podrían ser adecuados 

para el marcaje fluorescente de péptidos con quinolimidas.
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Esquema 17. Síntesis de bromometil acetamidas y estudio de su reactividad con N-Boc-Cys-OMe 

2.1.1.10. 9-Metoxi-quinolimidas en sensores de quinasas dependientes de ciclinas  

Las quinasas dependientes de ciclinas  (CDKs) son serina/treonina quinasas 

inactivas en su forma monomérica, cuya activación requiere su asociación con una 

familia de proteínas regulatorias, denominadas ciclinas, formando complejos 

heterodimericos funcionales
208, 209

. Estas quinasas juegan un papel central en la 

regulación y progresión del ciclo celular, la transcripción y otros procesos bilógicos, tales 

como la diferenciación neuronal, el metabolismo y la reparación de daños en el ADN
210

. 

Las ciclinas dotan de especificidad a las CDKs y regulan su actividad, generalmente 

mediante proteólisis. La actividad de las CDKs también está regulada por fosforilación y 

por proteínas inhibidoras. La hiperactividad constitutiva o por desregulación de estas 

quinasas, debido a amplificación, sobreesprexión o mutación de la CDK o de la ciclina 

reguladora, contribuye a la proliferación de células cancerosas y a la desregulación de 

diversos procesos biológicos
209, 211, 212

. El conocimiento estructural y de los mecanismos 
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de regulación de diversas CDKs ha avanzado significativamente en los últimos años. Sin 

embargo, para algunos heterodímeros ciclina-CDK, como la interacción CDK5/p25, el 

conocimiento de sus mecanismos de regulación y de sus implicaciones fisiológicas 

todavía es escaso. En estos casos los biosensores de fluorescencia pueden aportar luz y 

constituyen herramientas esenciales para su estudio. 

La CDK5 se expresa ubicuamente, pero principalmente en neuronas post-mitóticas, 

donde es activada por los activadores neuronales específicos p35/p25 y p39
209, 213

. Esta 

quinasa ejerce sus funciones principalmente en el sistema nervioso central, donde 

promueve la extensión de neuritas, la migración neuronal, la formación de sinapsis 

durante el desarrollo cerebral, la plasticidad sináptica, la guía axonal, el desarrollo y 

diferenciación neuronal y participa en la regulación de la autofagia
209

. 

 La activación de CDK5 tiene lugar tras la ruptura proteolítica de las proteínas p35 o 

p39 a p25, dependiente de calpaina y estimulada por Ca
2+

, siendo p25 la proteína 

responsable de su completa activación
214, 215

. p25 no comparte similitud de secuencia 

con las ciclinas, pero adopta un plegamiento similar y se une a CDK5 en una interfaz 

muy similar a la de interacción de las CDKs con ciclinas y de forma similar a la unión de 

CDK2 con ciclina A
216

 (Figura 29). 

La hiperactividad de CDK5 está asociada al inicio y desarrollo de diversas 

enfermedades neurodegenerativas, induciendo muerte neuronal
209, 217-219

. Diversos 

estudios han mostrado la implicación de la hiperactivación de CDK5 por p25 en la 

enfermedad de Alzheimer, en la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y en la enfermedad 

de Parkinson. De hecho, CDK5 contribuye a la fosforilación de la proteína Tau y aumenta 

la producción de péptido amiloide A en pacientes de Alzheimer
219-221

. CDK5 también 

participa en la hiperfosforilación de la alfa-sinucleína y de la parkina, contribuyendo, por 

lo tanto, a la generación de cuerpos de Lewy en la enfermedad de Parkinson
222, 223

 y de 

inclusiones similares a los cuerpos de Lewy, que contribuyen a la pérdida neuronal en la 

ELA
224

. Recientemente, se ha descrito también la implicación de CDK5 en la muerte 

neuronal durante la isquemia cerebral
225

. Además, numerosos estudios indican que 

CDK5 es una diana relevante en diversos tipos de cánceres
209, 226

.  En particular, 

estudios recientes sugieren que la expresión e hiperactividad de esta quinasa están 

implicadas en el desarrollo y grado de agresividad de glioblastomas y neuroblastomas
227, 

228
. 
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Figura 29.  Estructura de la interacción CDK5/p25
216

La alta implicación de CDK5 y su interacción con p25 en las mencionadas 

patologías indican que esta interacción podría constituir un buen marcador del estado 

patológico. De ahí el interés del desarrollo de biosensores para la interacción CDK5/p25 

y, particularmente, del desarrollo de sondas fluorescentes para su detección. Sin 

embargo, en nuestro conocimiento, previamente al inició del trabajo aquí descrito, no 

existían biosensores de fluorescencia para dicha interacción. Teniendo en cuenta las 

buenas características como fluoróforos solvatocrómicos de las 9-metoxi-quinolimidas 

descritas en este capítulo, se planteó la utilización de la bromometil acetamida 136, 

derivada de la quinolimida más solvatocrómica (93), como herramienta para el diseño de 

sensores fluorescentes de la interacción CDK5/p25. Este estudio fue realizado en 

colaboración con el grupo que dirige la Dra. May C. Morris en el Institut des Biomolécules 

Max Mousseron (IBMM) de la Universidad de Montpellier en Francia. 

Dado que la interacción de CDK5 con p25 se produce a través de la hélice C de 

CDK5 con una hlice  de p25216
 (Figura 29), se utilizaron péptidos derivados de estas 

hélices para explorar la utilidad de la bromometil acetamida 136 para el estudio de su 

interacción, tanto in vitro como in cellulo. Para ello, un péptido derivado de la hélice C de 

CDK5, denominado péptido K5 (GVPSSALREICLLK), portador de un único residuo de 

CDK5 p25

Péptido K5

Péptido p25
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cisteina, fue marcado mediante reacción con la bromometil acetamida136 en tampón 

PBS a -4 ºC (Figura 30). 

 Figura 30.  Marcaje fluorescente del péptido K5 de CDK5 con la bromometil acetamida 136

2.1.1.10.1. Estudio in vitro de la Interacción CDK5/p25  

Tal como se muestra en la Figura 31, para el estudio in vitro de la interacción 

CDK5/p25 se registraron los espectros de fluorescencia de una disolucin 5 μM del 

péptido K5 marcado con la bromoacetamida 136, tras la adicción de cantidades 

crecientes de una disolucin de un pptido derivado de la hlice  de interaccin de p25, 

denominado péptido p25 (KEAFWDRCLSVINLM). En la saturación de la valoración, la 

fluorescencia aumentó 21.8 veces y se calculó una constante de disociación entre los 

dos péptidos de Kd = 355.057.2 μM (Figura 31A). Además, la interacción entre los dos 

péptidos produjo un desplazamiento ipsocrómico del máximo de fluorescencia de 541 a 

450 nm. El mismo experimento, realizando la valoración del péptido K5-136 con un 

péptido irrelevante, derivado de ubiquitina (VESSDTIDNVKSKIQDKEGC), como péptido 

control, no produjo efecto sobre la emisión de fluorescencia (Figura 31B).
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Figura 31. (A) Valoración de una concentración 5 μM del péptido  K5-136 con el péptido p25 (exc

= 390 nm). En el inserto, cálculo de la constante de disociación. (B) Valoración de una 
concentración 5 μM del péptido K5-136 con un péptido irrelevante (Ctrl) (C) Valoración de una 
concentración 200 nM del péptido K5 marcado con FICT con el péptido p25 (λex= 495nm). En el 
inserto, cálculo de la constante de disociación.

Como comparación, la valoración del péptido K5 marcado con fluoresceína (FITC) 

solo produjo un aumento de 1.4 veces en la intensidad de la fluorescencia, sin observar 

desplazamientos en el máximo de fluorescencia (Figura 31C). Estos resultados muestran 

que la 2-cloro-3-dietilfosfonil-9-metoxi-quinolimida de 136 constituye una sonda 

fluorescente verde altamente sensible para monitorizar la interacción entre péptidos y 

con alto potencial como sensor de interacciones proteína-proteína. 
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2.1.1.10.2. Estudio in cellulo de la Interacción CDK5/p25 

Por último, se estudió la utilidad del péptido marcado K5-136 como sonda 

fluorescente para la localización in cellulo de la proteína p25 en células de glioblastoma 

U87. Como era de esperar, este péptido, por sí solo, no penetró en las células. Por ello, 

en su extremo N-terminal se le ancló el péptido Pep1 (KETWWETWWTEKK), que facilita 

la penetración celular de péptidos
229, 230

. De esta forma, el péptido marcado (Pep1-K5-

136) penetró fácilmente en las células y su interacción con p25 endógena se visualizó en 

el citoplasma mediante la emisión de fluorescencia verde, observando en el canal de 

observación de la proteína verde fluorescente (GFP) (Figura 32A). Por otra parte, 

mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando un anticuerpo de p25, marcado con el 

fluoróforo alexa647, en la mezcla de las imágenes de la fluorescencia de Pep1-K5-136 y 

la del anticuerpo p25-alexa647, se observó completa co-localización de la fluorescencia 

de Pep1-K5-136 con la del anticuerpo, comprobándose que la unión era específica entre 

Pep1-K5-136 y la p25 endógena.  

En las células no tratadas con Pep1-K5-136 (Figura 32B) no se observó 

fluorescencia en el canal GFP. Las células tratadas con Pep1-K5-136 presentaron una 

fluorescencia relativa 4 veces superior a la de las células tratadas con el anticuerpo p25-

alexa647 (Figura 32 C). Estos resultados demostraron la utilidad de las 9-metoxi-

quinolimidas como sondas fluorescentes para la visualización in cellulo de interacciones 

proteína-proteína.  

Figura 32. Co-localización de Pep1-K5-136 con p25. (A) Células tratadas con Pep1-K5-136 y con 
anticuerpo p25-alexa647, observadas a través del filtro de la proteína verde fluorescente (GFP) y a 
través del de alexa647. (B) Células tratadas solo con el anticuerpo p25-alexa647. (c)Histograma de 
representación de la fluorescencia relativa de pet1-K5-136 en el canal GFP con respecto a la de 
p25-alexa647
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2.1.1.11. Conclusiones

Las 4,5-quinolimidas descritas en este capítulo, diseñadas como estructuras 

quiméricas entre naftalimida y quinolina, en comparación con naftalimidas análogas, 

fluoróforos bien conocidos, muestran un comportamiento solvatocrómico superior y 

desplazamientos batocrómicos significativos en sus máximos de absorción y de emisión 

que, al igual que sus rendimientos cuánticos de fluorescencia, son variables 

dependientes de los sustituyentes sobre el esqueleto de quinolimida. Además, la 

fluorescencia de estos nuevos fluoróforos es sensible al pH, presentan grandes 

desplazamientos de Stokes, son fotoestables y no citotóxicos en células cancerosas, y 

su solubilidad en agua es 3.2 veces superior a la de naftalimidas análogas. Teniendo en 

cuenta estas buenas propiedades fotofísicas, se han preparado aminoácidos portadores 

del esqueleto de quinolimida adecuadamente protegidos para su incorporación en 

síntesis de péptidos y diversos reactivos para el marcaje fluorescente de péptidos y 

proteínas. Considerando los rendimientos de síntesis de estos reactivos y su reactividad 

frente H-Cys-OMe, modelo sencillo de una cisteína peptídica, las correspondientes 

bromometil acetamidas son las que han presentado mejor comportamiento como 

reactivos de marcaje. Una de estas bromometil acetamidas ha sido utilizada para el 

marcaje fluorescente de un pptido derivado de CDK5, integrante de la hlice  C de la 

interfaz de su interacción con su proteína reguladora p25. Estudios in vitro e in cellulo

con el péptido marcado K5-136, han demostrado su utilidad como herramienta para 

monitorizar la interacción de CDK5 con p25 y para visualizar la localización de esta 

proteína en células vivas. Estos resultados muestran el alto potencial de las quinolimidas 

en biosensores de interacciones proteína-proteína y en aplicaciones de visualización 

celular. 
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2.1.2. Derivados de 9-aminoquinolimidas 

En este subcapítulo se comentan los estudios para optimizar las propiedades 

fotofísicas de quinolimidas mediante la introducción en la posición 9 de grupos amino, 

mejores electrodonadores que el grupo OMe. Estos estudios incluyen la síntesis de 9-

aminoquinolimidas (Figura 33, B), su caracterización fotofísica y espectroscópica 

(UV/Visible, fluorescencia, RMN y difracción de rayos X), cálculos estructurales, su 

aplicación al estudio in vitro de la agregación -amiloide, la síntesis de reactivos para 

marcaje fluorescente y su aplicación en el estudio in vitro e in cellulo de la interacción de 

la quinasa CDK5 con su regulador p25.  

Figura 33.  Diseño de 9-aminoquinolimidas B a partir de 9-metoxiquinolimidas A 

Entre los grupos amino, se ha dado preferencia al grupo amino no sustituido (NH2), 

al N,N-dimetilamino y al anillo de azetidina. Para ello, se ha tenido en cuenta que la 

intensa fluorescencia de color verde de 4-amino-1,8-naftalimidas es la base de múltiples 
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sondas ratiométricas y de diversos sensores de reactividad de enzimas
231-237

, mientras 

que el grupo dimetilamino es uno de los más frecuentemente utilizados como grupos 

dadores de electrones en diversos tipos de fluoróforos
238

. Por otra parte, estudios 

recientes han mostrado que la sustitución del grupo N,N-dimetilamino por el anillo de 

azetidina en diversos fluoróforos mejora significativamente el brillo y la fotoestabilidad
238

. 

2.1.2.1. Síntesis 

Como se ha comentado en el apartado anterior relativo a la síntesis de 9-

metoxiquinolimidas (2.1.1.1), en la reacción del correspondiente anhídrido con aminas, 

además de la esperada 9-metoxiquinolimida, se obtenían trazas de los respectivos 9-

amino derivados, resultado de la sustitución nucleófila aromática
181

 del grupo OMe por la 

amina. Concretamente, como se muestra en el Esquema 18, la reacción de los 

anhídridos 85 o 86 con 2 equivalentes de n-butilamina, bajo irradiación de microondas, 

conducía a la respectiva 9-metoxiquinolimida 94 o 95, con rendimientos moderados, 

junto con un 12 % o un 3% de la correspondiente 9-butilamino-quinolimida 138 y 139, 

respectivamente. 

Sin embargo, cuando la reacción se realizaba con 10 equivalentes de la amina, las 

9-butilamino-quinolimidas se aislaban como únicos productos de reacción con 

rendimientos del 85 % y 55 %, respectivamente. Estos buenos resultados se mantenían 

cuando se utilizaba un exceso molar de 5 equivalentes de amina.

Una vez optimizadas las condiciones de síntesis de las 5-butil-9-butilamino-

quinolimidas 138 y 139, mediante reacción del correspondiente metoxi-anhidrido con dos 

moléculas de n-butilamina, con el fin de poder obtener quinolimidas con distinta 

funcionalización en la posición 5 y en el grupo amino de la posición 9, se estudió la 

sustitución del grupo metoxilo de 9-metoxi-quinolimidas por aminas de interés. Como se 

muestra en el Esquema 19, la reacción de las 5-n-butil-9-metoxiquinolimidas 94 y 95 con 

disolución saturada de amoniaco, metilamina o dimetilamina en EtOH, o con 5 

equivalentes de azetidina en EtOH, mediante calefacción a 120 ºC por irradiación de 

microondas, dio lugar a las 5-n-butil-9-amino-quinolimidas deseadas 138-144 con 

rendimientos de moderados a buenos.  
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Esquema 18.  Optimización de la síntesis de 9-amino-quinolimidas 138 y 139

Tal como se comenta en el siguiente apartado, entre estas 5-butil-9-amino-

quinolimidas, las portadoras del grupo metilamino o del anillo de azetidina presentaban 

mejores propiedades fotofísicas. Por ello, aplicando el mismo procedimiento de síntesis, 

se prepararon las 5-Boc-aminoetil-quinolimidas análogas 145-147, a partir de 96 y 97, 

como intermedios para la posterior preparación de los correspondientes reactivos para el 

marcaje de péptidos, las respectivas bromometil-acetamidas. 
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Esquema 19.  Síntesis de 9-amino-quinolimidas 138-147 por sustitución del grupo 9-metoxilo

2.1.2.2. Propiedades fotofísicas 

Al igual que en el caso de las 9-metoxiquinolimidas ya comentadas, las propiedades 

fotofísicas de las 9-aminoquinolimidas 138-144 se determinaron en los espectros de 

absorción y emisión realizados en disolventes de polaridad creciente, los resultados se 

muestran en la Tabla 6 en comparación con los de la 9-metoxiquinolimida análoga 94. 

Las longitudes de onda de absorción máxima y los coeficientes de extinción molar se 

determinaron en los espectros de absorción UV/visible, mientras que, las longitudes de 

onda de emisión máxima y los rendimientos cuánticos fueron determinados en los 

espectros de fluorescencia de estado estacionario. Los resultados de la tabla 6 indican 

que la sustitución del grupo 9-metoxilo por un grupo amino induce desplazamientos  

Compd. R
1

R
2

R
3

R
4

Rend. (%)

138 nBu H nBu H 85

139 nBu PO(OEt)2 nBu H 55

140 nBu H H H 50

141 nBu H Me H 82

142 nBu H Me Me 50

143 nBu H -(CH2)3- 45

144 nBu PO(OEt)2 -(CH2)3- 45

145 (CH2)2NHBoc H Me H 58

146 (CH2)2NHBoc H -(CH2)3- 40

147 CH2)2NHBoc PO(OEt)2 -(CH2)3- 38
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batocrómicos de 60 a 142 nm tanto en las max
abs

 como en las max
em

(desplazamiento del 

azul al rojo) 

Tabla 6. Propiedades fotofísicas de las 9-amino-quinolimidas 138-144 comparadas con las de la 9-
metoxi-quinolimida análoga 94

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b
Brillo

Tolueno 373 10166 454 0.99 10064

Dioxano 370 10640 461 0.79 8405

DMSO 378 9898 492 0.05 495
MeOH 373 6961 495 0.38 2654

H2O 379 2889 510 0.10 289

138

R
2

= H

R
3

= nBu

R
4

= H

Ciclohexano 460 6950 516 0.316 2196

Tolueno 478 8170 539 0.198 1117

Dioxano 474 8550 552 0,075 641

DMSO 493 8260 592 0.013 104

MeOH 486 7910 590 0.003 18

H2O 472 7180 585 7.8 E
-4

 5.6

140

R
2

= H

R
3

= H

R
4

= H

Ciclohexano 431 11485 502 0.555 6374

Tolueno 437 10068 524 0.447 4500

Dioxano 444 10569 530 0.125 1321

DMSO 465 11577 580 0.016 185

MeOH 457 11908 570 0.004 48

H2O 457 14880 596 1.19 E
-5 

0.28

141

R
2

= H

R
3

= Me

R
4

= H

Ciclohexano 449 9155 510 0.27 2472

Tolueno 457 9120 535 0.18 1642

Dioxano 458 9200 555 0.050 460

DMSO 475 8345 585 0.012 100

MeOH 470 11110 586 0.002 22

H2O 483 10949 610 1.3E
-5

 0.14

142

R
2

= H

R
3

= Me

R
4

= Me

Ciclohexano 452 2241 511 0.18 403

Tolueno 466 1832 539 0.20 366

Dioxano 460 2440 540 0.061 149

DMSO 478 2702 560 0.044 119

MeOH 471 2473 567 0.003 6

H2O 485 5910 597 1.3E
-4

 0.76
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Tabla 6. (Continuación) 

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b
Brillo

143

R
2

= H

R
3
, R

4
= -(CH2)3-

Ciclohexano 466 15005 562 0.989 1484

Tolueno 478 13894 547 0.455 6322

Dioxano 472 15547 561 0.195 3032

DMSO 489 14390 580 0.016 230

MeOH 488 14271 597 0.023 328

H O 495 9108 625 1.8E
-4

 1.63

139

R
2

= PO(OEt)2

R
3

= nBu

R
4

= H

Ciclohexano 490 8590 551 0.128 1100

Tolueno 503, 543 9510 583 0.110 1046

Dioxano 495, 535 6520 598 0.0044 28

DMSO 512, 583 6570 643 7E
-4

 4.5

MeOH 512, 582 7420 635 5E
-4

 3.7

144

R
2

= PO(OEt)2

R
3
, R

4
= -(CH2)3-

Ciclohexano 494 3205 551 0.316 411

Tolueno 510 2990 598 0,025 75

Dioxano 504 3134 598 0,0044 14

DMSO 520, 555 2584 643 0,048 124

MeOH 526 2500 590 0.003 1
aMedidos en duplicado a una concentracin 12 μM. b

Rendimientos cuánticos calculados utilizando como 
referencia la cumarina 153 (en EtOH), excepto para 94, que fueron calculados utilizando sulfato de quinina (en 
0.1 M H2SO4). 

Además, las 9-amino-quinolimidas 138-144 mostraron mayor comportamiento 

solvatocrómico que 94. Así, las max
abs

 se desplazan 12-34 nm hacia el rojo al pasar de 

ciclohexano a H2O (en 94 este desplazamiento fue solo 9 nm), las max
em

 se desplazan 

64-100 nm (en 94 este desplazamiento fue 56 nm) y los rendimientos cuánticos de 

fluorescencia y el brillo sufren importantes disminuciones (disminución  99 % en el 9-

azetidinil derivado 143). 

La introducción de sustituyentes en el grupo 9-amino (NH2) de 140 desplaza los 

máximos, tanto de absorción como de emisión, hacia el rojo y afecta significativamente 

tanto a los coeficientes de extincin molar (ε) como al rendimiento cuántico (F) y, por lo 

tanto, al brillo de la emisin (ε x F). 

Hay que señalar que el grupo dimetilamino, a pesar de ser el grupo dador de 

electrones más frecuente en diversos fluoróforos, en la quinolimida 142 mostró el peor 

comportamiento entre todas las 9-amino-quinolimidas preparadas, debido, 



Resultados y Discusión 

88 

principalmente, a sus bajos coeficientes de extinción y bajos rendimientos cuánticos. De 

forma similar a lo descrito para derivados de naftalimidas
46

, el grupo NH2 y la azetidina 

fueron los sustituyentes que dieron lugar a las mejores propiedades fotofísicas. 

Particularmente, hay que destacar la importante mejora conseguida con el anillo de 

azetidina en 143, tanto en los coeficientes de extinción molar como en los rendimientos 

cuánticos, requiriendo menor energía de excitación y emisión, al ser el fluoróforo que 

presenta mayores max
abs

 y max
em

. Por ejemplo, en ciclohexano, el coeficiente de 

extinción de 143 fue un 116 % mayor que el del análogo portador de 9-butilamino 138 y 

su rendimiento cuántico fue un 210% mayor. Por lo que la emisión de 143 fue un 575% 

más brillante que la de 138.  

En cuanto a la influencia de la presencia del grupo PO(OEt)2 en posición 2 en 139 y 

144, se observó la misma tendencia que en los análogos derivados de 9-

metoxiquinolimidas, comentados en el subcapítulo anterior. Este grupo induce 

desplazamientos batocrómicos en las max
abs

 y las max
em

, pero estos desplazamientos 

van acompañados de una disminución importante en los rendimientos cuánticos. La 

quinolimida 139 mostró absorción dual en todos los disolventes, a excepción del 

ciclohexano y el derivado portador de azetidina 144 mostró absorción dual en DMSO. 

Esta absorción dual indicaría la existencia de dos estados excitados de diferente 

energía. 

La sensibilidad de la fluorescencia de la serie de 9-amino-quinolimidas al pH se estudió 

en la 9-butil-quinolimida 138 en mezcla (1:9) H2O/CH3CN, no observando variaciones 

significativas de la fluorescecia al variar el pH en el rango 1-13.

Las técnicas de fluorescencia resuelta en el tiempo suministran información 

adicional a la obtenida en las determinaciones en estado estacionario, como por ejemplo 

permiten determinar los tiempos de vida de la fluorescencia ()9
. Esta información es muy 

util en el desarrollo de biosensores. Por ello, en el Departamento de Fisicoquímica de la 

Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada se determinaron los tiempos de vida 

de fluorescencia de las 9-aminoquinolimidas 138 y 140-143 en distintos disolventes en 

comparación con los de la 9-metoxiquinolimida 94. Estos datos se recogen en la Tabla 7, 

junto con los valores de las constantes de desactivación radiativa (Kr) y no radiativa (Knr), 

calculados aplicando las relaciones Kr = F/ y 1/ = Kr + Knr
9
.
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Tabla 7. Tiempos de vida y constantes de desactivación de las 9-amino-quinolimidas 138, 140-143 
y de la 9-metoxi-quinolimida análoga 94 

aMedidos a una concentracin 20 μM. b
Tiempo de vida de fluorescencia promedio () de decaimiento 

biexponencial. 
c
Tiempo de vida promedio de decaimiento triexponencial. 
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En general, los datos muestran gran paralelismo entre los tiempos de vida y los 

rendimientos cuánticos, que, en ambos casos, disminuyen significativamente al 

aumentar la polaridad del disolvente. En este sentido, sorprende el comportamiento 

anómalo de la 9-metoxiquinolimida 94, que mostró el mayor tiempo de vida en MeOH 

(12.10 ns) y un valor intermedio (5.64 ns) en H2O, lo que indicaría algún tipo de 

interacción específica, como por ejemplo de tipo enlace de hidrógeno, en los disolventes 

próticos MeOH y H2O, que dificultase la desactivación no radiativa. Esta anomalía se 

observó también en el rendimiento cuántico en MeOH, que aumentó en relación a los 

observados en DMSO y H2O. 

Entre las 9-aminoquinolimidas, la 9-azetidinil-quinolimida 143 fue la que mostró 

mayor diferencia en el tiempo de vida al aumentar la polaridad del disolvente (pasa de 

12.58 ns en ciclohexano a 0.14 ns en H2O, 99% de disminución). La disminución en los 

tiempos de vida va acompañada de disminución en la constante de desactivación 

radiativa (Kr) y un gran aumento en la constante de desactivación no radiativa (Knr). Así, 

por ejemplo, en 143, al pasar de ciclohexano a H2O, la Kr sufre una disminución del 99% 

y la Knr aumenta más de 8000 veces. Hay que señalar que en las 9-amino-quinolimidas 

138 y 140-142 la fluorescencia presenta caída biexponencial o triexponencial en 

disolventes polares y el derivado dimetilamino 142 incluso en disolventes no polares, 

indicando que la emisión se produce desde dos o más estados excitados diferentes. Sin 

embargo, en el caso del derivado de azetidina 143, la caída de fluorescencia fue 

monoexponencial en todos los disolventes excepto en H2O. 

Las buenas características electrodonadoras de los grupos amino son responsables 

de su frecuente presencia en diversos fluoróforos, en los que se ha observado una 

influencia importante de los sustituyentes en dicho grupo amino sobre las propiedades 

fotofísicas. Esta influencia ha sido objeto de estudio en diversos fluoróforos
238

, tales 

como 4-aminobenzonitrilos
239-241

, 4-amino-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazoles
242

, 4-amino-

naftalimidas
243-246

, 4-amino-benciliden-imidazolonas
247

 y 1-aminoindoles
248, 249

. Se admite 

que la excitación conduce inicialmente a un estado excitado singlete con geometría 

similar a la del estado fundamental (S0), denominado estado localmente excitado (LE), 

que no corresponde a un mínimo de energía.  

Este estado LE suele relajar muy rápido por conversión interna al primer estado 

singlete excitado (S1), en el que puede haber cambios en la geometría para minimizar la 



Resultados y Discusión 

91 

energía y, en el caso de fluoróforos portadores de grupos dadores y aceptores de 

electrones, facilitar la transferencia intramolecular de carga (ICT).  

Dependiendo de la diferencia energética entre los estados excitados LE y S1, la 

relajación al estado fundamental S0 mediante emisión de luz puede tener lugar desde 

uno u otro de estos estados excitados o desde ambos (Esquema 20), en este caso el 

fluoróforo mostrará emisión dual. La emisión desde el estado LE es de mayor energía y, 

por lo tanto, se produce a menor max
em

 que la desde el S1 (CT). Por otra parte, cuanto 

mayor sea la diferencia de energía entre la excitación y la emisión, mayor será el 

desplazamiento de Stokes 

Esquema 20.  Esquema simplificado de la excitación y relajación de un fluoróforo

En fluoróforos portadores de grupos electrodadores amino, los sustituyentes sobre 

este grupo determinan, dependiendo de su efecto inductivo y volumen estérico, que la 

emisión se produzca principalmente desde el estado LE o desde el CT. Se han 

propuesto diferentes modelos de emisión ICT para explicar el diferente comportamiento 

de estos fluoróforos
239, 241, 246, 248-250

. Por una parte, el modelo TICT, en el que en el 

primer estado excitado LE se produce una transferencia de carga del grupo donador al 

aceptor dando lugar a un diradical que, para minimizar la repulsión de Coulomb, se 

estabiliza mediante una rotación de 90º alrededor del enlace entre el grupo amino y el 

anillo aromático. Esta rotacin da lugar a que los orbitales π del dador y del aceptor se 

sitúen desacoplados y ortogonales, dificultando la emisión desde el estado TICT al 

estado fundamental (S0) y la relajación tiene lugar fundamentalmente por interacción no 

radiativa con el disolvente. Los fluoróforos que siguen este modelo, muestran grandes 

desplazamientos de Stokes y bajos rendimientos cuánticos, que disminuyen al aumentar 

la polaridad del disolvente. Por otra parte, el modelo PICT, en el que dador y aceptor no 

son coplanares en el estado fundamental y, tras la excitación, esta estructura no 
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representa un mínimo de energía, estabilizándose mediante un giro a una estructura 

plana (PICT), que facilita la transferencia de carga, la relajación desde este estado al S0

por emisión de fluorescencia sí está permitida. Estos fluoróforos presentan grandes 

desplazamientos de Stokes y altos rendimientos cuánticos. No todos los fluoróforos se 

ajustan a estos dos modelos, pues, además de la participación de la rotación del enlace 

del grupo amino al anillo aromático, hay que tener en cuenta la inversión del átomo de 

nitrógeno y en el caso de aminas cíclicas, la movilidad conformacional del anillo
242, 244

. 

Teniendo en cuenta la importante influencia de variaciones estructurales sobre la 

fluorescencia, se realizaron diversos estudios estructurales sobre las 9-amino-

quinolimidas 138 y 140-143 mediante RMN dinámica, análisis de difracción de rayos X y 

cálculos TD-DFT, que se comentan a continuación.

2.1.2.3. RMN dinámica 

 En el espectro 
1
H-RMN de la 9-azetidinil-quinolimida 143 en CDCl3 a temperatura 

ambiente, los protones 2- y 4-H del anillo de azetidina aparecían como una única señal 

ancha a 4.55 ppm, mientras que, los protones 3-H aparecían como un quintuplete 

resuelto a 2.49 ppm. En el correspondiente espectro 
13

C-RMN, los carbonos C2 y C4 de 

la azetidina no aparecían. Estos datos sugerían un intercambio de protones y carbonos, 

motivado por inversión en el N de la azetidina o por giro alrededor del enlace C9-N
251

, 

que podría influenciar el comportamiento fotofísico de 143.  

Por ello, se estudió dicho intercambio mediante RMN-dinámica, registrando el 

espectro 
1
H-RMN a diferentes temperaturas en el intervalo 217-329 ºK (Figura 34). A 217 

ºK los protones 2- y 4-H aparecían como dos tripletes (J = 7.5 Hz) a 4.32 y 4.97 ppm, 

respectivamente, y coalescían a 273 ºK (Tc). Si el intercambio se debiese a la inversión 

del nitrógeno, ambos protones 2-H o 4-H deberían ser diferentes (uno axial y el otro 

ecuatorial), con constante de acoplamiento geminal (> 11 Hz) y pequeña diferencia de 

desplazamiento químico entre ellos. Sin embargo, en el caso de giro alrededor del 

enlace C9-N, los protones 2-H deberían aparecer diferentes de los 4-H, debido a la 

asimetría del anillo de quinolimida. La irradiación del doblete a 6.46 ppm, 

correspondiente al protón 8-H del anillo de quinolimida, produjo un pequeño efecto NOE 

sobre el triplete a 4.32 ppm, permitiendo de esta forma la asignación de la orientación de 
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los protones 2- y 4-H en los dos rotámeros que se intercambian. Con el programa 

gnmr
252

 se calculó la entalpia y la energía libre del intercambio de los dos rotámeros 

como 46.56 y 52.28 kJ.mol
-1

, respectivamente, valores del mismo orden que los descritos 

para otros derivados de azetidina similares
251

. El conjunto de resultados indicó que el 

lento intercambio nuclear es debido a rotación interna alrededor del enlace azetidina-

quinolimida y no a la inversión en el nitrógeno, que debe ser muy rápida para poder ser 

observada en la escala de tiempos de la RMN. Hay que señalar que en el análogo 

portador del grupo dimetilamino 142 no se observó intercambio en los espectros de RMN 

en el intervalo de 217-329 ºK. 

Figura 34.  Espectro 
1
H-RMN de la 9-azetidinil-quinolimida 143 en función de la temperatura
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2.1.2.4. Análisis de difracción de rayos X 

Se intentó la cristalización de todas las amino-quinolimidas preparadas para 

determinar sus coordenadas estructurales mediante análisis de difracción de rayos X. Se 

obtuvieron buenos cristales para todos los fluoróforos, excepto para el derivado de 

azetidina 143. En la figura 35 se muestran las estructuras obtenidas para las 

quinolimidas 138 y 140-142 y en la Tabla 8 se resumen sus parámetros moleculares más 

significativos obtenidos en el análisis de rayos X, realizado en el Instituto Rocasolano del 

CSIC, bajo la dirección de la Dra. Lourdes Infantes.

Figura 35.  Estructuras de rayos X para las 9-amino-quinolimidas 138 y 140-142. No se muestran 
los átomos de hidrógeno, excepto los del grupo NH2 de 140

En el espectro de la 9-amino-quinolimida 140 en su celdilla unidad se observó una 

única estructura molecular, a la que se denominó A, mientras que en las celdillas de los 

análogos con el grupo amino monosustituido 138 y 141, se identificaron dos estructuras 

A y B, que se diferencian en un enlace de hidrogeno observado en la estructura B entre 

el NH de una molécula y el grupo C6=O de la estructura A. Este enlace de hidrógeno 

produce una pequeña distorsión en el ángulo diedro C9a-C9-N-R
4
 (d, 7-13º). En el caso 

del derivado portador del grupo dimetilamino 142, en su celdilla se observaron dos 

estructuras independientes, A y B, que corresponden a distintos ángulos de giro del 

13 

141 142

140 138
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grupo dimetilamino con respecto al plano del anillo de quinolimida. En la figura 35 solo se 

muestra en cada caso la estructura identificada como A. En todos los compuestos tanto 

las longitudes de enlace (1.341-1.369 Å) como la suma de los ángulos de enlace del N (≈ 

360º) fueron indicativos de nitrógeno trigonal y de carácter parcial de doble enlace, con 

restricción de giro alrededor del enlace C9-N. El ángulo diedro entre el plano del grupo 

amino y el plano de la quinolimida (d, C9a-C9-N-R
4 ≈ 0º) indic su coplanaridad, excepto 

para el derivado de dimetilamino 142, donde este grupo está girado (7º en la estructura A 

y 30º en la estructura B). Este compuesto mostró la mayor longitud de enlace C9-N y, por 

lo tanto, menor carácter de doble enlace. 

Tabla 8. Parámetros estructurales de las 9-amino-quinolimidas 138 y 140-142, obtenidos en  el 
análisis de rayos X 

140 138 141 142

R
3

H nBu Me Me

R
4

H H H Me

Conformación A A B A B A B

C9-N longitud de enlace (Å)
a

1.348 (2)
1.342 

(5)
1.341 

(6)
1.351 

(7)
1.347 

(7)
1.362 

(3)
1.369 

(3)

C9-N ángulos de enlace 
(grados)

a

a
119.5 
(17)

125.1 
(4)

124.3 
(4)

124.3 
(5)

124.2 
(5)

119.9 
(2)

119.2 
(2)

b
126.0 (2)

124.0 
(3)

127.0 
(4)

122.0 
(4)

116.0 
(4)

111.1 
(2)

113.5 
(2)

c
114.0 
(14)

111.0 
(3)

108.0 
(4)

114.0 
(4)

119.0 
(4)

128.8 
(2)

124.8 
(2)

a + b + c
359.5 
(22)

360.1 
(6)

359.3 
(7)

360.3 
(7)

359.2 
(7)

359.8 
(3)

357.8 
(3)

Angulo diedro (d) (grados) 1.0 0.1 7.1 2.2 13.5 7.0 30.4
a
Error de medida entre paréntesis 
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2.1.2.5. Cálculos TD-DFT 

Dada la dificultad de obtener buenos cristales del azetidinil derivado 143 para su 

análisis de rayos X, con el fin de ayudar a explicar su comportamiento fotofísico, en 

comparación con el de las 9-aminoquinolimidas 138 y 140-142, se realizaron cálculos 

TD-DFT, a nivel computacional PBE0/6-31, utilizando el programa Gaussian-09, bajo la 

dirección del Prof. Ibon Alkorta del IQM. En primer lugar, se optimizó la geometría del 

estado fundamental (GS) y del primer estado excitado (ES) para todos los fluoróforos y 

los parámetros más significativos se recogen en la Tabla 9. 

Los cálculos identificaron dos estructuras de mínima energía en el estado 

fundamental para las quinolimidas 138, 141 y 142, muy similares a las estructuras A y B 

identificadas en el análisis de rayos X y que en la Tabla 8 se han indicado también como 

A y B. Sin embargo, en las 9-amino- y 9-azetidinil-quinolimidas 140 y 143 solo se 

identificó un único mínimo. Al comparar los resultados con los datos de rayos X, en 

general, hay una buena correlación. Hay que resaltar que para el azetidinil derivado 143

se obtuvo la menor longitud de enlace C9-N, por lo tanto sería el que tiene un mayor 

carácter π y daría mejor transferencia de carga (ITC), lo que explicaría su mejor 

fluorescencia (mayores λmax
abs, λmax

em y F). Por el contrario, tanto los datos de difracción 

de rayos X como los cálculos TD-DFT indican que el derivado portador de dimetilamino 

142 posee la mayor longitud de enlace C9-N y la menor coplanaridad con el anillo de 

quinolimida, que podría ser la causa de su peor comportamiento fotofísico. 

En todos los compuestos se identificaron dos estados de energía de transición para 

la rotación del grupo amino alrededor del enlace C9-N. En cada caso, la energía del 

menor estado de transición fue considerada su barrera de rotación. La entalpía de esta 

rotación calculada para el derivado de azetidina 143 fue 48.5 kJ.mol
-1

, que es una buena 

aproximación a la calculada mediante RMN-dinámica (46.56  kJ.mol
-1

). 

Los cálculos no indican cambios significativos en la geometría de los estados 

excitados con respecto a los estados fundamentales, únicamente destacar un pequeño 

acortamiento en la longitud del enlace C9-N en el estado excitado de 138, 140 y 141, 

mientras que, en el derivado dimetilamino 142 la excitación produce una pequeña 

elongación. Se calcularon también los momentos dipolares en el estado fundamental y 

en el estado excitado. Como era de esperar para fluoróforos ICT, la excitación produce 
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significativos incrementos en los momentos dipolares, siendo estos mayores, tanto en el 

estado fundamental como en el estado excitado, para el 9-azetidinil derivado 143.  

Tabla 9. Parámetros moleculares calculados para las quinolimidas 138 y 140-143 

Compd
Estado de 

energía
ΔH

a

(kJmol
-1

)
Longitud
C9-N (Å)

9-N Ángulos (º) Ángulo 
diedro (d)

μb

(D)a b c a+b+c

138 (A)
GS

63.3
1.346 124.9 120.0 115.1 360.0 0.2 5.9

ES 1.336 127.4 120.9 111.7 360.0 0.2 10.2

138 (B)
GS

74.7
1.355 114.4 114.9 130.7 360.0 -1.1

ES 1.347 114.5 114.3 131.2 360.0 -0.3

140
GS

48.3
1.349 121.7 120.2 118.0 359.9 -1.5 4.7

ES 1.333 123.1 121.6 115.3 360.0 -0.1 8.2

141 (A)
GS

62.7
1.347 124.4 120.7 115.0 360.0 0.0 5.6

ES 1.337 126.8 121.6 111.7 360.0 -0.1 9.2

141 (B)
GS

75.4
1.356 114.2 115.7 130.0 360.0 -0.2

ES 1.347 114.3 115.1 130.6 360.0 -0.1

142 (A)
GS

22.5
1.372 118.6 112.6 123.0 354.2 42.1 4.8

ES 1.376 120.8 115.3 122.1 358.2 38.0 9.6

142 (B)
GS

32.7
1.364 119.6 114.7 124.3 358.5 -31.0

ES 1.376 120.7 115.2 122.3 358.2 -38.0

143
GS

48.5
1.343 129.3 94.2 135.8 359.3 0.4 6.5

ES 1.340 130.4 94.3 135.4 360.0 -0.3 10.5
a
Entalpía de la rotación del grupo amino. 

b
Momento dipolar (debye)

A la vista de los datos conjuntos de rayos X y de los cálculos, el mejor 

comportamiento fotofísico de esta 9-azetidinil-quinolimida podría explicarse como 

consecuencia de su menor longitud del enlace C9-N y coplanaridad del anillo de azetidina 

con el de quinolimida y, por lo tanto, mayor carácter de enlace π, que facilitaría el 

proceso de ICT. Por el contrario, en el dimetilamino derivado 142, su mayor longitud de 

enlace C9-N y el giro del plano del grupo dimetilamino con respecto al anillo de 

quinolimida, dificultarían el proceso ICT y podrían ser la causa de su peor fluorescencia. 
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2.1.2.6. Citotoxicidad en líneas celulares de cánceres humanos 

Al igual que se ha comentado en el subcapítulo anterior para los derivados de 9-

metoxi-quinolimidas, las 9-amino-quinolimidas 138-147 fueron incluidas en los cribados 

HTS en líneas celulares de cáncer humano de la compañía Pharma Mar, S. A. Se 

determinó la citotoxicidad en células de cáncer de pulmón de células no pequeñas 

(A549), de colón (HT29), de mama (MDA-MD-231) y de páncreas (PSN1), utilizando 

doxorrubicina como control positivo y siguiendo los protocolos del National Cancer 

Institute (NCI) de USA
203, 204

. Ninguna de las quinolimidas138-147 mostró citotoxicidad a 

la máxima concentración ensayada de 10 μM.

2.1.2.7. Estudio de la agregación del péptido -amiloide 

Aunque la etiología de la enfermedad de Alzheimer no está completamente 

establecida, la investigación clínica apoya la hipótesis de que la cascada de la 

agregación -amiloide (A) (monómerosoligómerosfibrillasplacas A) juega un 

papel principal y que transcurre un largo periodo de tiempo desde la aparición de las 

primeras placas A hasta la aparición de la sintomatología de la enfermedad
253-256

. Por 

ello, la formación de estas placas A ha atraído mucha atención como biomarcador para 

el diagnóstico temprano de la enfermedad y su tratamiento
257-260

. Las placas A se 

forman por la agregación de los péptidos A40 y A42, que son productos de la 

degradación de una proteína precursora (APP), generados por la acción de - y -

secretasas
253, 255

. Hay evidencias crecientes que sugieren que los oligómeros A son la 

forma neurotóxica responsable de la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer, que 

finalmente conduce a los desórdenes de comportamiento y cognitivos. Teniendo en 

cuenta la importancia de la agregación y acumulación A en el diagnóstico de esta 

enfermedad, la última década ha visto un gran progreso en el desarrollo de sondas para 

la detección no-invasiva de esta agregación, basadas principalmente en técnicas de 

tomografía de emisión de positrones (PET), tomografía computerizada de emisión de un 

fotón (SPECT) e imagen de resonancia magnética (MRI)
261, 262

. Sin embargo, problemas 

de baja sensibilidad de las sondas de MRI, alto coste, poca disponibilidad y corta vida de 

los isotopos en las sondas de PET y la radiactividad de las sondas SPECT han 

restringido su uso clínico
257, 258

. Por ello, son necesarias técnicas alternativas más 
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baratas y fácilmente aplicables como las de fluorescencia, en particular la imagen de 

fluorescencia en el infrarrojo cercano.  

Hasta ahora, se han descrito numerosas sondas fluorescentes de la agregación A, 

pero la mayoría solo se pueden utilizar in vitro, siendo muy limitado el nº de sondas que 

permiten su uso in vivo
257, 258

, por lo que la investigación en este campo es de alto 

interés. Por ello, teniendo en cuenta las buenas propiedades fotofísicas de la 9-azetidinil-

quinolimida 143, decidimos explorar su aplicación como sensor de la agregación A, en 

colaboración con el grupo de Fotoquímica y Fotobiología de la Universidad de Granada, 

bajo la dirección del Dr. Ángel Orte Gutiérrez. En primer lugar, se observó 

espectroscópicamente la interacción de 143 con A42 en disolución durante el proceso 

de agregación. Como se observa en la Figura 36A, al aumentar el tiempo de incubación 

conjunta hasta 20 h, la fluorescencia de 143 se incrementó 11 veces y el máximo de 

emisión se desplazó de 630 nm (emisión en H2O) a 567 nm (similar a la emisión en 

dioxano). Esta evolución en el espectro de emisión indica cambios en la hidrofobicidad 

del entorno del fluoróforo con la agregación de A42. 

Figura 36.  Interacción de 143 (2 μM) con A42 (100 μM) en disolución. (A) Espectros de emisión 
(ex = 490 nm) a diferentes tiempos de incubación. (B)I630/I550 a diferentes tiempos de incubación. 
(C)Tiempo de vida de fluorescencia de 143 a diferentes tiempos de incubación. 
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Para visualizar el desplazamiento hipsocrómico hacia el color azul con el tiempo de 

incubación, se representó la relación de intensidades I630/I550 frente al tiempo (Figura 

36B). I630 representa el número de fotones emitidos en una anchura de banda 630±30 

nm e I550 representa los emitidos en una anchura de banda de 550±20 nm. La relación 

I630/I550 claramente muestra una significativa disminución con el tiempo de incubación. La 

medida en paralelo de los tiempos de vida de fluorescencia () mostró un aumento de 1.5 

ns al pasar de 0 a 20 h de incubación (Figura 36C).  

Estos resultados nos llevaron a aplicar una aproximación de imagen 

multidimensional para directamente visualizar los agregados pre-amiloides. Utilizando 

microscopia de imagen de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM) de doble color se 

aprovecha el largo tiempo de vida del fluoróforo en entornos hidrófobos para visualizar la 

formación de agregados hidrófobos tempranos. La observación a través de un doble 

canal de emisión (Figura 37) permite seguir los cambios en la hidrofobicidad de los 

agregados mediante imagen ratiométrica en las dos regiones espectrales de 550 y 630 

nm. Esta técnica permite obtener imágenes de microscopia de los dos canales de 

observación y su integración, así como el análisis de las imágenes en función de los 

tiempos de vida de emisión. 

Figura 37.  Esquema de la instrumentación para imagen de FLIM e imagen ratiométrica de los dos 
canales diferentes de detección (verde a 550/40 y rojo a 630/60). 



Resultados y Discusión 

101 

En la Figura 38 se muestran las imágenes de los agregados con el fluoróforo 

obtenidas a distintos tiempos de incubación. 

Figura 38.  Análisis ratiométrico mediante FLIM de la interacción de 143 con A42. (A) Imágenes 
representativas de la relación I630/I550 en una escala de pseudocolores. Las barras horizontales de 
escala representan 4μm. (B) Histogramas de frecuencia de valores de I630/I550 de agregados de 

A42 (media de, al menos, 10 imágenes diferentes). (C) y (D) centro del pico Gaussiano de alta 
frecuencia (C) y áreas del pico Gaussiano de baja frecuencia (D) obtenidos en los ajustes de los 
histogramas de I630/I550 en (B).
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Las imágenes de la relación I630/I550 (Figura 38A) claramente muestran agregados 

desde el comienzo de la incubación, de acuerdo con un estado de coalescencia 

inmediatamente en cuanto el péptido se pone en condiciones de agregación. Sin 

embargo, las imágenes muestran un valor I630/I550 próximo a 1.6, con una distribución 

espectral centrada alrededor de 630 nm. Según aumenta el tiempo de incubación, las 

imágenes de I630/I550 muestran un desplazamiento hacia valores más bajos, con un 

mínimo a las 2.5 h de incubación. La Figura 38B muestra los histogramas de frecuencia 

de los valores de I630/I550 calculados a partir de los pixels de las imágenes de los 

agregados de A42. Estas distribuciones fueron ajustadas globalmente a la suma de dos 

funciones Gaussianas, con un pico de alta frecuencia (color rojo), y centro ajustable 

independiente, y un pico de baja frecuencia (color verde).  

El pico de alta frecuencia se desplaza hacia valores de I630/I550 menores con el 

tiempo de incubación, tiene un mínimo a 1.5 h y una ligera subida hasta las 3.5 h para 

volver a caer después (Figura 38C). Es interesante que el pico de baja frecuencia, 

centrado a un valor de I630/I550 de 0.7, crece después de 3 h de incubación (Figura 38D), 

aumentando su peso relativo con el tiempo de incubación. Estos datos confirman el 

potencial del desplazamiento espectral de 143 como herramienta para seguir la 

agregación A en experimentos de microscopia de fluorescencia, incluso para revelar la 

presencia de poblaciones heterogéneas de diferentes tipos de agregados. 

La microscopia FLIM permitió también obtener información ortogonal a través del 

análisis de los valores de tiempos de vida de fluorescencia () de 143 en las imágenes 

de los agregados A (Figura 39). Sin embargo, la distribución de tiempos de vida no 

mostró una tendencia muy significativa a lo largo del periodo de incubación. Las 

distribuciones de tiempo de vida estuvieron centradas entre 4.5 y 5.9 ns, desplazandose 

el centro del pico ligeramente hacia tiempos de vida más cortos al aumentar el tiempo de 

incubación. Este resultado evidencia la heterogeneidad de los entornos en los cuales 

143 se puede insertare interaccionar con los agregados A. Tanto el análisis de la 

distribución de I630/I550 como de la distribución de  indican que, en términos de 

hidrofobicidad, el entorno del fluoróforo al interaccionar con los agregados es similar a 

cuando se encuentra disuelto en dioxano. 
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Figura 39.  (A) Imágenes FLIM representativas de agregados A después de distintos tiempos de 

incubación (ex =488 nm). Las barras de escala representan 4 μm. (B) Histogramas de  (ns) en 
agregados (media de 10 imágenes diferentes). 

Con el fin de correlacionar las imágenes de FLIM a distintos tiempos de incubación 

con 143 con la estructura de los agregados, se registraron las imágenes de microscopia 

de transmisión electrónica (TEM) de los agregados a los mismos tiempos que las 

respectivas imágenes de FLIM. Como se muestra en Figura 40, hasta las 2 h de 

incubación se observaron pequeños agregados sin estructura definida y, a partir de ese 

tiempo, se empezó a observar la formación de fibrillas, que a las 20 h son las estructuras 

mayoritarias, y los pequeños agregados van desapareciendo. Estos resultados se 

correlacionan bien con las imágenes FLIM e histogramas de relaciones I630/I550, en las 
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que también se observaron cambios significativos a partir de las 2 h de incubación. El 

conjunto de resultados muestran el potencial de la 9-azetidinil-quinolimida 143 para el 

seguimiento y estudio del proceso de agregación -amiloide.  

Figura 40.  Imágenes TEM de la agregación de A42 a distintos tiempos de incubación. 

2.1.2.8. Síntesis de bromometil-acetamidas derivadas de 9-amino-quinolimidas como 

reactivos de marcaje fluorescente de péptidos 

Aplicando el procedimiento ya comentado en el apartado 2.1.1.9 para la síntesis de 

bromometil-acetamidas a partir de 5-[2-(Boc)-aminoetil-quinolimidas a los 

correspondientes derivados de las 9-amino-quinolimidas 145-147, tal como se indica en 

el Esquema 21 se prepararon las bromometil-acetamidas 151-153 con rendimientos de 

moderados a buenos, por eliminación del grupo protector Boc, seguida de reacción con 

el bromuro del ácido bromoácetico. 

0h 0.5h 1h 1.5h 2h

3.5h 4h 20h 4 días



Resultados y Discusión 

105 

Esquema 21.  Síntesis de las bromometil-acetamidas 151-153 derivadas de 9-amino-quinolimidas 

2.1.2.9. Sensores in vitro de la interacción CDK5/p25 

A la vista de la importante mejora en las propiedades fotofísicas de las 9-amino-

quinolimidas, en particular los derivados portadores del anillo de azetidina, con respecto 

a las 9-metoxi-quinolimidas análogas (mayores max
abs

 y max
em

, mayor solvatocromismo), 

de forma similar a como se ha comentado en el subcapítulo anterior para las 9-metoxi-

quinolimidas, se estudió la utilización de las 9-metilamino- y 9-azetidinil-quinolimidas 145

y 146, respectivamente, en sensores de la interacción CDK5/p25.  

Para ello, el péptido derivado de la hélice C de CDK5 (K5, GVPSSALREICLLK), 

portador de un único residuo de cisteina, fue marcado mediante reacción con las

bromometil acetamidas 151 y 152 en tampón PBS a -4 ºC (Figura 41). 

Figura 41.  Marcaje fluorescente del péptido K5 con las bromometil-acetamidas 151 y 152
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A continuación, se registraron los espectros de fluorescencia de concentraciones 5 

μM de cada uno de los pptidos marcados K5-151 y K5-152 y tras la adicción de 

cantidades crecientes de una disolución del pptido derivado de la hlice  de 

interacción de p25 (péptido p25, KEAFWDRCLSVINLM). En ausencia de este péptido, la 

emisión de los péptidos K5-151 (Figura 42A) y K5-152 (Figura 42C) fue muy baja y fue

aumentando al aumentar la concentración del péptido p25. Al añadir el péptido p25 a K5-

151 y K5-152 se produjo un desplazamiento hipsocrómico de 38 y 37 nm (del rojo al 

naranja) y en la saturación el aumento en la intensidad de la fluorescencia fue 22 y 20 

veces, respectivamente, indicativo de la interacción. La constante de disociación 

calculada para el péptido K5-151 fue 416.0 ± 83.1 y para el K5-152 49.2  15.4 μM. Sin 

embargo, en la valoración de estos péptidos con un péptido irrelevante para la 

interacción CDK5/p25, derivado de ubiquitina (VESSDTIDNVKSKIQDKEGC), como 

péptido control, (Figura 42 B y D) no se produjo aumento de fluorescencia, lo que 

demostraba que la unión de los péptidos es selectiva para la interacción CDK5/p25.

Estos resultados muestran la utilidad de K5-151 y K5-152 como herramientas para el 

estudio in vitro de CDK5, en particular el derivado de azetidina K5-152, por su mayor 

luminosidad y sus mayores longitudes de onda de excitación y emisión. Con respecto al 

marcaje del mismo péptido K5 con la bromometil-acetamida 136, comentado en el 

subcapítulo anterior, el péptido marcado con la 9-azetidinil-quinolimida K5-152 desplazó 

la excitación y la emisión aproximadamente 100 nm hacia el rojo, con emisión 

significativamente más brillante. Estos datos son muy importantes para visualizaciones in 

celullo, pues la menor energía de excitación produciría menos daños celulares y la 

emisión se produciría en una zona de menos interferencias con la emisión celular de 

fondo.
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Figura 42.  Estudio in vitro de la interacción CDK5/p25. (A) Valoración de una concentración 5 μM 
del péptido K5-151 con el péptido p25 (ʎexc = 480 nm). En el inserto, cálculo de la constante de 
disociación. (B) Valoración de una concentración 5 μM del péptido K5-151 con un péptido 
irrelevante (Ctrl). (C) Valoración de una concentración 5 μM del péptido K5-152 con el péptido p25 
(ʎexc = 490 nm). En el inserto, cálculo de la constante de disociación. (D) Valoración de una 
concentración 5 μM del péptido K5-152 con un péptido irrelevante (Ctrl).

2.1.2.10. Visualización in cellulo de la interacción CDK5/p25

Por último, al igual que se ha comentado en el subcapítulo anterior para el péptido 

marcado con la 9-metoxiquinolimida K5-136, se estudió la utilidad del péptido marcado 

con la 9-azetidinil-quinolimida K5-152 como sonda fluorescente para la localización in 

cellulo de la proteína p25 en células de glioblastoma U87. Como era de esperar, 

tampoco el péptido K5-152, por sí solo, penetró en las células. Por ello, se le ancló en su 

extremo N-terminal el péptido Pep1 (KETWWETWWTEKK), para facilitar su penetración 

celular. De esta forma, el péptido marcado (Pep1-K5-152) penetró fácilmente en las 
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células y su interacción con p25 endógena se visualizó mediante la emisión de 

fluorescencia, visualizando en el canal verde de la GFP (Figura 43 A2). Mediante 

inmunofluorescencia indirecta, utilizando un anticuerpo de p25, marcado con el fluoróforo 

Alexa647 (Figura 43 A3), se localizó p25 y, al superponer las imágenes A2 y A3, se 

observó la co-localización de la fluorescencia de Pep1-K5-152 con la del anticuerpo, 

comprobándose que la unión era específica entre el péptido Pep1-K5-152 y la p25 

endógena.  

 Figura 43 Co-localización de Pep1-K5-152 con p25. (A) Células tratadas con Pep1-K5-152  y el 
anticuerpo p25-alexia64; (1) Visualización con el colorante del núcleo Hoechst; (2) Visualización 
con el filtro GFP; (3) Visualización con el filtro alexia647; (4) superposición de (2) + (3.) (B) Células 
tratadas solo con anticuerpo p25-alexia647. 

Como se muestra en el histograma de la figura 44, en el que se comparan la 

intensidad relativa de la fluorescencia emitida por el péptido Pep1-K5-152, observada con 

el filtro GFP, con la emitida por el péptido Pep1-K5-136, la intensidad emitida por el péptido 

marcado con la 9-azetidinil-quinolimida 152 fue, aproximadamente, un 60 % superior a la emitida 

por la 9-metoxi-quinolimida 136.
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Figura 44.  Intensidad relativa de la fluorescencia emitida por Pep1-K5-152 y por Pep1-K5-136

2.1.2.11. Conclusiones 

Con el fin de mejorar las propiedades fotofisicas de las 9-metoxi-quinolimidas 

descritas en el subcapítulo anterior, se han sintetizado análogos en los que se ha 

incrementado la transferencia de carga intramolecular (ITC) mediante la sustitución del 

grupo 9-metoxilo por diversos grupos amino, que poseen mayor carácter electrodonador. 

De esta forma, se ha conseguido mejorar significativamente las propiedades fotofísicas, 

con desplazamientos batocrómicos de 60-142 nm en  las max
abs

 y max
em

 y mejoras en el 

comportamiento solvatocrómico y fluorogénico al aumentar la lipofília del medio. Entre 

los grupos amino investigados, el anillo de azetidina es que ha presentado mejor 

comportamiento. Los estudios de RMN, difracción de rayos X y cálculos TD-DFT indican 

que este mejor comportamiento podría deberse a que, entre los 9-amino derivados 

estudiados, la 9-azetidinil-quinolimida 143 presenta menor distancia de enlace entre el 

grupo amino y el anillo de quinolimida y mayor coplanaridad entre este anillo y el grupo 

amino, indicativos de un mayor carácter de enlace π, lo que facilitaría el proceso ITC.

Teniendo en cuenta las buenas propiedades fotofísicas de las 9-amino-quinolimidas, 

se han preparado bromometil acetamidas derivadas de los mejores fluoróforos, que han 
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demostrado utilidad para el marcaje fluorescente de péptidos derivados de la secuencia 

peptídica de CDK5. 

Ninguna de las 9-amino-quinolimidas preparadas mostró citotoxicidad en líneas 

celulares de canceres humanos. Por lo tanto, es previsible que su potencial aplicación en 

biosensores no estaría limitada por problemas de citotoxicidad.  

La 9-azetidinil-quinolimida 143 ha demostrado ser una buena sonda de 

fluorescencia tanto para el estudio del proceso de la agregación -amiloide como para 

monitorizar la interacción de CDK5 con su proteína reguladora p25 in vitro e in cellulo. 

Estos resultados muestran el alto potencial de esta quinolimida como herramienta para el 

estudio de diferentes interacciones proteína-proteína, tanto in vitro como en 

visualizaciones celulares. 
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2.1.3. Fluoróforos PET derivados de naftalimida y quinolimida 

En este capítulo se describen los resultados de la síntesis, estudio de propiedades 

fotofísicas y aplicación de derivados de quinolimidas y naftalimidias, de formula general 

A (Figura 40), portadores de una cadena de 2-(dimetilamino)etilo, capaz de bloquear la 

emisión de fluorescencia del anillo arómatico mediante transferencia fotoinducida de 

electrones (PET) desde el par de electrones libre del grupo dimetilamino a la imida.  

 Figura 40.  Estructura general de naftalimidas y quinolimidas PET

Como se ha indicado en la Introducción (1.1.3), la mayoría de los sensores 

fluorescentes de pH y de cationes funcionan mediante un mecanismo PET
263-265

, es 

decir, su estructura está constituida por la unión de tres módulos: un fluoróforo, 

responsable de las transiciones fotónicas de la excitación y la emisión, un receptor, 

responsable de la complejación o reconocimiento del analito, y un espaciador de unión 

del receptor al fluoróforo. Como se ha mostrado en la Figura 4 de la Introducción, en 

ausencia del analito, la energía del último orbital ocupado HOMO del receptor es mayor 

que la del HOMO del fluoróforo. La excitación induce la transferencia de un electrón
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desde el último orbital ocupado HOMO del fluoróforo a su primer orbital desocupado 

LUMO y esta transferencia provoca, a su vez, la transferencia de un electrón desde el 

orbital HOMO del receptor al HOMO del fluoróforo, impidiendo la vuelta del electrón del 

orbital excitado LUMO mediante emisión de fluorescencia. La unión del analito al 

receptor estabiliza su orbital HOMO e impide la transferencia electrónica PET, por lo que, 

tras la excitación, la relajación sí tiene lugar mediante emisión de luz.  

Entre los sensores derivados de naftalimidas son numerosos los ejemplos basados 

en un efecto PET
82, 89, 266

, tales como los sensores de pH 22a
86

 y 22b
87

, el sensor de Zn
2+

23
88

, el sensor de pH y aniones 25
91

, los sensores de ADN 27a-c
92, 93

, o el sensor de 

formaldehido 33
109, 110

, ya comentados en la Introducción (1.1.6). Recientemente se ha 

descrito la 2-aminoetil-naftalimida 154 (Figura 41) como sensor in cellulo de Cr
3+

, Fe
3+

 y 

Hg
2+

 mediante un mecanismo PET
267

. Por otra parte, estudios con los sensores de pH 

22a y 22b y sus isómeros posicionales 22c y 22d, respectivamente, han puesto de 

manifiesto que, cuando en la molécula hay sustituyentes dadores de electrones por 

transferencia de carga (ICT) y por PET, el efecto PET es unidireccional y solo se observa 

cuando va en la misma dirección que la transferencia de carga ICT, en caso contrario, 

tiene preferencia la ICT y no se observa PET
86, 87

 (Figura 41).

Figura 41.  Ejemplos de naftalimidas fluorescentes con mecanismo PET
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2.1.3.1. Síntesis 

En primer lugar, tal como se indica en el esquema 22, se sintetizaron la 5-[2-

(dimetilamino)etil]-9-metoxi-quinolimida 155 y, a efectos comparativos,  la 

correspondiente naftalimida análoga 157
268

. La quinolimida 155 se obtuvo con un 61% de 

rendimiento, a partir del correspondiente anhídrido 85, aplicando el procedimiento 

general de síntesis de quinolimidas comentado en el apartado (2.1.1.1), mientras que, la 

naftalimida análoga 157 se obtuvo con un 59%, a partir del anhídrido comercial 116, en 

un proceso de dos etapas, de forma similar a como se ha comentado en el apartado 

(2.1.1.4) para la síntesis de la 2-[2-(hidroxi)etil]-naftalimida análoga 118. 

Esquema 22. Síntesis de 2-(dimetilamino)etil-quinolimidas y –naftalimidas 

2.1.3.2.  Propiedades fotofísicas 

Se determinaron las propiedades fotofísicas de absorción y emisión en diferentes 

disolventes de la quinolimida 155 y la naftalimida 157, que se recogen en la Tabla 14, 

junto con las de los correspondientes análogos portadores de la cadena 2-(hidroxi)etilo 

en lugar de 2-(dimetilamino)etilo 90 y 118, cuya síntesis se ha comentado en los 

apartados  (2.1.1.1) y (2.1.1.4), respectivamente. 
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Tabla 14. Propiedades fotofísicas de la 2-(dimetilamino)etil-quinolimida 155 y la 2-
(dimetilamino)etil-naftalimida 157, en comparación con las 2-(hidroxi)etil- análogas 90 y 118

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b
Brillo

CHCl3 378 8900 457 0.68 6052

Dioxano 372 8600 460 0.67 5762

Acetona 371 8170 468 0.56 4575

EtOH 375 7221 485 0.36 2596

F3C-CH2OH 379 7870 488 0.29 2282

MeOH 375 6760 490 0.27 1825

H2O
c

381 8220 500 0.16 1315

CHCl3 377 3100 457 0.12 372

Dioxano 367 2800 457 0.17 476

Acetona 370 4900 467 0.04 196

EtOH 375 3300 475 0.09 297

F3C-CH2OH 380 2900 495 0.63 1827

MeOH 376 3700 493 0.23 851

H2O
c

381 3200 505 0.26 831

CHCl3 360 14540 428 0.57 8288

Dioxano 359 12080 426 0.60 7248

Acetona 357 13610 434 0.43 5852

EtOH 364 12120 439 0,60 7272

F3C-CH2OH 373 11950 449 0.32 3827

MeOH 366 12790 442 0.57 7290

H2O
c

375 9650 458 0.30 2895

CHCl3 366 8100 428 0.20 1620

Dioxano 358 6700 425 0.22 1474

Acetona 359 9700 433 0.14 1358

EtOH 366 7100 434 0,25 1775

F3C-CH2OH 371 10100 450 0.63 6363

MeOH 367 8300 444 0.50 4150

H2O
c

376 7200 460 0.63 4536
a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con referencia al 

sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4). 
c
Disolución en H2O con 10% de MeOH.
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Cuando se comparan los datos de max
abs

 y  max
em

 de los compuestos portadores de 

una cadena de 2-(dimetilamino)etilo 155 y 157 con los análogos portadores de una 

cadena de 2-(hidroxi)etilo  90 y 118, no se observan diferencias significativas, con 

desplazamientos batocrómicos del mismo orden al aumentar la polaridad del disolvente 

(30-48 nm en max
em

 al pasar de CHCl3 a H2O, Figura 42a). Además, la comparación de 

los datos de las quinolimidas 90 y 155 con los de las naftalimidas análogas 118 y 157, 

respectivamente, muestra desplazamientos batocrómicos similares de 5-12 nm en las 

max
abs

 y de 30-50 nm en las max
em

. Sin embargo, en los rendimientos cuánticos de 

fluorescencia y, por lo tanto, en el brillo de la emisión se observan diferencias 

importantes. Mientras que, tal como se muestra en la Figura 42b, en los compuestos 

portadores de la cadena 2-(hidroxi)etilo  90 y 118 se observa el comportamiento 

solvatocrómico usual de disminucin de F y del brillo al aumentar la polaridad del 

disolvente, en los compuestos portadores de la cadena de 2-(dimetilamino)etilo 155 y 

157, aumentan al aumentar la polaridad del disolvente y, especialmente, al aumentar la 

acidez del disolvente, como es el caso del trifluoroetanol. En la Figura 43 se muestra el 

incremento de fluorescencia al pasar de acetonitrilo a H2O en la 2-(dimetilamino)etil-

quinolimida 155 (la intensidad aumenta 14 veces) y la correspondiente  –naftalimida 157

(la intensidad aumenta 22 veces). 

Figura 42.  (a) Variación de la max
em

  con el disolvente. (b) Variación de del brillo de la emisión con 
el disolvente
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Figura 43.  Espectros de emisión e imágenes de 155 y 157 en CH3CN y H2O. A)155. B) 157

Teniendo en cuenta la importante influencia de los disolventes en las propiedades 

fotofisicas de los fluoróforos, se han propuesto diversas fórmulas para analizar la 

influencia de las diferentes características de los disolventes sobre las propiedades 

fotofísicas, fundamentalmente, sobre las frecuencias de absorción y emisión (ṽ, cm
-1

). 

Estas fórmulas relacionan estas frecuencias experimentales con las características de 

polaridad, acidez y basicidad del disolvente, parametrizadas en distintas escalas
269, 270

. 

La más reciente y más completa de estas estimaciones lineales es la propuesta por J. 

Catalán, basada en cuatro escalas empíricas de efectos independientes y 

complementarios de disolventes: dipolaridad (parametrizada como SdP), polarizabilidad 

(parametrizada como SP), acidez (dador de enlaces de hidrógeno, parametrizada como 

SA) y basicidad (aceptor de enlaces de hidrógeno, parametrizada como SB)
17

. La 

0,1 mM 
CH

3
CN

0,1 mM
H

2
O

22



Resultados y Discusión 

117 

ecuación multilineal que calcula los efectos de un disolvente sobre una determinada 

propiedad fotofísica medible de un fluoróforo se expresa como: [ y = y0 + aSASA + bSBSB 

+ cSPSP  + dSdPSdP], donde y0 denota el valor de la propiedad fisicoquímica en fase 

gaseosa y aSA, bSB, cSP, dSdP son los coeficientes de regresión que reflejan la 

dependencia de la propiedad y con los respectivos mecanismos de interacción soluto-

disolvente y SA, SB, SP, SdP son los valores parametrizados de dichos mecanismos 

para los distintos disolventes.

A la vista de la significativa variación de las propiedades fotofísicas de 90, 118, 155

y 157 con el disolvente, se estudió esta dependencia, aplicando la ecuación multilineal 

de Catalán. Para ello, se determinaron las frecuencias de absorción y emisión y los 

rendimientos cuánticos en 10 disolventes de diversa dipolaridad, polarizabilidad, acidez y 

basicidad (CHCl3, CH2Cl2, 1,4-dioxano, THF, acetona, isopropanol, EtOH, MeOH, H2O y 

trifluoroetanol). Los resultados se analizaron mediante la función estimación directa del 

programa Excell. Como se muestra en la Tabla 11, se obtuvieron buenos coeficientes de 

correlación lineal (r >0.9) para las frecuencias de absorción y de emisión de los cuatro 

fluoróforos. El análisis de los coeficientes de regresión obtenidos muestra una 

contribución grande y de valor negativo de aSA (coeficiente de acidez) con errores 

standard inferiores al 25% (resultados resaltados en amarillo en la Tabla 11), mientras 

que los errores para los otros tres coeficientes fueron superiores al 30%. El valor 

negativo de aSA (disminución en la frecuencia ṽ) explicaría los desplazamientos 

batocrómicos observados en la ṽabs y ṽem. Por otra parte, el comportamiento de los 

rendimientos cuánticos F fue más diverso. En la 5-(2-hidroxietil)-quinolimida 90 y en la 

2-[2-(dimetilamino)etil]-naftalimida 157, el análisis muestra un claro efecto de la acidez 

del disolvente aSA, aunque de signo contrario. En 90 este coeficiente es de signo 

negativo, que explicaría la disminución del rendimiento cuántico al aumentar la acidez 

del disolvente, mientras que en la naftalimida 157 es positivo, de acuerdo con el aumento 

de F al aumentar la acidez del disolvente. En la 5-[2-(dimetilamino)etil]-quinolimida 155, 

aunque se obtuvo un buen coeficiente de correlación r = 0.9344, con contribuciones 

preferentes de cSP y dSdP, los valores obtenidos no son congruentes, pues da un valor y0

≈2 (por definicin F no debería ser mayor de 1).  

En cuanto al análisis de la naftalimida 118, de acuerdo con los resultados mostrados 

en la Figura 42b, no se observa buena correlacin lineal de F con los parámetros 

tabulados para los disolventes. Los resultados resaltados en la Tabla 11 se confirmaron 
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al realizar las regresiones lineales dejando fuera sucesivamente una de las variables X 

de de la estimación directa (SA, SB, SP o SdP). 

Tabla 11. Coeficientes de regresión de la ecuación de Catalán para la influencia del 
disolvente sobre propiedades fisicoquímicas de 90, 118, 155 y 157, estimados mediante 
regresión multilineal [y = y0 + aSASA + bSBSB + cSPSP  + dSdPSdP].

Compd y y0 aSA bSB cSP dSdP r

90

ṽabs (cm
-1

) 29068±735 -875±192 162±145 -2986±833 -290±206 0.9526

ṽem (cm
-1

) 22415±618 -1473±161 -1169±122 65±702 -587±173 0.9968

ΦF 1.009±0.210 -0.479±0.048 -0.275±0.054 -0.225±0,233 -0.165±0.075 0.9920

118

ṽabs (cm
-1

) 30136±1532 -1532±400 -100±302 -2937±1738 -259±430 0.9296

ṽem (cm
-1

) 22895±495 -736±129 22±98 1035±562 -568±139 0.9948

ΦF 1.038±1.053 -0.099±0.240 -0.082±0.270 -0.513±1.168 -0.245±0.378 0.3905

155

ṽabs (cm
-1

) 31877±1147 -1439±299 -96±226 -5848±1302 -1095±322 0.9501

ṽem (cm
-1

) 23376±1892 -1761±493 -853±373 -1191±2147 -845±531 0.9696

ΦF 1.986±0.556 0.082±0.114 -0.497±0.129 -1.917±0.556 -0.435±0.180 0.9344

157

ṽabs (cm
-1

) 29770±1063 -990±232 13±257 -2462±1225 -549±359 0.9591

ṽem (cm
-1

) 24306±955 -1225±208 12±231 -628±1101 -741±323 0.9847

ΦF 0.550±0.487 0.468±0.106 -0.031±0.118 -0.387±0.561 -0.142±0.164 0.9654

La eliminación de la variable de acidez SA es la que más afectó en la bajada de los 

coeficientes de correlación (r), tanto cuando se realizó la estimación lineal con tres 

variables, como cuando se realizó solo con dos. Asimismo, cuando se realizó el análisis 

de regresión lineal simple con una única variable X, la variable de acidez SA fue la que 

dio un mejor ajuste, con valores de r más próximos a 0.9.

Con el fin de ayudar a elucidar el mecanismo que regula el diferente 

comportamiento fluorescente de la 5-[2-(dimetilamino)etil]-quinolimida 155 y la 2-[2-

(dimetilamino)etil]-naftalimida 157, en comparación con los 2-hidroxietil- análogos 90 y 
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118, respectivamente, se han realizado cálculos TD-DFT, estudios de RMN y de 

difracción de rayos X. 

2.1.3.3. Cálculos TD-DFT 

Estos cálculos fueron realizados en el Instituto de Quimica Médica por el Prof. Ibon 

Alkorta con el paquete de cálculo Gaussian-09
197

, a nivel computacional PBE0/6-

31+G(d,p)
271, 272

. En primer lugar, se optimizó la geometría del estado fundamental (S0) 

en el vacío y en disolventes de menor a mayor polaridad (ciclohexano, acetona y agua) 

para todas las estructuras en estudio.  En cada caso, con el fin de explorar el perfil 

conformacional de la cadena de hidroxietilo o dimetilaminoetilo, se tomaron como puntos 

de partida 9 conformaciones, correspondientes a giros de 120º alrededor de los enlaces 

C1’-C2’ y C2’-O/N. Las rotaciones alrededor del enlace N(imida)–C1’ no fueron 

consideradas, pues solo serían posibles dos conformaciones enantioméricas. Para los 

cálculos en disolvente se utilizó el modelo de disolvente continuo PCM y los 

correspondientes parámetros para ciclohexano, acetona y agua
273

. En todos los casos se 

realizaron cálculos de frecuencia para confirmar que las geometrías obtenidas 

correspondían a mínimos de energía. Tanto para la 5-(2-hidroxietil]-quinolimida 90 como 

para la 2-(2-hidroxietil]-naftalimida 118 se obtuvieron tres conformaciones de mínima 

energía, dos con la cadena de hidroxietilo plegada, con un enlace de hidrógeno, hacia el 

grupo carbonilo en C6 de la quinolimida o C3 de naftalimida, con pequeñas diferencias 

entre ellos en la distancia de este enlace de hidrógeno y en el ángulo de enlace del 

grupo hidróxilo.  

La de mayor longitud de enlace es la conformación de mínima energía en fase 

gaseosa, mientras que la de enlace de hidrógeno más corto es la de mínima energía en 

disolución (esta conformación para la quinolimida 90 se muestra en la Figura 44A). En la 

tercera conformación la cadena de hidroxietilo se pliega con un enlace de hidrógeno 

hacia el C4 de la quinolimida o el C1 de la naftalimida (Figura 44B para 90).  

En el caso de la 5-[2-(dimetilamino)etil]-quinolimida 155 y la 2-[2-(dimetilamino)etil]-

naftalimida 157, se obtuvieron cuatro conformaciones de mínima energía. En ambos 
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casos, tanto en fase gaseosa como en disolución, las dos conformaciones más estables, 

con pequeas diferencias (≤ 0.1 kJ/mol), corresponden, en cada uno de los confórmeros, 

a disposiciones plegadas de la cadena de 2-(dimetilamino)etilo sobre el anillo de imida, 

encima de cada uno de los respectivos grupos carbonilo, con el par de electrones libre 

del nitrógeno apuntando hacia dicho grupo carbonilo (en la Figura 44C se muestra el 

confórmero más estable para 155, en esta estructura la distancia entre el N del 

dimetilamino y el C4 es 3.38 Å). 

Figura 44.  Conformaciones de mínima energía de 90 (A y B) y 155 (C y D). 

A): 90 B): 90

C): 155 D): 155
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Las otras dos conformaciones de mínima energía corresponden a disposiciones 

extendidas de la cadena de 2-(dimetilamino)etilo (Figura 44D para 155), alejando el 

grupo dimetilamino del anillo de imida. Estas dos conformaciones únicamente se 

diferencian en la disposición relativa de los dos grupos metilo. La energía de estas 

conformaciones en fase gaseosa fue 3.14-3.76 kJ/mol mayor que la de las otras dos 

conformaciones plegadas. Sin embargo, al aumentar la polaridad del disolvente, esta 

diferencia energética va disminuyendo, de forma que en H2O es ≤ 0.7 kJ/mol. La mayor 

estabilidad de las conformaciones plegadas en fase gaseosa y en disolventes apolares, 

con el par de electrones del N orientado hacia el anillo de imida, explicaría el efecto PET 

de inhibición de fluorescencia que se observa en estos disolventes, mientras que, al 

aumentar la constante dieléctrica del disolvente no habría preferencia conformacional y 

se neutralizaría el PET.  

Además, en los confórmeros de mínima energía se calcularon las energías y 

distribución molecular de los orbitales frontera HOMO/LUMO y las diferencias de 

densidad de carga entre el estado fundamental (S0) y el 1º estado excitado (S1) 

producidas mediante excitación vertical, que se muestran en la Tabla 12 para las 

quinolimidas 90 y 155. En los fluoróforos portadores de la cadena de hidroxietilo 90 y 

118, tanto el HOMO como el LUMO se localizan mayoritariamente en el grupo metoxilo y 

en el anillo aromático, las pérdidas de carga por la excitación se localizan en el oxígeno 

del OMe, N1 (en el caso de la quinolimida 90), C6a y C8 del anillo de quinolimida, y las 

ganancias en C3a, C4 y C7. Sin embargo, en los análogos portadores de la cadena de 2-

(dimetilamino)etilo 155 y 157, el orbital HOMO se localiza mayoritariamente en esta 

cadena, mientras que, el LUMO se localiza fundamentalmente en el anillo aromático y en 

el grupo OMe.  

Las pérdidas de carga se localizan en toda la cadena 2-(dimetilamino)etilo, 

centradas en el nitrógeno, y en el N1 (en la quinolimida 155). Las ganancias de carga se 

localizan en los dos oxígenos carbonílicos, el enlace C3a-C4, y en C3. 

Los cálculos de orbitales HOMO/LUMO apoyan los resultados del análisis 

conformacional y explicarían el efecto PET en los fluoróforos portadores de la cadena de 

(dimetilamino)etilo y su diferente comportamiento fluorescente con respecto a los 

análogos portadores de la cadena de hidroxietilo.
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Tabla 12. Representación de orbitales HOMO/LUMO y diferencias de carga producidas por 
excitación en 90 y 155

Confórmero HOMO LUMO Variación de carga por 
excitación

a

90: B

155: C

155: D

a
Pérdida de carga en color azul. Ganancia de carga en color rojo 
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2.1.3.4. Análisis de difracción de rayos X 

Se intentó la cristalización de la 5-[2-(dimetilamino)etil]-quinolimida 155 y la 2-[2-

(dimetilamino)etil]-naftalimida 157, aunque solo se obtuvieron cristales adecuados de 

esta última, mediante cristalización en ciclohexano. Como se puede observar en la 

Figura 45, las coordenadas de difracción de rayos X para 157 fueron muy similares a las 

de la geometría optimizada para el confórmero más estable obtenido en los cálculos TD-

DFT y similar a la estructura de la quinolimida 155 indicada en la Figura 44C. En la 

estructura cristalina de 157 la distancia entre el N del dimetilamino y el C1 es 3.47 Å. Este 

resultado coincide con los de los cálculos TD-DFT e indica que la estructura cristalina de 

la naftalimida 157 es similar a su estructura en fase gaseosa y en medios apolares y 

explicaría la ausencia de fluorescencia por un efecto PET.

Figura 45.  Estructura de rayos X de la naftalimida 157 

2.1.3.5.  Estudio de RMN de la naftalimida 157 

Con el fin de estudiar las variaciones estructurales que conlleva el cambio de un 

disolvente apolar a H2O en los fluoróforos portadores de la cadena de 2-

(dimetilamino)etilo y su influencia en las propiedades fotofísicas, se compararon los 

espectros 
1
H-RMN, 

13
C-RMN y 

15
N-RMN de la naftalimida 157 en CDCl3 y D2O, 

respectivamente, cuyos datos se recogen en la Tabla 13. 

3.47 Å

157
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Tabla 13. Datos de RMN en CDCl3 y D2O de la 2-(dimetilamino)etil-naftalimida 157 

Núcleo δ(CDCl3, ppm) δ(D2O, ppm) Δ (CDCl3- D2O)

1
H-RMN

N-Me 2.36 3.01 -0.65

2’-H 2.65 3.09 -0.44

1’-H 4.32 4.01 0.31

4-H 8.55 7.38 1.17

5-H 7.04 6.35 0.69

7-H 8.56 7.48 1.08

8-H 7.70 6.92 0.78

9-H 8.60 7.44 1.16

OMe 4.13 3.74 0.39

13
C-RMN

N-Me 46.0 43.1 2.9

C2’ 57.2 54.4 2.8

C1’ 38.2 34.6 3.6

C1 164.8 163.9 0.9

C3 164.2 163.1 1.1

C3a 115.3 110.8 4.5

C4 133.7 133.5 0.2

C5 105.4 105.4 0

C6 161.1 160.6 0.4

C6a 123.7 121.0 2.7

C7 128.9 128.8 0.1

C8 126.2 125.3 0.9

C9 131.8 130.9 0.9

C9a 122.6 118.3 4.3

C9b 129.7 126.6 3.1

OMe 56.4 56.1 0.3

15
N-RMN

a N3’ -356.9 -343.2 -13.7

N2 -208.3 -212.7 4.5

a
Apantallamiento con respecto a la referencia de nitrometano 



Resultados y Discusión 

125 

En 
1
H-RMN todos los protones aromáticos aparecen 0.69-1.17 ppm a campo más 

bajo en CDCl3 que en D2O. Este desapantallamiento podría ser debido a que el par de 

electrones libres del nitrógeno orientado hacia el anillo en CDCl3 incrementa la corriente 

π del anillo, que desapantalla los protones situados en el plano del anillo por efecto de 

anisotropía magnética. Sin embargo, los protones del grupo dimetilamino y los 2’-H de la 

cadena de etilo se desapantallan 0.65 y 0.44 ppm, respectivamente, al pasar de CDCl3 a 

D2O. Este desapantallmiento indica que la interacción con D2O retira carga del par de 

electrones libres del nitrógeno, mediante enlace de hidrógeno o protonación.

En 
13

C-RMN todos los carbonos aparecen a campo más alto en D2O que en CDCl3, 

observandose los mayores apantallamientos (2.7-4.5 ppm) en los carbonos de la cadena 

de 2-(dimetilamino)etilo y en los carbonos cuaternarios de fusión de los anillos (C3a, C6a, 

C9a y C9b).

En cuanto a 
15

N-RMN, la asignación de los dos nitrógenos se realizó en el espectro 

de correlación 
15

N/
1
H HMBC, en el que se obsevó que la señal a campo más alto, 

asignada al N3‘, correlacionaba con los protones de la cadena y los de los grupos 

metilos, mientras que, la señal a campo más bajo correlacionaba solo con los protones 

de la cadena y se asignó al nitrógeno imídico. Al pasar de CDCl3 a D2O, esta señal se 

apantalla 4.5 ppm, mientras que el N3‘ se desapantalla 13.7 ppm. Este 

desapantallamiento es del mismo orden al descrito para la protonación de aminas 

terciarias alifáticas
274

(9-18 ppm). También se ha descrito que los efectos de los enlaces

de hidrógeno van en la misma dirección y son del mismo orden que la protonación
274

. 

El conjunto de resultados de RMN indica una fuerte interacción del grupo 

dimetilamino con D2O, bien por protonación o mediante enlace de hidrógeno, que 

afectaría a su conformación, dificultaría el efecto PET y explicaría el incremento de 

fluorescencia al aumentar la acidez del disolvente.

2.1.3.6.  Sensores de H2O 

En vista de los importantes incrementos de fluorescencia observados al aumentar la 

polaridad y la acidez del disolvente, en la 5-[2-(dimetilamino)etil]-quinolimida 155 y la 2-

[2-(dimetilamino)etil]-naftalimida 157 se analizó su potencial como sensores de H2O. A 
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este respecto, es importante señalar que el agua es la impureza más común en 

disolventes orgánicos y su detección es crucial para numerosas reacciones químicas y 

en aplicaciones industriales, tales como la industria de los carburantes o la industria de 

materias primas en alimentación
275

. Se han descrito varios sensores fluorescentes de 

H2O derivados de naftalimida, que funcionan por un mecanismo ICT, no por PET, cuya 

fluorescencia disminuye al aumentar el contenido de H2O
276-278

. 

Figura 46.  Cálculo de los límites de detección de H2O con la quinolimida 155 y la naftalimida 157

Con el fin de analizar el potencial de 155 y 157 como sensores de H2O, se 

determinaron sus respectivos límites de detección (LOD) 
279

 en acetonitrilo. Para ello, se 

determinaron las intensidades máximas de fluorescencia de una disolucin 18 μM de 

cada uno de los fluoróforos, a la que se añadieron porcentajes crecientes de H2O, en el 

rango de 0-1%, excitando en los respectivos máximos de absorción. A los resultados 

obtenidos se les aplicó la correspondiente ecuación de Stern-Volmer (F0/F = 1 + 

KSV[H2O])
9
, donde F0 y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia 

de H2O y KSV es la constante de Stern-Volmer, o pendiente de la correspondiente 

regresión lineal. Una vez determinada esta pendiente, el LOD se calculó aplicando la 

fórmula LOD = (3.3SD)/KSV, donde SD es la desviación estándar residual de la 

regresión lineal
279

. En la Figura 46 se muestran las regresiones lineales obtenidas para 

y = 0,9791 - 0,318 x
R² = 0,9564
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155 y para 157. El límite de detección con la quinolimida 155 fue 0.32%, mientras que el 

de la naftalimida 157 fue 0.84%, si bien en este caso hubo más dispersión entre los 

puntos de medida y la desviación fue mayor.  

2.1.3.7.  Sensibilidad al pH 

Teniendo en cuenta la sensibilidad de la fluorescencia de la 5-(2-(hidroxi)etil)-

quinolimida 90 al pH, comentada en el capítulo 2.1., y la sensibilidad de los análogos 

portadores de la cadena de 2-(dimetilamino)etilo 155 y 157 a la acidez del disolvente, se 

estudió la sensibilidad de éstos al pH del medio. Para minimizar la interferencia del 

disolvente en la fluorescencia, este estudio se realizó primero en medio no acuoso, 

adicionando cantidades crecientes de TFA a una disolucin 12 μM de cada uno de los 

fluoróforos en CH3CN. Como se muestra en la Figura 47A, la fluorescencia de la 

quinolimida 155 aumenta bruscamente a partir de pH 5.5, alcanzando el máximo de 

fluorescencia con la adición de un equivalente de TFA (pH = 4.9), para volver a caer a 

mínimos a pH = 1. El aumento de fluorescencia se explicaría por inhibición del PET, 

mientras que, si se sigue aumentando la acidez, entra en juego la disminución de la 

fluorescencia por la protonación del N1 del anillo de quinolimida, ya comentada en el 

apartado 2.1.1.5. Por lo tanto, en disolvente orgánico 155 se comporta como un sensor 

de acidez de tipo apagado-encendido-apagado (terminología inglesa: OFF-ON-OFF).  

En el mismo estudio, la fluorescencia de la naftalimida 157 (Figura 47B) aumenta de 

forma similar a partir de pH 5.5, alcanzando el máximo con un equivalente de TFA, 

manteniéndose constante, sin caída, hasta pH<1. Hay que señalar que el aumento 

máximo de fluorescencia en ambos fluoróforos con la adicción de TFA fue del mismo 

orden que el aumento observado con la adicción de H2O.  

Cuando el estudio de sensibilidad de la fluorescencia al pH se realizó en H2O, 

adicionando cantidades crecientes de disolución de HCl, la fluorescencia de la 

naftalimida 157 no se afectó, mientras que, la de la quinolimida 155, disminuyó hasta 

valores mínimos a pH = 1. Estos resultados indicaron que el efecto PET se bloquea por 

el disolvente y la adición de ácido no modifica este bloqueo, afectando solo a la 

protonación del N1 del anillo de quinolimida de 155. 
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Figura 47.  Sensibilidad de la fluorescencia de la quinolimida 155 (A) y la naftalimida 157 (B) al pH 

Por lo tanto, ambos fluoróforos no servirían como sensores de pH en medio acuoso. 

Hay que señalar que se ha descrito un aumento de 14 veces en el rendimiento cuántico 

de fluorescencia de la naftalimida 157 disuelta en CH3CN por acidificación con H2SO4 0.1 

N
268

. Este aumento muy probablemente fue debido al H2O de la disolución de este ácido. 

También se ha descrito la utilización de 157 como sensor de cationes de metales de 

transición en disolventes orgánicos (CH3CN y THF) por bloqueo del efecto PET del grupo 

dimetilamino
280, 281

. 

2.1.3.8. Exploración estructural para mejora de los fluoróforos 

Coincidiendo con nuestros estudios sobre quinolimidas y naftalimidas PET, se 

publicó un estudio orientado a aumentar la fluorescencia en agua de fluoróforos de tipo 

dador-aceptor (ICT) portadores de un grupo dador dialquilamino
282

. En este estudio se 

argumentaba que la baja fluorescencia de estos fluoróforos en medio acuoso era debida 

a que la interacción de la dialquilamina con H2O, a través de enlaces de hidrógeno, 

disminuye su carácter electrodonador y facilita la desactivación no radiativa. Con el fin de 

dificultar la interacción con H2O, sustituyeron el grupo dimetilamino por dialquilaminas o 

monoalquilaminas más voluminosas. El aumento del volumen estérico, además de 

dificultar la interacción con agua, reduce la libertad rotacional, facilitando la transferencia 
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de carga. Aplicaron el estudio a varios fluoróforos conocidos, tales como las 4-

dimetilamino-1,8-naftilamidas. Entre las diversas aminas estudiadas, la trans-(4-

hidroxi)ciclohexilamina, la trans-(4-acetamido)ciclohexilamina y la 2-(hidroxietil)amina 

dieron lugar a los mayores aumentos de fluorescencia en H2O con respecto al 

correspondiente análogo con dimetilamino. Teniendo en cuenta estos resultados, 

decidimos preparar análogos de la quinolimidas 155 y de las naftalimidas 118 y 157 en 

los que el grupo OMe se sustituye por trans-(4-acetamido)ciclohexilamino o 2-

(hidroxietil)amino. Teniendo en cuenta los buenos resultados de la incorporación del 

anillo de azetidina en quinolimidas, comentados en el capítulo anterior, esta amina 

también se incorporó en sustitución del grupo OMe en los derivados de naftalimida. 

2.1.3.8.1. Síntesis 

Como se muestra en el esquema 23, las naftalimidas 158-163 se prepararon a partir 

de las correspondientes 6-bromo-naftalimidas 117 y 156 por sustitución nucleófila 

aromática, mediante tratamiento con la correspondiente amina.  

Esquema 23. Síntesis de las naftalimidas 158-165. (a) 2-hidroxietilamina o azetidina, EtOH, MW 
120ºC (20-85%); (b) trans-(4-amino)ciclohexilamina, DIPEA, EtOH, 150-180ºC (91% y 32%).
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La reacción con trans-(4-amino)ciclohexilamina se realizó en presencia de DIPEA y 

fue necesario aumentar la temperatura de 120 a 150-180 ºC en tubo cerrado y el tiempo 

de reacción de 1.5 h a 7 días. La acetilación del grupo amino de las correspondientes 

naftalimidas 162 y 163, por tratamiento con anhídrido acético en CH2Cl2, dio lugar a las 

naftalimidas objetivo 164 y 165.  

Una metodología similar fue aplicada para la preparación de los derivados de 

quinolimida 166 y 167, en este caso a partir de la correspondiente 9-metoxi-quinolimida 

155 (Esquema 24).  

Esquema 24.Síntesis de las quinolimidas 166 y 167 

2.1.3.8.2. Propiedades fotofísicas 

Las propiedades fotofísicas de los derivados de naftalimida portadores de la cadena 

de 2-hidroxietilo en N2 158, 159 y 164 se recogen en la Tabla 14, en comparación con las 

de la 6-metoxi-naftlimida 118. En la Tabla 15 se muestran los datos de las naftalimidas 

160, 161 y 165, y de la quinolimida 167, portadoras de la cadena de 2-

(dimetilamino)etilo, en comparación con los respectivos prototipos 157 y 155, 

respectivamente. 

En las naftalimidas portadoras de la cadena 2-(hidroxi)etilo en posición 2, la 

sustitución del grupo OMe en 118 por aminas en 158, 159 y 164 dio lugar a un aumento 

del carácter solvatocrómico típico de los fluoróforos ICT, con desplazamientos 

batocrómicos de 65-100 nm tanto en las max
abs

 como en las max
em

.  
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Tabla 14. Propiedades fotofísicas de las 2-(2-(hidroxi)etil)-naftalimidas 118, 158, 159 y 164 

Compd
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

CHCl3 360 14540 428 0.57

Dioxano 359 12080 426 0.60

Acetona 357 13610 434 0.43

F3C-CH2OH 373 11950 449 0.32

MeOH 366 12790 442 0.57

H2O 375 9650 458 0.30

CHCl3 428 11730 502 0.86

Dioxano 422 11370 501 0.97

Acetona 430 11570 516 0.82

F3C-CH2OH 438 9970 523 0.55

MeOH 438 12790 525 0.26

H2O 445 15780 527 0.17

CHCl3 443 13620 510 0,98

Dioxano 428 10820 501 0.68

Acetona 437 11380 521 0.72

F3C-CH2OH 449 12720 527 0.44

MeOH 449 14580 528 0.40

H2O 460 18660 533 0.16

CHCl3 433 10170 497 0.98

Dioxano 426 13120 491 0.84

Acetona 435 8400 510 0.77

F3C-CH2OH 450 9230 524 0.51

MeOH 447 8860 522 0.56

H2O 451 10630 527 0.23
a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados utilizando como 

referencia la cumarina 153 (en EtOH), excepto 118, que se utilizó como referencia sulfato de quinina (en 0.1 M 
de H2SO4).

De forma similar a como se ha comentado en el capítulo anterior, el aumento de la 

polaridad del disolvente produjo desplazamientos batocrómicos (10-40 nm) en ambos 

máximos de longitud de onda, disminución en los rendimientos cuánticos de 

fluorescencia y aumento en los coeficientes de extinción molar. 
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Tabla 15. Propiedades fotofísicas de las 2-(2-(dimetilamino)etil)-naftalimidas 157, 160, 161 y 165  y 
las 5-(2-(dimetilamino)etil)-quinolimidas 155 y 167 

Compd
a

Disolvente λmax
abs (nm) ε (M-1cm-1) λmax

em (nm) ΦF
b

CHCl3 366 8100 428 0.20

Dioxano 358 6700 425 0.22

Acetona 359 9700 433 0.14

F3C-CH2OH 371 10100 450 0.63

MeOH 367 8300 444 0.50

H2O 376 7200 460 0.63

CHCl3 426 6570 501 0.61

Dioxano 422 5810 499 0.69

Acetona 433 6190 511 0.99

F3C-CH2OH 437 7530 530 0.56

MeOH 438 4360 527 0.94

H2O 445 5220 531 0.57

CHCl3 441 9800 506 0.81

Dioxano 430 10380 502 0.78

Acetona 437 8510 518 0.87

F3C-CH2OH 453 11830 534 0.20

MeOH 449 7320 527 0.32

H2O 460 6540 533 0.18

CHCl3 430 6900 499 0.51

Dioxano 422 3600 489 0.35

Acetona 436 6700 511 0.77

F3C-CH2OH 452 8300 529 0.40

MeOH 441 7320 525 0.66

H2O 446 8170 534 0.71

CHCl3 377 3100 457 0.12

Dioxano 367 2800 457 0.12

Acetona 370 4900 467 0.04

F3C-CH2OH 380 2900 495 0.63

MeOH 376 3700 493 0.23

H2O 381 3200 505 0.26

CHCl3 470 3900 554 0.16

Dioxano 466 3470 562 0.12

Acetona 462 4020 572 0.025

F3C-CH2OH 483 4225 539 0.016

MeOH 471 3040 526 0.050

H2O 471 3800 533 0.022

a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados utilizando como 

referencia la cumarina 153 (en EtOH), excepto 157, que se utilizó sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4).
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Estos efectos fueron muy similares independientemente de la amina introducida. El 

análisis del efecto del disolvente con la ecuación de Catalán, utilizando los 10 

disolventes de diversa dipolaridad, polarizabilidad, acidez y basicidad mencionados en el 

apartado 2.2.2, dio buenos coeficientes de correlación lineal (r >0.9) para las frecuencias 

de absorción y de emisión y para los rendimientos cuánticos. En todos los casos se 

observó una mayor contribución, de signo negativo, del coeficiente de acidez (aSA) y 

cierta participación, particularmente en el derivado de azetidina 159, del coeficiente de 

dipolaridad (dSdP), también de signo negativo, en las longitudes onda. En cuanto a las 

naftalimidas portadoras de la cadena de 2-(2-(dimetilamino)etilo 160, 161 y 165  y la 

quinolimida 167,el efecto de la amina introducida en sustitución del grupo OMe sobre 

max
abs

 y max
em

 fue muy similar al comentado para los análogos derivados de 2-

(hidroxi)etilo, desplazamientos batocrómicos de 65-100 nm. Igualmente, estas longitudes 

de onda aumentaron al aumentar la polaridad y acidez del disolvente, excepto en la 

quinolimida 167, en la que max
em

 aumentó al aumentar la polaridad de CHCl3 a acetona y 

disminuyó al aumentar la acidez hasta H2O. Esta quinolimida presentó emisión dual 

desde los estados excitados LE e ICT. En CHCl3, dioxano, THF y acetona la emisión 

desde el ICT, de mayor max
em

, es preferente, mientras que, en disolventes con mayor 

acidez, como los alcoholes y el agua es preferente la emisión desde el estado LE, de 

mayor energía (menor max
em

). 

El efecto de la sustitución del grupo OMe sobre los coeficientes de extinción y los 

rendimientos cuánticos fue muy diverso, en las naftalimidas 160 y 165, en general, ε 

disminuyó y ΦF aumentó en todos los disolventes, eliminando el efecto de la polaridad 

observado en el prototipo 157. En el derivado de azetidina 161, se ha eliminado el 

carácter PET y aumentado el carácter solvatocrómico, aumentando mucho el 

rendimiento cuántico en los disolventes más apolares, que disminuye al aumentar la 

acidez. En la quinolimida 167 la introducción de la trans-4-(acetamido)ciclohexilamina 

también dio lugar a un aumento del carácter solvatocrómico ICT, con respecto a 155, 

aunque, a diferencia de la naftalimida 161, no va acompañado de aumentos significativos 

de  ΦF en los disolventes menos polares. En el análisis con la ecuación de Catalán, solo 

se encontró buen coeficiente de correlación lineal para las longitudes de onda y el 

rendimiento cuántico en la naftalimida portadora del anillo de azetidina 161. 

Nuevamente, el coeficiente de acidez (aSA) y el de dipolaridad (dSdP), ambos con signo 

negativo, fueron los que más contribuyeron a su carácter solvatocrómico. 
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2.1.3.9. Citotoxicidad en líneas celulares de cánceres humanos  

En el cribado de citotoxicidad en líneas celulares de cánceres humanos realizado en 

PharmaMar, S. A., utilizando doxorrubicina como referencia, las naftalimidas portadoras 

de la cadena de 2-(2-(dimetilamino)etilo 157, 160 y 165, y la quinolimida 167 mostraron 

citotoxicidades moderadas, de orden micromolar, cuyos datos de GI50, TGI y LC50 se 

recogen en la Tabla 16. El resto de los compuestos descritos en este capítulo no mostró 

citotoxicidad a la máxima concentracin ensayada de 1 μg/ml (≈20-40 μM).

Las GI50 mostradas por 157, 160, 165 y 167 son del mismo orden que las descritas 

para mitonafide (26a) y amonafide (26b), comentados en la Introducción (1.1.6). Los 

valores de GI50 descritos para estos antitumorales se encuentran en el rango 0.47-10 

μM, dependiendo de la línea celular de ensayo y del artículo en el que se describen
94, 167

. 

Estos antitumorales son intercalantes del ADN e inhiben la topoisomerasa II
89, 94, 283

, 

formando y estabilizando el complejo ternario ADN-intercalante-topoisomerasa II
284

. 

Tabla 16. Citotoxicidad de 2-(2-(dimetilamino)etil-naftalimidas y 5-(2-(dimetilamino)etil-
quinolimidas

a

Compd
Pulmón

A549
Colón 
HT29

Mama 
MDA-MD-231

Páncreas 
PSN1

157

GI50 11.40 9.39 16.10 16.10

TGI > 33.5 > 33.5 > 33.5 27.50

LC50 > 33.5 > 33.5 > 33.5 > 33.5

160

GI50 11.90 9.77 10.1 13.7

TGI > 30.5 > 30.5 30.5 > 30.5

LC50 > 30.5 > 30.5 > 30.5 > 30.5

165

GI50 7.57 3.79 5.44 8.05

TGI 14.9 > 23.7 10.7 10.9

LC50 23.4 > 23.7 17.3 15.4

167

GI50 7.79 5.67 8.26 9.44

TGI 14.9 23.4 16.3 13.1

LC50 > 23.6 > 23.6 > 23.6 > 23.6

a
Datos expresados en concentraciones μM
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Por otra parte, las quinolimidas antitumorales descritas por Braña y col., 

comentadas en la Introducción (1.3), no se unen al ADN
167

. Teniendo en cuenta estos 

precedentes, como se comenta en el apartado 2.2.11, se estudió la unión de la 

naftalimida 160 y la quinolimida 167 a ADN. 

2.1.3.10. Sondas para visualización celular 

A diferencia de los fluoróforos solvatocrómicos que funcionan por un mecanismo  

ICT, el número de fluoróforos sensores de polaridad de tipo OFF-ON al aumentar la 

polaridad del medio es muy limitado, entre los que se encuentran la acridina
285

, el pireno-

3-carboxaldehido
286

  y la 7-metoxi-4-metilcumarina
287

, que emiten fluorescencia en 

medios polares, aunque tienen limitada aplicabilidad debido al quenching de su 

fluorescencia por protonación y a las bajas longitudes de onda de excitación y emisión
288

. 

La escasez de este tipo de fluoróforos, que emiten en medios polares, ha limitado la 

monitorización de procesos biológicos que implican un aumento en la hidrofilia local. 

Entre los limitados ejemplos de este tipo de sensores, recientemente, se han descrito los 

derivados de 2-(trans-(4-hidroxi)ciclohexilamino)-naftalimida
282

, comentados en el 

apartado 2.2.8, como sensores de tioles, la 2-(2-aminoetil)-naftalimida como sensor in 

cellulo de metales
267

 y derivados de BODIPY como sensores de hidrofilia local en 

lisosomas disfuncionales
289

. A la vista de estos precedentes y teniendo en cuenta el 

buen comportamiento fotofísico en disolventes polares de las naftalimidas y quinolimidas 

descritas en este capítulo, se exploró su aplicación como sensores de visualización 

celular en macrófagos. 

Este estudio se realizó en colaboración con la Dra. Mª Mar Fernández Gutiérrez del 

grupo de Biomateriales del Instituto de Ciencia y Tecnología de Polimeros del CSIC 

(ICTP). Se estudiaron las 2-(2-(dimetilamino)etil)-naftalimidas 157, 160, 161 y 165  y las 

5-(2-(dimetilamino)etil)-quinolimidas 155 y 167, en paralelo con las 2-(2-(hidroxi)etil)-

naftalimidas 118, 158, 159 y 164. Para ello, macrófagos de ratón fueron tratados con una 

concentracin 5 μM de cada uno de los fluorforos y, tras una hora de incubación a 37 

ºC, las células se visualizaron mediante microscopía confocal. En primer lugar, se 

estudiaron las naftalimidas y quinolimidas con grupo MeO 118, 157, 90 y 155, excitando 

con láser a 364 nm y observando la emisión con el filtro de UV (350-439 nm). Como se 
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observa en la Figura 48, en las células tratadas con los fluoróforos portadores de la 

cadena de 2-(hidroxi)etilo en la imida 118 y 90 (48, 1b y 2b) se observó muy poca 

fluorescencia, prácticamente como en las células control. Sin embargo, las células 

tratadas con los fluoróforos análogos portadores de la cadena de 2-(dimetilamino)-etilo 

157 y 155 mostraron un gran incremento en la fluorescencia localizada en el citoplasma 

(Figura 48, 1c-d, y 2c-d). Estos resultados se correlacionan bien con las diferencias 

observadas en la emisión de los fluoróforos en H2O. A continuación, en las mismas 

condiciones se estudiaron los análogos en los que el grupo OMe se ha sustituido por una 

amina, excitando con láser a 488 nm y observando la emisión con el filtro GFP (525-615 

nm). Los resultados se muestran en la Figura 49. 

Figura 48. Visualización mediante microscopía confocal de macrófagos de ratón tratados con  una 
concentración 5 μM de los derivados de naftalimida 118 y 157 y de quinolimida 90 y 155. (1) a) 
Células control; b) visualización del derivado 118 a 40x; c) visualización del derivado 157 a 40x, d) 
visualización del derivado 157 a 63x. (2) a) Células control; b) visualización del derivado 90 a 40x; 
c) visualización del derivado 155 a 40x; d) visualización del derivado 155 a 63x. 

Al igual que los prototipos con el grupo OMe en el anillo aromático, las células 

tratadas con los fluoróforos portadores de la cadena de 2-(hidroxi)etilo en el anillo de 

imida 158, 159 y 164 mostraron fluorescencia muy baja (Figura 49, 1-3b), mientras que 

las células tratadas con los portadores de 2-(dimetilamino)etilo 160, 161, 165 y 167

mostraron alta fluorescencia (Figura 49, 1-3d y 4b-d), localizada en los núcleos de las 
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células. De acuerdo con sus respectivos rendimientos cuánticos de fluorescencia en 

H2O, la naftalimida portadora de (trans-(4-hidroxi)ciclohexilamina 165 mostró una 

fluorescencia significativamente mayor que el análogo portador de (2-hidroxi)etilo 160.  

Figura 49. Visualización mediante microscopía confocal de macrófagos de ratón tratados con  una 
concentración 5 μM de los derivados de naftalimida 158, 159, 160, 161, 164 y 165  y de la 
quinolimida 167. (1) a) Células control; b) visualización del derivado 158 a 40x; c) visualización del 
derivado 160 a 40x; d) visualización del derivado 160 a 63x; (2) a) Células control; b) visualización 
del derivado 159 a 40x; c) visualización del derivado 161 a 40x; d) visualización del derivado 161 a 
63x;  (3) a) Células control; b) visualización del derivado 164 a 40x; c) visualización del derivado 
165 a 40x; d) visualización del derivado 164 a 63x;  (4) a) Células control; b) visualización del 
derivado 170 a 40x; c) y d) visualización del derivado 167 a 63x. 
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Sorprende la alta fluorescencia en las células tratadas con la naftalimida 161 y con 

la quinolimida 167, a pesar de sus bajos rendimientos cuánticos en H2O, 78-86% 

menores que en CHCl3 o dioxano, lo que indicaría su localización en un entorno 

hidrófobo en el núcleo 

El núcleo es el orgánulo más prominente de las células, donde se regula la síntesis 

de los ribosomas y la expresión de los genes
290

, por lo que su visualización es importante 

para ayudar a responder cuestiones sobre la regulación y expresión génica, la génesis 

de tumores o la acción de algunos fármacos. Entre el limitado número de fluoróforos 

nucleares conocidos, el 4´,6-diamidino-2-phenilindole (DAPI, Figura 50) y el Hoeschst, 

que se unen al surco menor del ADN, y el yoduro de propidio (PI), intercalante del ADN, 

han sido los sensores más utilizados para teñir los núcleos celulares, por su buena 

permeabilidad celular y su especificidad por ADN
291

. Sin embargo, estos fluoróforos 

generalmente son mutagénicos, poseen baja solubilidad en agua y poca fotoestabilidad, 

lo que limita su aplicación en estudios que requieran largos tiempos de observación. 

Figura 50. Estructura de los sensores nucleares más usuales

Otros pequeños fluoróforos, utilizados para la visualización del núcleo, como por 

ejemplo, diversos derivados de estirilo
292, 293

, la fluoresceina
294

, el rutenio (II)
295

 y la 

hemicianina
296

, se utilizan a concentraciones muy bajas, debido a problemas de 

quenching de su fluorescencia por agregación. Además, estos colorantes suelen sufrir 

perdida de fluorescencia tras fotoexcitación
297

. Por ello, la obtención de nuevas sondas 

nucleares, solubles en agua, fotoestables y con baja citotoxicidad es un objetivo de gran 

interés para la visualización del núcleo celular en estudios de larga duración
298

. 
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Teniendo en cuenta la clara localización nuclear de las naftalimidas portadoras de la 

cadena de 2-(dimetilamino)etilo 160, 161, 165 y de la quinolimida 167, con el fin de 

ayudar a dilucidar su sitio de unión, se exploró si estos fluoróforos co-localizaban con 

DAPI. Las imágenes obtenidas con nuestros fluoróforos solaparon completamente con 

las obtenidas con DAPI, indicando coincidencia en la unión a ADN. En la Figura 51 se 

muestran los resultados obtenidos para la naftalimida 165. Además, se realizaron dos 

experimentos de competición entre los dos fluoróforos. En el primero se añadió una 

concentracin 1 μM de DAPI a los macrófagos y, tras 1 hora de incubación a 37 ºC y 

después de comprobar que el DAPI se encontraba en el núcleo, se añadió la naftalimida 

165 en concentraciones crecientes desde 1 µM hasta 10 μM. 

Figura 51. Co-localización celular del colorante nuclear DAPI y el derivado de naftalimida 165 en 
macrófagos de ratón a una concentración 5 μM. a) Núcleos de células macrocíticas teñidos con 
DAPI. b) Núcleos de células macrocíticas teñidos con el derivado 165. c) co-localización nucelar de 
DAPI y el compuesto 165.

En el segundo experimento se cambió el orden de adicción de los fluoróforos, 

añadiendo el compuesto 165 a una concentracin 1 μM y concentraciones crecientes de 

DAPI desde 1 μM hasta 10 μM. En todos los casos, ambos fluoróforos co-localizaban en 

el núcleo sin observar desplazamiento entre ellos. Estos resultaron indicaron que, 

aunque ambos fluoróforos se unen al ADN, deben hacerlo de distinta forma. 

Teniendo en cuenta la moderada citotoxicidad mostrada por 157, 160, 165 y 167 en 

células tumorales, se determinó también la citotoxicidad en macrófagos de ratón RAW 

264.7 (ECACC, Sigma P11), mediante un ensayo Alamar blue
299

. Después de 24 h de 

a) b) c)
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incubación a 37 ºC, se añadieron concentraciones crecientes hasta 100 μM de los 

fluoróforos estudiados. Como se muestra en la Tabla 17, todos los compuestos 

mostraron baja citotoxicidad, con GI50 superiores a 10 μM, excepto la quinolimida 167, 

con una GI50 de 5.8 μM.

Tabla 17. Citotoxicidad en macrófagos de ratón

Compuesto GI50 (μM)

158 36.3

159 19.6

160 38.1

161 20.8

164 21.2

165 33.3

167 5.8

2.1.3.11. Interacción con ADN 

Teniendo en cuenta los precedentes bibliográficos de derivados de naftalimidas y 

quinolimidas antitumorales ya comentados y la localización nuclear de nuestros 

fluoróforos portadores de la cadena 2-(dimetilamino)-etilo, se estudió la interacción de la 

naftalimida 165 y la quinolimida 167 con ADN de esperma de salmón (FS-ADN) y con la 

doble hebra del oligonucleótido R-13 (5’-GCGTACGCCAGCG-3’)300
, en colaboración con 

Diego García Puente bajo la dirección de la Dr. Cristina Vicent del Instituto de Química 

Orgánica General (CSIC). Para ello, se registraron los espectros de dicroísmo circular, 

espectrometría UV y excitación de fluorescencia de la valoración de concentraciones 

constantes de los fluoróforos (165: 16 μM, 167: 20 μM) con concentraciones crecientes 

de ADN (8.1 μM hasta 2.0 mM pares de bases) o de R-13 (0.165 μM hasta 4.4 mM)
301, 

302
. 

2.1.3.11.1.  Interacción de la naftalimida 165 con ADN 
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En la longitud de onda del máximo de absorción de 165 (≈450 nm), en el espectro 

de dicroísmo circular, tanto de FS-ADN como de R-13 (Figura 52), se observó una banda 

negativa muy débil. Si la unión de 165 con ADN fuese en el surco menor o mayor, se 

debería haber observado un cambio importante en dicha banda, mientras que, si la unión 

es por intercalación, la banda sería muy débil e incluso podría no observarse, como 

ocurre en este estudio. 

Además, la intensidad de DC aumenta ligeramente al aumentar la concentración de 

165. 

Figura 52. Espectro de DC de R-13 con concentraciones crecientes de 165 

Estos resultados son indicativos de una unión intercalante del compuesto 165 al 

ADN
303

. Sin embargo, tanto en UV como en el espectro de excitación de fluorescencia, 

se observaron cambios significativos. La intensidad de absorción UV disminuyó al 

aumentar la concentración de ADN, mientras que, la intensidad de la fluorescencia 
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aumentó, ambos resultados fueron también indicativos de intercalación entre los pares 

de bases del ADN
304

. 

Estos resultados explicarían porqué, aunque 165 co-localiza con DAPI no se 

observa competición entre ambos fluoróforos, ya que, como se ha comentado, DAPI se 

une a la hebra menor y no es intercalante.  

Al representar las intensidades de absorción UV frente a la concentración de ADN 

se obtuvo la isoterma de unión (Figura 53) y se calculó la constante de afinidad, 

observándose buena correlación entre los resultados de Fs-DNA y de R-13, con una Kd 

≈13 µM, independientemente del tipo de ADN utilizado. La isoterma indicó la unión de 1 

molécula del fluoróforo 165 por cada 2 pares de bases. 

Figura 53. Isotermas de la unión de 165 a FS-ADN (a) y a R-13 (b)

2.1.3.11.2. Interacción de la quinolimida 167 con ADN 

El comportamiento de la quinolimida 167 en las valoraciones de dicroísmo 

circular con Fs-ADN y con el oligonucleótido R-13 fue similar al comentado para la 

naftalimida 165. Posiblemente debido a los bajos rendimientos cuánticos de 

fluorescencia, no fue posible detectar la excitación de fluorescencia de 167. 
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A partir de los espectros de UV de las valoraciones con ADN, se pudo representar la 

isoterma de unión y calcular la constante de afinidad, observándose una buena 

correlación en la unión de 167 con FS-DNA y con el oligonucleótido R-13, con valores de 

Kd de 24.5 µM y 21.15 µM, respectivamente (Figura 54). Se determinó una 

estequiometria de 8 pares de bases por cada molécula de 167. Estos resultados indican 

un modo de unión similar para 165 y 167, aunque no idéntico, ambos son intercalantes, 

pero la estequiometria es diferente y la unión de la naftalimida fue aproximadamente un 

85% más fuerte que la de la quinolimida 167. 

Figura 54. Isotermas de la unión de 167 a FS-DNA(a) y R-13 (b)

El conjunto de resultados de los estudios in cellulo y de interacción con ADN, indica 

que las naftalimidas y quinolimidas portadoras de la cadena 2-(dimetilamino)-etilo en el 

anillo de imida presentan una buena penetración celular y se localizan en el núcleo, 

posiblemente debido a que las aminas terciarias se protonan a pH fisiológico
89

, 

facilitando su entrada como sales de amonio y la interacción electrostática con ADN
298

. 

Al igual que las naftalimidas antitumorales amonafide, mitonafide
 89, 94, 283

 y compuestos 

análogos
305

, las naftalimidas descritas en este capítulo se unen al ADN como 

intercalantes y presentan moderada citotoxicidad en células tumorales. 
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2.1.3.12.  Conclusiones 

Los estudios descritos en este capítulo muestran que pequeñas modificaciones 

estructurales en fluoróforos derivados de naftalimidas y quinolimidas, como la sustitución 

de un grupo hidroxilo por un grupo dimetilamino, puede cambiar el carácter del fluoróforo 

de solvatocrómico por mecanismo de transferencia intramolecular de carga (ICT) a 

solvatocrómico inverso, con mayor emisión en entornos polares que apolares, por un 

mecanismo PET de transferencia de carga a través del espacio. Tanto los estudios de 

cálculos TD-DFT, como de RMN y difracción de rayos X, apoyan el bloqueo de la 

fluorescencia por un mecanismo PET en disolventes polares y sobre todo en disolventes 

próticos de carácter ácido. Este carácter ácido es el que más contribuye al 

comportamiento de la emisión de estos fluoróforos en función del disolvente. Los 

fluoróforos PET pueden ser usados como sensores de agua y como sensores de acidez 

tipo OFF-ON en disolventes orgánicos. 

Como ya se ha visto en el capítulo anterior, la sustitución del grupo OMe de la 

posición 6 de las naftalimidas o de la posición 9 de las quinolimidas en los fluoróforos 

portadores de la cadena 2-(hidroxi)etilo en el anillo de imida por aminas, que son 

mejores grupos electrodonadores conduce a incrementos de fluorescencia, manteniendo 

y aumentando el carácter solvatocrómico ICT. Sin embargo, en los fluoróforos portadores 

de la cadena 2-(dimetilamino)etilo, en los que OMe se sustituye por 2-(hidroxi)etilo, trans-

4-(acetamido)-ciclohexilamino o azetidina, coexisten los grupos responsables del PET y 

del ICT, con direcciones opuestas. Por lo que, dependiendo de la amina incorporada al 

anillo aromático, los fluoróforos tienen cierto carácter PET o exclusivamente ICT, 

aunque, en general, la modificación conduce a incrementos de fluorescencia en todos los 

disolventes estudiados.  

Los fluoróforos portadores de la cadena 2-(dimetilamino)etilo han resultado buenas 

sondas de visualización del núcleo celular en macrófagos, se unen al ADN como 

intercalantes y muestran citotoxicidad moderada en líneas celulares de cánceres 

humanos.
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2.2. ANTENAS DE LANTÁNIDOS 

En este capítulo se describe la caracterización fotofísica y aplicación como antenas 

de lantánidos de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas de fórmula general C, 

mencionadas en la Introducción (1.3), cuya síntesis como intermedios para la 

preparación de quinolimidas se ha descrito en el apartado 2.1.1.1. También se describe 

el diseño y la síntesis de derivados de carbostirilo, de fórmula general D, y su estudio 

también como antenas de lantánidos.

Figura 55. Estructuras generales de las antenas de lantánidos descritas en este capítulo



Resultados y Discusión 

146 

2.2.1. Propiedades fotofísicas de (8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclo-

penta[de]quinolin-3-il)-fosfonatos y -carboxilatos 

Como se ha indicado en la Introducción (1.3), las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-

onas tienen carácter -dicarbonílico, por lo que podrían ser quelantes de cationes y, más 

concretamente, de cationes lantánidos y actuar como antenas, sensibilizando su emisión 

de fluorescencia o fosforescencia. Teniendo en cuenta el alto interés actual de estas 

antenas, se determinaron las propiedades fotofísicas de las dihidrociclopenta[de]quinolin-

2-onas C en ausencia y presencia de diversos cationes metálicos. En primer lugar, se 

realizó una evaluación cualitativa de la emisión de fluorescencia de los derivados de 

ciclopenta[de]quinolina 67-71 y 73, mostrados en la Figura 56, cuya síntesis se ha 

descrito en el apartado 2.1.1.1 de esta memoria. Esta evaluación indicó que los 

fosfonatos 67, 70 y 71 y el carboxilato 73 emitían en la zona del azul y que la emisión se 

incrementaba al aumentar la polaridad del disolvente, como se muestra en la Figura 57 

para el fosfonato 67. A continuación, se determinaron las propiedades fotofísicas de este 

fosfonato y del carboxilato 73, productos mayoritarios de la síntesis, en tolueno, dioxano, 

acetonitrilo, MeOH y H2O, que se recogen en la Tabla 18. 

Figura 56. Derivados de ciclopenta[de]quinolina incluidos en la evaluación de fluorescencia
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Figura 57. Fluorescencia del fosfonato 67 en distintos disolventes 

Tabla 18. Propiedades fotofísicas del fosofonato 67 y del carboxilato 73

Compuesto
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
)
b λmax

em 
(nm)

c ΦF
d

Brillo

Tolueno 313, 354 3541 421 0.0708 251

Dioxano 312, 356 3544 421 0.0441 156

CH
3
CN 312, 355 2896 435 0.0976 283

MeOH 313, 365 3992 440 0.1379 550

H
2
O 313, 354 4168 460 0.4028 1679

Tolueno 308, 361 3727 435 0.0587 219

Dioxano 308, 359 3723 437 0.0432 161

CH
3
CN 310, 357 2989 458 0.1111 332

MeOH 310, 356 4849 464 0.0945 458

H
2
O 312, 357 4564 485 0.3436 1568

a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
En la menor max

abs
. 

c
Excitación a 320 nm. 

d
Rendimientos cuánticos calculados con referencia al sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4). 

 

El fosfonato 67 y el carboxilato 73 mostraron propiedades fotofísicas similares. 

Ambos presentan dos máximos de absorción a 308-313 y a 355-361 nm, que varían 

poco con la polaridad del disolvente, y bajos coeficientes de extinción molar, en particular 

el pico próximo a 355 nm, ancho y muy poco intenso. Al excitar a 320 nm, ambos emiten 

MeCN AcOEtEtOHMeOHH2O-MeCN
60%
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fluorescencia con desplazamientos batocrmicos en el máximo de emisin (≈40 nm al 

pasar de tolueno a H2O) e incremento en los rendimientos cuánticos de fluorescencia al 

aumentar la polaridad del disolvente. Se exploró también la influencia del medio ácido en 

las propiedades fotofísicas de 67 y 73, registrando sus espectros de emisión en 

acetonitrilo con un 5% de TFA (≈0.7 M). En ambos casos, la max
em

 sufre desplazamiento 

batocrmico  (≈40 nm) con la adicin de TFA, pero el comportamiento de la intensidad

de fluorescencia fue diferente en los dos fluoróforos. La intensidad de fluorescencia del 

fosfonato 67 aumentó 3,6 veces, mientras que la del carboxilato 73 disminuyó 2 veces.  

El zinc es el segundo metal de transición más abundante en el cuerpo humano 

después del hierro y es necesario para la actividad de más de 200 proteínas, entre las 

que se incluyen los llamados dedos de zinc, diversas enzimas catalíticas y la mayoría de 

las RNA polimerasas
306-309

. Cambios en la concentración de Zn
2+

 pueden dar lugar a 

disfunciones de estas proteínas, que afectan al crecimiento, al sistema inmune, el 

sistema nervioso central y el sistema reproductivo
310, 311

. Aunque la concentración total 

de Zn
2+

 en células eucarióticas es de rango micromolar (100-300 μM), la concentracin 

del catión libre es mucho menor, de orden picomolar (60-450 pM)
306

. Los mayores 

niveles se encuentran en el cerebro, donde actúa como 

neurotransmisor/neuromodulador
312, 313

. En cuanto al Mg
2+

, es un catión necesario para 

numerosos procesos celulares, tales como proliferación, muerte celular y regulación 

enzimática. Se une al pirofosfato de la molécula de ATP, siendo el complejo MgATP la 

especie activa en las quinasas, en la producción de energía, en el transporte activo y en 

la contracción muscular
314

. Además, el Mg
2+

 es cofactor en la síntesis de ADN, ayudando 

a modular la transducción de la señal
315, 316

. Por lo tanto, cambios en la concentración del 

Mg
2+

 total o libre pueden tener consecuencia en el metabolismo y función celular. El Mg
2+

participa en la excitabilidad cardiaca, de forma que bajos niveles aumentan las 

arritmias
317

 y el infarto cardiovascular
318

 y están implicados en la hipertensión arterial
319

. 

Teniendo en cuenta la importancia biológica de los cationes Zn
2+

 y Mg
2+

, se exploró 

la capacidad del fosfonato 67 para quelar estos cationes. Para ello, se añadieron 

concentraciones crecientes, en el rango mM, de ZnCl2 o MgCl2 en H2O a una disolución 

12 μM de 67 en acetonitrilo y se registraron los correspondientes espectros de emisión. 

En ambos casos, tal como se muestra en la Figura 58, la adición de los cationes produjo 

un incremento de 10 veces en la intensidad del máximo de emisión y desplazamientos 

batocrómicos de estos máximos de 20-30 nm. La fluorescencia se saturó para una 
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concentración 5 mM de ZnCl2 y 3mM de MgCl2. La intensidad de los máximos de emisión 

de los posibles quelatos fue del mismo orden que la de una disolución de la misma 

concentración de sulfato de quinina, la referencia más utilizada para el estudio de 

fluoróforos que absorben y emiten en la misma zona del espectro visible. Con el fin de 

valorar el potencial de 67 como sensor de Zn
2+

 y Mg
2+

 en sistemas biológicos, es decir 

en medios acuosos, sus espectros de emisión también se registraron en disolución 

tampón 150 mM de NaCl y 50 mM de Hepes a pH 7.4, adicionando concentraciones 

crecientes (0-242 mM) de ZnCl2 y MgCl2. En ningún caso se observó incremento de la 

fluorescencia, indicando que los correspondientes quelatos no son estables en medio 

acuoso. 

Figura 58. Espectros de emisión del fosofonato 67, en presencia de distintas concentraciones de 
ZnCl2 y MgCl2, excitando a 313 nm.

Como se ha comentado en la Introducción, los cationes trivalentes lantánidos 

presentan gran semejanza, en términos de radio iónico y oxofilia, con los cationes 

divalentes Mg
2+

 y Ca
2+139, 320

. Por ello, teniendo en cuenta el mencionado potencial de las 

antenas de lantánidos en el desarrollo de biosensores
147, 321-325

 y el incremento de 

fluorescencia del fosfonato 67 producido por la coordinación de Mg
2+

, se exploró la 

posible coordinación de lantánidos por los fosfonatos 67 y 70 y el carboxilato 73 y su 

influencia en la emisión de fluorescencia, en comparación con el análogo 63. Entre los 

lantánidos se seleccionaron Tb(III), Eu(III), Dy(III) y Sm(III), que emiten en el visible, 

facilitando por tanto la lectura del ensayo. Inicialmente se llevó a cabo una evaluación 
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cualitativa en la que a una disolución 0.1 mM de las posibles antenas en THF se les 

añadió una cantidad equimolecular de lantánido (0.1 mM de TbCl3, EuCl3, DyCl3 o SmCl3

en THF) y, tras irradiacin con luz UV (365 nm), las mezclas resultantes se analizaron “a 

simple vista” mediante deteccin de la luminiscencia típica de cada metal (Tb = verde, Dy 

= amarillo, Eu = rojo, Sm = rojo/marrón). Con Tb(III), Dy(III) o Sm(III) no se observó 

ninguna transferencia de energía. Sin embargo, tal como se muestra en la Figura 59, la 

adición de EuCl3 dio lugar a luminiscencia roja intensa, característica de este lantánido, 

en las muestras de los fosfonatos 67 y 70 y algo más débil en la del carboxilato 73. Esta 

luminiscencia no se observó en la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 63, no portadora 

de grupo fosfonato o carboxilato, que facilitan la coordinación de Eu(III). Estos resultados 

suponen el descubrimiento de una nueva familia de antenas de Eu(III) capaces de 

coordinarse en disolventes orgánicos, lo que resulta de gran relevancia, si se tiene en 

cuenta el limitado número de compuestos con estas características descrito hasta el 

momento en la bibliografía. Los requisitos moleculares que gobiernan la coordinación de 

estos derivados a Eu(III) parecen ser la presencia de un grupo fosfonato o carboxilato en 

posición 3, un grupo CO o OEt en posición 2, y un nitrógeno no sustituido en la posición 

1, similares a los que gobiernan la coordinación de Zn
2+

 y Mg
2+

. 

Figura 59. Luminiscencia producida por la adición de EuCl3. 
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La configuración electrónica del catión Eu
3+

 se suele abreviar como [Xe]4f
6
. Los 6 

electrones 4f se localizan en 7 orbitales f y están protegidos del entorno por los orbitales 

5s
2
 y 5p

6
, lo que dificulta su participación en enlaces covalentes. Como se ha comentado 

en la Introducción, las transiciones electrónicas entre los orbitales 4f son prohibidas, por 

lo que su excitación directa por absorción de fotones es difícil y es responsable de los 

bajos coeficientes de extincin molar (ε < 5 mol-1cm
-1

). Esta dificultad se puede evitar 

mediante la utilización de un cromóforo orgánico con alto coeficiente de absorción que le 

transfiere energía. En la Figura 60 se muestra el espectro de excitación y de emisión de 

un complejo de Eu
3+

 a temperatura ambiente
326

, en el que se ha marcado la 

transferencia de energía a la que corresponde cada una de las bandas.  

Figura 60. Espectro de excitación (línea de puntos) y emisión (línea continua) de un complejo de 

Eu
3+

 (ex=397 nm)
326

.

En el espectro de emisión la banda 
5
D0

7
F0 (570-585 nm) es muy débil, su 

intensidad depende de la simetría del complejo e incluso puede no aparecer, y no se 

desdobla ya que los niveles 
5
D0 y 

7
F0 no son degenerados

327
. La transición 

5
D0

7
F1

(585-600 nm) es una transición de dipolo magnético independiente del entorno del catión 

Eu
3+

, por lo que la integral de la intensidad de esta banda es constante y se suele utilizar 
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para calibrar la intensidad de los espectros de emisión de este catión. Por efecto del 

campo eléctrico que generan los ligandos esta banda se pude desdoblar hasta en tres 

bandas
327

. La transición 
5
D0

7
F2 (610-630 nm) es una transición de tipo dipolo eléctrico 

y es muy sensible al entorno, de hecho se la denomina transición hipersensible. Esta 

transición se puede desdoblar hasta en 5 bandas y suele ser la más intensa junto con la 

5
D0

7
F1. Las transiciones 

5
D0

7
F3 (640-660 nm), 

5
D0

7
F4 (680-710 nm), 

5
D0

7
F5 (740-

770 nm) y 
5
D0

7
F6 (810-840 nm) son también de tipo dipolo eléctrico y suelen ser muy 

débiles y en algunos casos no aparecen. 

Los resultados iniciales de sensibilización de la luminiscencia de Eu
3+

 con el 

fosfonato 67 y el carboxilato 73 se confirmaron espectroscópicamente, registrando sus 

espectros de emisión en CH3CN (54 μM), tras la adicin de 1 y 2 equivalentes de EuCl3, 

TbCl3, DyCl3 y SmCl3 disueltos también en CH3CN (54 μM), excitando a 320 nm. Como 

se observa en la Figura 61, la adición de EuCl3 fue la única que produjo la aparición de 

las bandas características de emisión del lantánido, fundamentalmente de la 
5
D0

7
F2 a 

612 nm, y la correspondiente disminución en la banda de emisión de la 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona a 459 nm, confirmando la selectividad de la 

transferencia de energía a europio. 

Figura 61. Espectros de emisión de 67 y 73 tras la adición de EuCl3, TbCl3, DyCl3 y SmCl3.

Una vez comprobada la selectividad en la sensibilización de la luminiscencia del 

europio, se estudió la estequiometría de la unión, mediante la valoración de las antenas 

67 y 73 en CH3CN (54 μM) con concentraciones crecientes de EuCl3 en CH3CN (54 μM) 

hasta saturación de la emisión, en ambos casos con una estequimetría 1:1 (Figura 62). A 
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medida que aumentó la concentración de Eu
3+

, disminuyó la fluorescencia de la antena 

por quencheamiento del lantánido y aumentó la emisión de este catión, 

fundamentalmente la correspondiente a la banda 
5
D0

7
F2, entre 606 y 630 nm. Un 

análisis más detallado del desdoblamiento de esta banda indicó que, en el caso del 

fosfonato 67, inicialmente, se formaba un complejo  2:1, en el que la banda a 615 es más 

intensa, con un hombro a 612, y que, al aumentar la concentración de EuCl3, aumentaba 

preferentemente esta última, manteniéndose fija la relación de intensidades I612/I615 a 

partir de una relación de equivalentes 1:1 (Figura 63). 

Figura 62. Espectros de emisión de 67 y 73 tras la adición de cantidades crecientes de EuCl3 
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 de 2:1, como si se observó en 67. Estas variaciones en la 

relación de intensidades y en la forma de las bandas reflejan cambios en la esfera de 

coordinación del europio
328

.  

Figura 63. Ampliación de los espectros de emisión de 67 tras la adición de cantidades crecientes 
de EuCl3 y representación de las relaciones de intensidad I612/I615 e I615/I612

Figura 64. Variación de los tiempos de vida de emisión de Eu
3+

 al aumentar las proporciones 
EuCl3: 67  y EuCl3: 73
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aumentar la proporción de EuCl3 hasta un valor de 0.47 ms (Figura 64). En el caso del 

carboxilato 73,  baja de 0.31 a 0.25 ms para 0.4 equivalentes de EuCl3 y luego se 

mantiene próximo a este valor al seguir aumentando la proporción del catión. Los 

tiempos de vida disminuyen al aumentar la proporción de EuCl3, al estar el catión menos 

protegido por la coordinación de la antena y más expuesto al disolvente. 

Con el fin de obtener información adicional sobre la estequiometría de la 

coordinación de Eu
3+

 por 67 y 73, se intentó la cristalización de los respectivos 

complejos, mediante evaporación lenta de ambas antenas co-disueltas con EuCl3 en 

distintos disolventes, pero no se consiguieron buenos cristales, por lo que se decidió 

probar cambiando la sal de europio a Eu(OTf)3. De esta forma, se obtuvieron buenos 

cristales para difracción de rayos X de los complejos de ambas antenas, mediante 

disolución en CDCl3 de 1 equivalente de antena y 5 equivalentes de Eu(OTf)3. Las 

estructuras de rayos X muestran en ambos casos una estequiometría antena/Eu
3+

 2:1, 

de acuerdo con la primera estequiometría determinada para el fosfonato 67 en las 

valoraciones de luminiscencia.  En el complejo formado por esta antena el  Eu
3+

 presenta 

un número de coordinación de 8, en el que participan dos moléculas de 67, que unen al 

catión a través de su grupo ceto y del oxígeno del fosfonato, y cuatro  moléculas de H2O. 

Las dos moléculas de 67 se sitúan en disposición relativa ortogonal, ambas en la misma 

cara de un plano y en la opuesta se sitúan las 4 moléculas de H2O (Figura 65).  

En el complejo formado por el carboxilato 73, el Eu
3+

 presenta un número de 

coordinación de 9, en el que también participan dos moléculas de la antena, que unen al 

catión a través de su grupo ceto y del carbonilo del carboxilato, cuatro  moléculas de H2O 

y una molécula de triflato. En este complejo, las dos moléculas de 73 se sitúan 

prácticamente perpendiculares con orientaciones opuestas enfrentadas situando dos 

moléculas de H2O por arriba y por debajo del plano en el que se sitúan las antenas 

(Figura 65). En las respectivas celdillas unidad se localizan 3 o 2 moléculas del 

contranión OTf
-
 que forman enlaces iónicos a larga distancia con el centro metálico sin 

participar en su coordinación. Estos resultados indican la mayor estabilidad de los 

complejos 2:1 en estado sólido cristalino. 
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Figura 65. Estructuras de rayos X de los complejos (67)2Eu(H2O)4(OTf)3 y (73)2Eu(H2O)4(OTf)3 

2.2.2. Diseño y síntesis de derivados de carbostirilo

Con el fin de simplificar la estructura de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 

73 e intentar mejorar sus coeficientes de extinción molar se planteó preparar análogos 

derivados de carbostirilo de fórmula general D (Figura 66). Como se ha comentado en la 

Introducción (1.1.8), la estructura de carbostirilo se encuentra entre las que transmiten 

energía más eficazmente a Eu
3+

 y Tb
3+

. Sin embargo, no se han descrito derivados en 

los que, además de actuar como antenas, participen en la coordinación del catión. 

Suelen ir unidos a ciclenos o estructuras abiertas complejantes, que son las que 

coordinan al catión
156-158

. Diversos estudios previos con antenas de lantánidos derivadas 

de carbostirilo indican que la naturaleza de los sustituyentes sobre el anillo de quinolin-2-

ona y su posición relativa influyen notablemente sobre sus propiedades fotofísicas y 

sobre la selectividad en la sensibilización de lantánidos
158, 329

. En la Figura 66 se muestra 
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la influencia sobre los coeficientes de extincin molar (ε) de la posicin de un grupo 

electrodonador MeO sobre dicho anillo. Cuando el MeO se sitúa en la posición 8 (E), 

equivalente a la posición 8 de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73, ε es el 

más bajo, con un valor de 3.500 M
-1

cm
-1

, mientras que, el compuesto con el MeO en 

posición 7 (G) muestra el mayor valor de ε (12.900 M-1
cm

-1
). 

Figura 66. Diseño de los derivados de carbostirilo D

Para la síntesis de los derivados de carbostirilo objetivo D se aplicó una 

metodología similar a la utilizada para la síntesis de los derivados de 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73, que implicaba acilación de la 2-amino-4-

metoxi-acetofenona 168, seguida de ciclación en medio básico (Esquema 25). 

Esquema 25. Síntesis de los derivados de carbostirilo 171 y 172. Reactivos y condiciones: (a) 
(EtO)2OPCH2CO2H, HATU, DIPEA, CH2Cl2; (b) MeCO2CH2COCl, CH2Cl2; c) NaH, DMF; d)K2CO3, 
MeOH, 70ºc MW. 



Resultados y Discusión 

158 

La síntesis del fosfonato 171 se realizó mediante acilación de 168 con el ácido 

dietilfosfonacético en CH2Cl2, en presencia de HATU y DIPEA, seguida de ciclación de la 

amida intermedia 169, por reacción con NaH en DMF a reflujo. Esta ciclación dio lugar a 

173, como producto mayoritario, resultado de la ciclación con eliminación de fosfato, 

obteniendo el fosfonato deseado 171 con bajo rendimiento. Por otra parte, el éster 

metílico 172 se obtuvo cuantitativamente mediante reacción de la amino-acetofenona 

168 con 3-cloro-3-oxopropionato de metilo en CH2Cl2, seguida de ciclación de la amida 

170, por calefacción a 70 ºC en presencia de K2CO3, mediante irradiación de microondas 

en MeOH.  

2.2.3. Propiedades fotofísicas de los derivados de carbostirilo

Las propiedades fotofísicas de absorción y emisión de los carbostirilos 171 y 172 se 

recogen en la Tabla 19.  

Tabla 19. Propiedades fotofísicas de los derivados de carbostirilo 171 y 172

Compuestod
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
)
b λmax

em 
(nm)

c ΦF
d

Brillo

Tolueno 328, 343 4119 366 0.0790 325

Dioxano 328, 343 3085 366 0.0700 216

CH
3
CN 326, 340 3394 365 0.1197 406

MeOH 325, 338 4713 359 0.1425 672

H
2
O 322, 336 5115 358 0.1886 965

Tolueno 334, 347 3668 408 0.0933 342

Dioxano 332, 346 3876 408 0.0558 216

CH
3
CN 332, 344 4236 409 0.0584 247

MeOH 330, 342 4302 415 0.1015 436

H
2
O 330, 342 4334 415 0.1154 500

a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
En la menor max

abs
. 

c
Excitación a 320 nm. 

d
Rendimientos cuánticos calculados con referencia al sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4). 

 

Al igual que los análogos derivados de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 67 y 73, 

estos derivados de carbostirilo presentaron dos máximos de absorción (328-330 y 336-

347), aunque en este caso ambos picos fueron de intensidad muy similar y mostraron 
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ligeros desplazamientos hipsocrómicos al aumentar la polaridad del disolvente. A 

diferencia de lo descrito para los derivados de carbostirilo E-G, arriba comentados, al 

comparar los coeficientes de extinción molar de 171 y 172 con los de las 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73, no se observaron diferencias significativas 

relacionadas con la diferente posición relativa del grupo MeO con respecto al carbonilo 

en posición 2. En cuanto a la emisión, 171 y 172 presentaron desplazamientos 

hipsocrómicos de 30-100 nm en las λmax
em

, con respecto a sus análogos las 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73 y, al igual que éstos, mostraron 

significativos aumentos en los rendimientos cuánticos al aumentar la polaridad del 

disolvente, pero no fueron solvatocrómicos.

Al igual que se ha comentado para los derivados de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-

ona, se realizó la valoración fluorimétrica de los derivados de carbostirilo 171 y 172 con 1 

y 2 equivalentes de EuCl3, TbCl3, DyCl3 y SmCl3. Como se muestra en la Figura 67, en 

ambos casos se observó transferencia de energía selectiva a terbio. El catión Tb
3+

([Xe]4f
8
) posee 8 electrones en los orbitales 4f, que en estado fundamental están 

localizados en los niveles energéticos 
7
FJ (J = 0-6), con la excitación pasan 

preferentemente al nivel 
5
D4 y en la relajación emiten fluorescencia en las transiciones a 

los niveles 
7
F6, 

7
F5, 

7
F4 y 

7
FJ, entre las cuales, la transición 

5
D4 

7
F5  (≈550 nm) es 

mayoritaria (la Figura 68 muestra las bandas de emisión descritas para TbPO4
330

). 

Figura 67. Espectros de emisión de los derivados de carbostirilo 171 y 172, tras la adición de 
EuCl3, TbCl3, DyCl3 y SmCl3. 
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Figura 68. Espectro de emisión de TbPO4
330

La diferente selectividad en la sensibilización de lantánidos entre las 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73 por europio y los carbostirilos 171 y 172 por 

terbio, podría explicarse debido a la diferencia energética en las respectivas bandas de 

absorción de mínima energía, a 355-361 nm para las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-

onas y a 336-347 para los carbostirilos. La mayor energía de estos últimos facilitaría la 

sensibilización de Tb
3+

, que requiere mayor energía de excitación para su nivel 
5
D4 (≈ 

20.500 cm
-1

)
331

 que el europio para su nivel 
5
D0 (≈ 17.200 cm-1

)
327

. Hay que señalar que 

con la coordinación los máximos de absorción de los cuatro complejos se desplazaron a 

320 nm para todos ellos y que sus rendimientos cuánticos absolutos, medidos en CH3CN 

usando una esfera de integración
332

, fueron superiores a los de las respectivas antenas 

solas (0.242 para Eu-67, 0.082 para Eu-73, 0.208 para Tb-171 y 0.081 para Tb-172).´ 

En el estudio de la estequiometría de la coordinación de Tb
3+

, similar al comentado 

para las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas, en la valoracin de una disolucin 54 μM 

de 171 y 172 en CH3CN con concentraciones crecientes de TbCl3 en CH3CN (54 μM), se 

empezó a observar incremento significativo de luminiscencia a partir de 0.5 equivalentes 

de TbCl3, con aumentos progresivos hasta alcanzar saturación en la intensidad de 

luminiscencia a partir de 2 equivalentes en el caso del fosfonato 171, mientras que en el 

carboxilato 172 no se llegó a alcanzar saturación con más de 4 equivalentes (Figura 69). 

El análisis más detallado de la forma de la banda 
5
D4 

7
F5 de Tb

3+
 con el fosfonato 171

no mostró diferencias con la estequiometria, mientras que, con el carboxilato 172, al 

aumentar los equivalentes de TbCl3 el máximo de emisión se va desplazando de 543 a 
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548 nm (Figura 70).  Este diferente comportamiento de 171 y 172 se manifestó también 

en sus tiempos de vida (Figura 71). Con el fosfonato 171, el tiempo de vida cae 

inicialmente de 0.78 a 0.20 ms para 0.3 equivalentes de TbCl3 y vuelve a aumentar a 0.5 

equivalentes para estabilizarse en 1.65 ms para 1 equivalente. En el caso del carboxilato 

172, el tiempo de vida se mantuvo constante próximo a 1.3 ms hasta los 1.5 

equivalentes, a partir de los cuales empieza a bajar lentamente. Hay que señalar que en 

estos derivados no fue posible obtener buenos cristales de sus respectivos complejos de 

Tb
3+

 para el análisis de la estequiometria por difracción de rayos X. 

 Figura 69. Espectros de emisión de 171 y 172 tras la adición de cantidades crecientes de TbCl3
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Figura 70. Ampliación de los espectros de emisión de 171 y 172, obtenidos tras la adición de 
cantidades crecientes de TbCl3

Figura 71. Variación de  de Tb
3+ 

con 171 y 172, tras la adición de cantidades crecientes de TbCl3 

2.2.4. Antenas de lantánidos sensores de H2O 

A diferencia del comportamiento en disolventes orgánicos, tanto los derivados de 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 67 y 73 como los derivados de carbostirilo 171 y 172

mantienen su fluorescencia en agua o alcoholes (MeOH o EtOH) y no sensibilizan la 

luminiscencia de lantánidos en estos disolventes. Como se muestra en la Figura 72 para 

67 y 73, la adición de trazas de agua o alcoholes (1%) a la disolución 0.1 mM de sus 

complejos de Eu
3+

 en THF elimina la fluorescencia roja del europio, observándose la 

fluorescencia azul de la antena no coordinada.
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El hecho de que en agua se pierda la luminiscencia del lantánido parece indicar que 

la capacidad de coordinación de la antena no es suficientemente fuerte como para 

competir con el agua. Este resultado es indicativo de la posible utilidad de estas antenas 

como sensores de agua, abriendo la puerta a una nueva serie de antenas de lantánidos 

sensibles a la detección de agua.  

Figura 72. Luminiscencia de los complejos Eu-67 y Eu-73 a una concentración 0.1 mM en THF y 
su inestabilidad tras la adición de 1% de H2O o alcoholes

Con el fin de valorar el potencial de nuestras antenas de lantánidos, como sensores 

de H2O, se realiz la valoracin espectrofotomtrica de disoluciones 0,54 μM de sus 

respectivos complejos Eu-67 (estequiometría 1:2) y Tb-171 (estequiometría 1:1) en 

CH3CN tras la adición de porcentajes crecientes de H2O (0-2% v/v). Como se muestra en 

la Figura 73, en ambos complejos, la sensibilidad al agua fue muy elevada, ya que la 

luminiscencia de los lantánidos comenzó a disminuir con la adición de 0.005 %, llegando 

a desaparecer tras la adición de 2 % de agua. Simultáneamente con la disminución de la 

intensidad de la fluorescencia, se observó también disminución en los tiempos de vida 

desde 0.49 a 0.14 ms para Eu-67 y desde 1.6 a 0.51 ms para Tb-171. 
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Figura 73. Variación de la intensidad y tiempo de vida de fuorescencia de los complejos Eu-67 y 
Tb-171 con el % de H2O y respectivas rectas de regresión de la ecuación de Stern-Volmer 

A continuación, aplicando la ecuación de Stern-Volmer
9
, ya comentada en el 

apartado 2.2.6 de esta tesis se determinaron los respectivos límites de detección 

(LOD)
279

 de H2O en acetonitrilo. En la Figura 73 se muestran las regresiones lineales de 

I0/I frente a la concentración de H2O (en % (V/V)) para el cálculo de estos LOD para Eu-

67 y Tb-171, respectivamente. Aplicando la fórmula LOD = (3.3SD)/KSV, donde SD es la 

desviación estándar residual de la regresión lineal
279

 y KSV (constante de Stern-Volmer ) 

y = -0.1787x + 0.4671
R² = 0.9634

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00


(m

s
)

% H2O

Eu-67 (54 μM, CH3CN)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

550 575 600 625 650 675 700

In
te

n
s

id
a
d

 (
u

a
)

 (nm)

Eu-67 0%
0,05%
2,00%
0,30%
0,50%
1,00%
2,00%

0

500

1000

1500

2000

450 475 500 525 550 575 600 625 650

In
te

n
s

id
a
d

 (
u

a
)

 (nm)

Tb-171 0%
0,01%
0,05%
0,10%
0,40%
1,00%
2,00%

y = -0.09x + 1.7939
R² = 0.9825

0.00

0.40

0.80

1.20

1.60

2.00

0.00 0.03 0.15 0.40 1.50


(m

s
)

% H2O

Tb-171 (54 μM, CH3CN)

y = 2.5054x + 1.0057
R² = 0.9283

1

1.3

1.6

1.9

2.2

2.5

0 0.2 0.4 0.6

I 0
/I

% H2O

Eu-67 (54 μM) y = 5.6701x + 1.0309
R² = 0.9876

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

0 0.05 0.1 0.15

I 0
/I

% H2O

Tb-171 (54 μM)



Resultados y Discusión 

165 

es la pendiente de la regresión lineal, se obtuvieron unos valores de KSV de 4.025 M
-1

 y 

10.20 M
-1

 y de LOD de 0.025 % y 0.019 % (v/v) para Eu-67 y Tb-171 respectivamente. 

Estos valores son comparables con los de los sensores de H2O más sensibles descritos 

hasta momento en la bibliografía
275, 333

, entre los que se encuentran algunos complejos 

de lantanidos
334

. Hay que señalar que los limites de detección obtenidos para Eu-67 y 

Tb-171 fueron, al menos, un orden de magnitud inferiores a los que habíamos obtenido 

previamente para la quinolimida 155 y la naftalimida 157. 

2.3.5. Antenas de lantánidos sensores de tioles 

En la mencionada evaluación de los derivados de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-

ona como potenciales antenas de lantánidos, se incluyó también el ácido carboxílico 74

(Figura 74), derivado del éster 73. En esta evaluación cualitativa, se observó que 74

sensibilizaba la emisión de europio selectivamente en H2O y no en disolventes orgánicos 

(CH3CN o THF). Por ello, se determinaron las propiedades fotofísicas de este ácido en 

CH3CN y H2O, que se recogen en la Tabla 20 en comparación con las del 

correspondiente éster 73. 

Figura 74. Estructura de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 74

Hay que señalar, que solo unos pocos compuestos descritos en la bibliografía son 

capaces de coordinarse a los lantánidos y trasferir su energía a los lantánidos en agua 

generarando luminiscencia.  Esto es debido a que, como comentamos en la introducción, 

el pequeño tamaño de los iones Ln
3+

 les genera una alta densidad de carga superficial 

positiva, comportándose como ácidos de Lewis duros, coordinándose preferentemente 

con grupos dadores muy electronegativos (bases de Lewis duras), como el grupo OH. 
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Esta coordinación produce la desactivación no radiativa del lantánido por acoplamiento 

con estados vibracionales de los OH del entorno e inhibe su luminiscencia
335, 336

. 

Tabla 20. Comparación de las propiedades fotofísicas de las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 
73 y 74

Compuesto
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

73 CH3CN 310 2989 458 0.11

H2O 312 4564 485 0.34

74 CH3CN 305 4720 455 0.04

H2O 300 5451 450 0.03

a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con 

referencia al sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4).

Como se puede observar en la Tabla 20, en comparación con el éster 73, el ácido 

74 presenta desplazamientos hipsocrómicos en los máximos de absorción y de emisión 

de 5-12 nm y 3-35 nm, respectivamente, aumento en los coeficientes de extinción molar 

y disminución en los rendimientos cuánticos. Además, los máximos de absorción y 

emisión se modifican poco con el cambio de polaridad del disolvente, con un 

desplazamiento hipsocrómico de 5 nm al pasar de CH3CN a H2O.

En vista de la sensibilización de la emisión de Eu (III) con 74 observada en la 

evaluación cualitativa, se registraron los espectros de emisión de fluorescencia resuelta 

en el tiempo de 74 en presencia de cantidades crecientes de EuCl3 y excitando a 320 nm 

(Figura 75). A partir de 0.1 equivalentes de Eu (III), se empezó a observar la emisión de 

las bandas de este catión 
5
D0

7
F1 (585-600 nm) y 

5
D0

7
F2 (610-630 nm), que 

alcanzaron el máximo de emisión con 0.5 equivalentes de EuCl3, indicando una 

estequiometría 2:1 del complejo 74: Eu. 
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Figura 75. Espectros de emisión de la disolución de 74 (18 uM) en H2O, tras adición de cantidades 
crecientes de EuCl3 (ʎex =320 nm) 

Por otra parte, con el fin de mejorar las propiedades fotofísicas de 74, se planteó el 

aumento de la conjugación electrónica mediante la introducción de un doble enlace 

adicional en su esqueleto tricíclico. Por ello, tal como se indica en el Esquema 26, se 

preparó el derivado 178 a partir del éster metílico 73, por oxidación con 2,3-dicloro-5,6-

diciano-1,4-benzoquinona (DDQ), seguida de saponificación por tratamiento con NaOH a 

reflujo, obteniendo 178 con un rendimiento global de 57%.

Esquema 26. Síntesis de la ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178. 

Tal como se recoge en la Tabla 21, la introducción del doble enlace en las 

posiciones 4,5 de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona dio lugar a un desplazamiento de 

85-100 nm en el máximo de absorción, aunque con disminución en los coeficientes de 

extinción molar. Sin embargo, la ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178 no emite fluorescencia 

y no transfiere energía a Eu(III). Señalar que, mientras las disoluciones del compuesto 

74 eran incoloras, las de 178 tanto en H2O como en disolventes orgánicos se tornaron de 

un color naranja intenso. 
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Tabla 21. Comparación de las propiedades fotofísicas comparativas de la 
dihidrociclopenta[de]-quinolin-2-ona 73 y de la ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178.

Compuesto
a

Disolvente λmax
abs 

(nm) ε (M-1
cm

-1
) λmax

em 
(nm) ΦF

b

74 CH3CN 305 4720 455 0.04

H2O 300 5451 450 0.03

178 CH3CN 390 2125 - -

H2O 400 3050 - -

 a
Medidos en duplicado a una concentración 12 M. 

b
Rendimientos cuánticos calculados con 

referencia al sulfato de quinina (en 0.1 M de H2SO4).

La falta de emisión de fluorescencia de 178 podría explicarse debido al carácter 

antiarómatico del anillo de ciclopenta[de]quinolin-2-ona, de acuerdo con las reglas de 

Huckel de antiaromaticidad
337

. Según la IUPAC Los criterios de antiaromaticidad son los 

siguientes
4
:

1. La molécula debe tener 4n electrones π, donde n es cualquier número entero. 

2. La molécula debe ser cíclica. 

3. La molcula debe tener un sistema conjugado de electrones π.

4. La molécula debe ser plana 

En sistemas antiaromáticos, la inhibición de fluorescencia se produce por 

disminución de la energía de los orbitales HOMO-LUMO y desactivación no radiativa. 

Además, estos sistemas tienden a volver al estado aromático que es más estable
338-341

.

Por ello, como se muestra en la figura 76, el ácido 178 podría ser un buen aceptor 

de Michael, con aplicación como sensor de tioles y como reactivo de marcaje de 

péptidos y proteínas en residuos de cisteína. Teniendo en cuenta esta hipótesis, 

estudiamos la aplicación de 178 como sensor de biotioles [cisteína (Cys), homocisteína 

(Hcy), glutatión (GSH) y ácido sulfhídrico (H2S)].  
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Figura 76.  Propuesta de 178 como sensor de biotioles. 

Los biotioles, desempeñan un papel crucial en la regulación intracelular de la 

homeostasis redox y en el mantenimiento de las funciones celulares, tales como las 

modificaciones post-translacionales, la biocatálisis, las uniones a metales y la 

destoxificación xenobiótica
342,343

. El estrés oxidativo es uno de los aspectos más 

importantes en el desarrollo de una gran variedad de enfermedades crónicas y 

degenerativas. Cambios en los niveles de biotioles están relacionados con diversas 

enfermedades. Por ejemplo, hay una elevada asociación de Cys con neurotoxicidad, 

pérdida de peso, lesiones en la piel, disminución del crecimiento en niños, daño renal y 

fatiga muscular
343

. La deficiencia de Hcy aumenta el riesgo de enfermedades 

inflamatorias intestinales, enfermedad de Alzheimer y osteoporosis. El GSH ha sido 

directamente relacionado con enfermedades como cáncer, enfermedad de Parkinson y 

Alzheimer
343

 y el H2S es un importante mensajero celular en una variedad de procesos 

fisiológicos
344

. Por lo tanto, el interés por monitorizar los niveles de biotioles ha 

aumentado exponencialmente debido a su importancia en diagnóstico y en investigación 

biomédica. En este campo, las sondas fluorescentes basadas en lantánidos tienen una 

gran ventaja, debido a su elevada vida media de fluorescencia en comparación con los 

fluoróforos orgánicos clásicos, lo que permite un aumento de sensibilidad y de relación 

señal-ruido, evitando la fluorescencia natural de fondo.  

Se han desarrollado multitud de sondas y técnicas para la detección de biotioles. 

Entre los métodos empleados, los basados en emisión de fluorescencia se encuentran 

entre los que aportan mayores ventajas, debido a su simplicidad, bajos límites de 

detección y su facilidad de uso
345

. En el diseño de herramientas fluorescentes para la 

detección de tioles, se busca disponer de un cromóforo que presente dos características 
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principales, a) presentar un grupo susceptible al ataque nucleófilo por el tiol y que, por 

tanto, proporcione una rápida respuesta y b) que los cambios tras la unión del tiol a la 

sonda sean notables, es decir, el espectro de emisión de fluorescencia debe cambiar 

significativamente después de la reacción. Los llamados sensores off-on de tipo aceptor 

de Michael, se encuentran entre los más utilizados. Generalmente, tras el ataque 

nucleófilo del grupo sulfhidrilo y su adición al doble enlace la fluorescencia de estos 

sensores se incrementa notablemente
346

. 

Para valorar el potencial del ácido 178 como sensor de biotioles, en primer lugar, se 

realizó el estudio de las cinéticas de reacción de este compuesto con Cys, Hcy, GSH y 

H2S mediante espectroscopía de fluorescencia en placas de 64 pocillos. Para ello, se 

añadieron 1, 5, 10 y 100 equivalentes de los cuatro biotioles comentados anteriormente 

sobre una concentración 5 M de 178 en tampón Hepes pH 7.4, registrando los 

espectros de emisión entre 450 y 550 nm durante 3 horas. 

Figura 77. Cinéticas de reacción de 178 (5 µM) con 1, 5, 10 y 100 equivalentes de biotiol durante 3 
horas (ʎex =320 nm). a) Cys; b) Hcy; c) GSH; d) H2S. 
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Como se muestra en la Figura 77, tras la adición de los biotioles estudiados, la 

emisión de fluorescencia de 178 fue similar para todos los biotioles, con pequeñas 

diferencias. En todos los casos, se observó que con 1 ó 5 equivalentes de biotiol, el 

aumento de fluorescencia con el tiempo era pequeño. También se observó que, con 10 

equivalentes se alcanzaba el máximo de emisión después de 1 h de reacción, mientras 

que, con 100 equivalentes la reacción era instantánea, observando el máximo de 

emisión también a la hora de reacción. Estos datos indicaban una alta dependencia de la 

reactividad con la concentración del biotiol. En este sentido, hay que señalar los altos 

niveles fisiológicos de los biotioles. Así, por ejemplo, la concentración intracelular de 

GSH es 1-10 mM
347, 348

 y las de Cys y Hcy son micromolares
349

. En la reacción de GSH 

con 178, llama la atención que tras la adición de 100 equivalentes se alcance el  máximo 

de fluorescencia a la hora de reacción y comience a disminuir gradualmente, lo que 

podría ser debido a un efecto de reversibilidad en la reacción, volviéndose a formar el 

doble enlace como se describen en varios casos en la bibliografía 
350, 351

. 

En la gráfica de la figura 78 se muestra el aumento comparativo de fluorescencia de 

178 con 100 equivalentes de tiol después de 3 horas de reacción. La adición de Cys o 

Hcy produjo un aumento de 2.5 veces en la fluorescencia de 178, mientras que con GSH 

o H2S el aumento fue aproximadamente de 1.5 veces. La cinética de reacción con Cys, 

se siguió también por HPLC-MS, a intervalos de tiempo de 0, 15, 30, 60 min y 24 h. 

Figura 78. Aumentos de fluorescencia de 178 (5 µM) en tampón Hepes pH 7.4 después de 3 horas 
de la adición de 100 equiv. de biotioles (ʎex =320 nm) 
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En los cromatogramas recogidos en la Figura 79, se observó que a tiempo 0 

(adición de Cys en el momento de inyectar la muestra en HPLC-MS) el 55% de 178 ya

se había transformado en el pico de adición de Cys (masa = 365.16). A los 15 minutos se 

observó un 85 % de conversión, mientras que, a los 30 min el pico de 178 había 

desaparecido por completo. Este resultado confirmaba la alta reactividad de 178 con Cys 

y, por lo tanto, su potencial como sensor de fluorescencia de biotioles.

Figura 79. Análisis HPLC-MS de 178 (5 µM) en tampón HepespH 7.4 a distintos tiempos tras la 
adición de Cys (50 µM)

En base a la propuesta mostrada en la Figura 76, se repitió el estudio de las 

cinéticas de reacción de 178 con biotioles y a las 3 h se adiccionaron 50 equiv de EuCl3 y 

se registraron los correspondientes espectros de emisión de Eu (III) en la zona de 550-

700 nm. Como se muestra en la Figura 80, en todos los casos el producto de la reacción 

de 178 con los biotioles fue capaz de transferir energía al catión Eu (III). El aumento más 

significativo de luminiscencia se produjo con GSH, hasta 7 veces. Con Cys y Hcy la 

luminiscencia aumento 4 veces y con H2S el aumento fue de 2 veces. Hay que señalar 

que, si bien el GSH fue el tiol que produjo menor aumento de fluorescencia tras su 

reacción con 178, en presencia de EuCl3 fue el que produjo un mayor aumento en la 
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emisión de Eu (III). Este diferente comportamiento podría ser debido a la participación 

del GSH en la esfera de coordinación del lantánido
352, 353

. 

Figura 80. Aumentos de fluorescencia de 178 (5 µM), en verde y de EuCl3 (250 µM) en rojo, a las 
3 h de adición de biotioles (ʎex =320 nm) 

El conjunto de resultados indica que la ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178 reacciona 

instantáneamente con cualquiera de los tioles, aunque requiere alta concentración de 

estas para la reacción completa, que se alcanza a 1-1.5 h, con aumentos máximos de 

fluorescencia para Cys y Hcy y mínimo para GSH y que en presencia de EuCl3

sensibiliza la emisión de Eu (III), invirtiéndose el orden en el incremento de luminiscencia 

del catión, siendo máximo para GSH y mínimo para H2S. 

Desde nuestro conocimiento, solo unos pocos artículos han descrito previamente 

sensores de tioles basados en la sensibilización de la luminiscencia de lantanidos 

mediante antenas
354-356

. Todos ellos utilizan una estrategia similar de diseño, consistente 

en la utilización de una estructura capaz de formar complejos estables con Tb (III) unida 

a un fluoróforo orgánico, cuya emisión esta bloqueada por el efecto PET de un 

agrupamiento que es capaz de reaccionar con tioles. Al reacciononar con los tioles se 

desactiva el efecto PET y el fluoróforo transfiere la energia al Tb (III), activandose su 

luminiscencia. 
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A pesar de que nuestros estudios indicaban el alto potencial de 178 como sensor de 

tioles, la dificultad para la entrada celular conjunta de 178 y una sal de Eu (III) limitaba su 

utilización directa para estudios in cellulo. Por ello, con el fin de aumentar la estabilidad 

del complejo con Eu (III) y su penetración celular, se planteó la unión a 178 de una 

estructura fuertemente complejante de lantánidos como es el ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclododecane-1,4,7-triacético (DO3A). Este ácido ha sido ampliamente utilizado 

en la complejación de una gran cantidad de  metales entre los que se encuentra los 

lantanidos
357-360

. Esto permite, por un lado, que el lantanido no se encuentre en su 

estado libre y pueda ser utilizado en medios biológicos sin generar toxicidad, por otro,  

permite que la esfera de coordinación del lantanido esté protegida del agua y que una 

antena pueda transferirle la energía en medios acuosos, pudiendo ser utilizado en 

estudios in cellulo. Así, por ejemplo, Anh Thy Bui et al, diseñaron un sistema de 1,4,7-

triazaciclononano complejado con terbio y unido a tres rotores moleculares que actúan 

como antenas de terbio cuando se inhibe su rotación por aumento de la viscosidad del 

medio (Figura 81). En base a este mecanismo, estos complejos de Tb (III) permitieron la 

visualización mediante FLIM de células cancerosas T24 fijadas
361

. 

Figura 81.  Estructura de los complejos de terbio diseñados por Anh Thy Bui et al
361

. 
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En nuestro caso, se planteó el estudio de la unión del ácido 178 a DO3A mediante 

un enlace amida, a través de un espaciador aminoetileno como se muestra en la Figura 

82. 

Figura 82.  Propuesta del complejo 178-DO3A-EuCl3 para la detección de biotioles.

Como se indica en el Esquema 27, la síntesis del complejo 178-DO3A-Eu(III) (185) 

requirió la adecuada funcionalización de DO3A para introducir el espaciador de 

aminoetileno. Para ello, se llevó a cabo la reacción del triester terbutilico de DO3A (180) 

con N-(2-bromoetil)-ftalimida (179), a reflujo de CH3CN en presencia de 2 equiv de 

Cs2CO3, seguida de desprotección del grupo amino por tratamiento con hidrato de 

hidrazina, obteniendo 182 con rendimiento cuantitativo. Posteriormente, se llevó a cabo 

el acoplamiento de la amina 182 con el ácido 178, utilizando HATU y HOBt en presencia 

de DIPEA como agentes de acoplamiento, obteniendo la correspodiente amida 183 con 

un 53% de rendimiento. A continuación, se llevó a cabo la elimininación de los grupos 

t
Bu por tratamiento con TFA durante 24 h, para obtener 184 con 25 % de rendimiento, 

tras purificación por HPLC-semipreparativo. Finalmente, se llevó a cabo la formación del 

complejo con Eu (III) mediante disolución de 184 en Hepes pH 7.4 (10 mM) y adición de 

una disolución 50 mM de EuCl3, con agitación circular durante 12 h, para la formación del 

complejo 185 de forma cuantitativa. 

Tras la obtención de 185 disuelto en Hepes pH 7.4, se registraron sus espectros de 

emisión en la zona de 380-750 nm, a distintos tiempos tras la adición de cantidades 

crecientes de los tioles Cys, Hcy, GSH y H2S (5-100 equiv), excitando a 320 nm. La 

emisión se registró durante 24 h a intervalos de 3 min. Se observó que, a medida que el 

tiol iba reaccionando con 185, se iba produciendo un incremento en la fluorescencia de 
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la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona generada (máximo de emisión a 460 nm) y de la 

emisión de Eu (máximo de emisión a 616 nm). Como se muestra en la Figura 83, al igual 

que con el ácido 178, el incremento era dependiente del número de equivalentes de tiol 

adicionados, obteniendo los mayores incrementos con la adición de 100 equiv.  En todos 

los casos, a 1-1.5 h de la adición del tiol, tanto la fluorescencia de la 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona como la luminiscencia de Eu(III) fueron máximas, 

aunque la reacción con Cys fue más rápida, alcanzándose máximos de emisión a partir 

de los 25 minutos. Hay que señalar que, al igual que con 178, en la adición de GSH y 

H2S, después de alcanzar los máximos de luminiscencia a los 100 y 20 minutos, 

respectivamente, se observó una caída en la emisión, recuperándose posteriormente los 

valores máximos de fluorescencia. Estos resultados podrían ser debidos a la ya 

comentada reversibilidad en la adición de Michael
16,17

. 

Esquema 27. Síntesis del complejo 178-DO3A-EuCl3 (185).
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Figura 83. Variaciones en la intensidad de emisión de 185 (5μM en Hepes pH 7.4) a 616 nm 
(ex = 320 nm) al aumentar el tiempo tras la adición de tioles (5-100 Equiv.). a) Cys; b) Hcy; c) 

GSH; d) H2S. 

Figura 84. Aumentos de fluorescencia del complejo 185 (5 µM en Hepes) a 460 nm (máximo de 

emisión de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona, en azul) y a 616 nm (máximo de Eu, en rojo) 

a 1 h de adición de diferentes biotioles (100 Equiv.) (ʎex= 320 nm). 
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Al comparar los incrementos de fluorescencia que producen la adición de los 

diferentes tioles sobre la emisión de 185, representados en la Figura 84, con los ya 

comentados para el ácido 178, se observó un comportamiento similar, aunque con 

algunas diferencias. Tanto a 460 como a 616 nm, los aumentos de fluorescencia fueron 

mayores para Cys y Hcy. En ambos casos, a diferencia de 178, los aumentos a 460 nm 

fueron superiores a los observados a 616 nm, indicativos de que la transferencia de 

energía al Eu(III) es menos eficente, posiblemente porque la distancia que separa el 

anillo de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona del catión sea mayor en 185. Sin embargo, 

el comportamiento de este complejo frente a GSH y H2S fue muy similar al de 178, con 

una transferencia máxima de energía para GSH. 

El conjunto de resultados es indicativo del alto potencial del uso conjunto de la  

ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178 y una sal de Eu(III) como sensor off/on de tioles en 

estudios in vitro y de su complejo 185 como sensor en estudios in cellulo, aunque con 

poca selectividad con respecto al tiol. En sistemas multicanal sería posible la detección 

selectiva de GSH mediante detección ratiométrica en base a la relación de intensidades 

de emisión a 460 nm y a 616 nm. Sin embargo, estos resultados son preliminares y 

habría que confirmarlos con la determinación de los límites de detección para cada uno 

de los biotioles y con estudios de imagen in cellulo. Estos estudios serán realizados en 

un próximo futuro, aunque fuera del marco de esta tesis. 

2.2.6. Conclusiones

De los resultados descritos en este capítulo se pude concluir: 

1. El fosfonato derivado de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 67 y el correspondiente 

carboxilato de metilo 73 son fluoróforos solvatocrómicos, que emiten en la zona azul 

del espectro y cuya fluorescencia se incrementa al aumentar la polaridad del medio y 

al coordinarse con los cationes Zn
2+

 y Mg
2+

.  

2. En disolventes orgánicos las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas 67 y 73 se 

coordinan con el catión Eu
3+

, formando complejos estables de estequiometría EuL2 y 

coordinación 8. La excitación de estos fluoróforos sensibiliza selectivamente la 

emisión de luz de Eu
3+

, fundamentalmente de la banda 
5
D0

7
F2, actuando como 

antenas de la luminiscencia de este lantánido. La coordinación de Eu
3+ 

desplaza los 
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máximos de absorción de 67 y 73 de ≈350 nm a 320 nm, incrementa sus 

rendimientos cuánticos y disminuye el tiempo de vida de fluorescencia de Eu
3+

. Los 

complejos no son estables en H2O, su adición elimina la luminiscencia del lantánido y 

revierte a la fluorescencia de la antena. 

3. La simplificación de la estructura tricíclica de dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona de 

67 y 73 a la bicíclica de quinolin-2-ona en los análogos de carbostirilo 171 y 172

produce un desplazamiento hipsocrmico de ≈ 10 nm en los máximos de absorcin y 

de 30-100 nm en los máximos de emisión, dando lugar a fluoróforos que, a diferencia 

de 67 y 73, no son solvatocrómicos y que, en disolventes orgánicos, sensibilizan 

selectivamente la luminiscencia del catión Tb
3+

. Los complejos de este catión con 

171 ó 172 tampoco fueron estables en H2O. Este disolvente quenchea la 

luminiscencia del lantánido. 

4. La alta sensibilidad de la luminiscencia de los complejos de los ésteres derivados de 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona 67 y 73 y de carbostirilo 171 y 172 al quenching 

por H2O les convierte en buenos sensores de trazas H2O en disolventes orgánicos y 

de humedad en materiales orgánicos. Los límites de detección de agua 

determinados para los complejos Eu-67 y Tb-171 en CH3CN son comparables a los 

de los mejores sensores fluorescentes de H2O descritos en la bibliografía. 

5. A diferencia del éster metílico 73, su correspondiente ácido carboxílico 74 sensibiliza 

la emisión de Eu
3+

 en H2O y no en disolventes orgánicos. Este ácido presenta 

desplazamientos hipsocrómicos en sus máximos de absorción y emisión con 

respecto al éster 73, aumentos en los coeficientes de extinción molar y disminución 

de rendimientos cuánticos. 

6. La introducción de un doble enlace adicional en el ácido 74 para dar lugar al 

derivado de ciclopenta[de]quinolin-2-ona 178 da lugar a un desplazamiento 

batocrómico de 85-100 nm en el máximo de absorción y perdida de la emisión de 

fluorescencia. Este nuevo ácido carboxílico presenta alta reactividad como aceptor 

de Michael frente a tioles. Teniendo en cuenta estas características, estudios 

preliminares indican el alto potencial de 178 coordinado con una sal de Eu
3+

 como 

sensor in vitro de biotioles. 

7. Con el fin de aumentar la estabilidad de los complejos de 178 con Eu
3+

 para estudios 

in cellulo, se ha preparado un derivado de 178 en el que a su estructura se ha 

anclado la estructura de 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacetico (DO3A), 

frecuentemente utilizada en el campo por su alta capacidad para formar complejos 
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estables con cationes lantánidos. Los estudios preliminares del correspondiente 

complejo de Eu
3+

185 indican su potencial como sensor de biotioles para estudios in 

cellulo. 
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3. CONCLUSIONES GENERALES 
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Del conjunto de resultados descritos en esta Memoria se deducen las siguientes 

conclusiones: 

 Se ha diseñado y puesto a punto una metodología general para la preparación 

de derivados de 4,5-quinolimidas, con diversidad de sustituyentes, como nuevos 

fluoróforos con aplicación en diversos biosensores de fluorescencia. Así mismo, se han 

desarrollado metodologías sintéticas adecuadas para la preparación de aminoácidos 

portadores de los nuevos fluoróforos y de reactivos apropiados para el marcaje de 

péptidos y proteínas. 

 En general, los nuevos fluoróforos derivados de quinolimida son altamente 

fluorogénicos y solvatocrómicos y presentan importantes ventajas con respecto a los 

análogos derivados de naftalimida, una de las familias de fluoróforos más conocidas y 

utilizadas en el desarrollo de biosensores de fluorescencia, tales como: a) 

desplazamientos batocrómicos en los máximos de absorción y emisión; b) mayores 

desplazamientos de Stokes; c) mejor comportamiento solvatocrómico y d) mayor 

solubilidad en H2O. 

 La estructura de los sustituyentes sobre el esqueleto de quinolimida determina el 

mecanismo dominante en la emisión de fluorescencia, modulando el comportamiento 

fotofísico del fluoróforo mediante transferencia intramolecular de carga (ITC) o mediante 

transferencia electrónica fotoinducida (PET). De esta forma, en las quinolimidas 

portadoras de buenos grupos dadores de electrones en posición 9, como los grupos 

metoxilo y amino, la emisión se produce por mecanismo ITC, siendo altamente 

fluorogénicos y solvatocrómicos en medios apolares y buenos sensores de interacciones 

proteína-proteína. Mientras que, en las quinolimidas portadoras de un grupo 

(dimetilamino)etilo protonable, capaz de inhibir la emisión por efecto PET, dependiendo 



Conclusiones Generales 

184 

del carácter electrodonador de otros grupos presentes en el fluoróforo, predomina el 

efecto PET, dando lugar a fluoróforos solvatocrómicos inversos sensores de H2O y de 

acidez, o predomina el mecanismo ITC, dando lugar a fluoróforos solvatocrómicos, o a  

fluoróforos intermedios entre los dos tipos. 

 Se ha demostrado que las quinolimidas con buenos grupos dadores de 

electrones en posición 9, que emiten por un mecanismo ITC, constituyen buenas 

herramientas para el estudio de la agregación del péptido -amiloide y son buenos 

sensores in vitro e in cellulo de la interacción de la quinasa CDK5 con la proteína 

reguladora p25. Entre los grupos amino estudiados en la posición 9 del esqueleto de 

quinolimida, el anillo de azetidina es el que da lugar a mejores propiedades fotofísicas 

del fluoróforo para su utilización en biosensores. 

 Entre las quinolimidas y naftalimidas portadoras del grupo (dimetilamino)etilo, las 

portadoras del grupo OMe en posición 9 se localizan en el citoplasma de macrófagos, 

mientras que las portadoras de grupos amino en esta posición se localizan en el núcleo 

celular, se unen al ADN como intercalantes y podrían tener aplicación como sondas 

fluorescentes para la visualización microscópica del núcleo.  

 Las dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas portadoras de grupos fosfonato o 

carboxilato en posición 3 se coordinan con el catión Eu
3+

 y, tras su excitación UV, 

transfieren energía al catión, actuando como antenas de la luminiscencia del lantánido. 

La simplificación de la estructura de estas dihidrociclopenta[de]quinolin-2-onas para dar 

quinolin-2-onas, análogas de carbostirilo, ha conducido a antenas selectivas de la 

emisión de Tb
3+

. En ambos casos, los complejos de Eu
+3

 y de Tb
+3

 no son estables en 

disolventes polares próticos, anulándose el efecto de antena. Esta alta sensibilidad de la 

luminiscencia de los lantánidos a los disolventes próticos, permite la utilización de estas 

antenas como sensores de H2O comparables a los mejores sensores de fluorescencia de 

humedad descritos en la literatura. Sin embargo, por el contrario, los compuestos 

análogos, portadores de grupos ácido carboxílico en lugar del carboxilato, si forman 

complejos estables en H2O con  Eu
+3

 o Tb
+3

, actuando como antenas de los lantánidos 

en este disolvente, pero no en disolventes apolares. 

 La introducción de un doble enlace en la estructura de 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona da lugar a la correspondiente ciclopenta[de]quinolin-

2-ona, que no es fluorescente, pero es muy reactiva frente a tioles en una reacción de 

adición de Michael, dando lugar a los correspondientes derivados de 

dihidrociclopenta[de]quinolin-2-ona, capaces de sensibilizar la emisión de Eu
+3

. Los 
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resultados preliminares descritos en esta Memoria indican que este comportamiento 

convertiría a la ciclopenta[de]quinolin-2-ona portadora de un ácido carboxílico en 

posición 3 en la primera antena de lantánidos sensor OFF-ON de biotioles por un 

mecanismo de adicción de Michael. Con el fin de aumentar la estabilidad de los 

complejos de este derivado de quinolin-2-ona con lantánidos y facilitar la penetración 

celular en estudios in cellulo, esta estructura se ha anclado al ácido 1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-1,4,7-triaácetico (DO3A), fuertemente complejante de lantánidos. 

Los estudios preliminares de este conjugado confirman sus buenas características como 

sensor de biotioles. 

 En resumen, se ha diseñado, sintetizado y estudiado una nueva familia de 

fluoróforos y de antenas de lantánidos que han demostrado un alto potencial como 

herramientas para el desarrollo de novedosos biosensores de fluorescencia. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 
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4.1. PRODUCTOS DE PARTIDA COMERCIALES

1-(2-Amino-4-metoxifenil)etan-1-ona FLUOROCHEM

Acetona-d6 MERCK

Ácido acético glacial SCHARLAU

Ácido cianacético ALDRICH

Ácido dietilfosfonoacético ALDRICH

AlCl3 FLUKA

(S)-3-Amino-2-(Boc-amino)-propiónico PANCREAC

2-Aminoetanol ALDRICH

Anhídrido acético ALDRICH

Azetidina ALDRICH

Azodicarboxilato de dietilo ALDRICH

BBr3 ALDRICH

N-Boc-2-bromoetilamina ALDRICH

N-Boc-1,4-butanodiamina ALDRICH

N-Boc-etilendiamina ALDRICH

4-Bromo-1,8-anhidrido naftálico ALDRICH

Bromuro de ácido bromoacético ALDRICH

N-Bromosuccinimida FLUKA

N-Butilamina ALDRICH
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3-Cloro-3-oxopropionato de metilo ALDRICH

CBr4 ABCR

CDCl3 ALDRICH

CD3OD ALDRICH

Clarcel® ALDRICH

CrO3 ALDRICH

Cs2CO3 FLUKA

DBU ALDRICH

DDQ ALDRICH

Trans-1,4-Diaminaciclohexano ALDRICH

N,N-Dimetiletilenamina ALDRICH

DMSO-d6 EURISO

Disolución saturada de metilamina en EtOH ALDRICH

DIPEA ALDRICH

D2O EURISO

DO3A ABCR

EDC ALDRICH

Et3N ALDRICH

EuCl3 ALDRICH

Fmoc-Osu ALDRICH

HATU ALDRICH

HCl 35% PANREAC

Monohidrato de hidrazina ALFA

HOBt ALDRICH

K2CO3 ALDRICH

Maleimida ALDRICH

6-Metoxi-7-nitro-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona ALDRICH

NaH (suspensión en aceite mineral) ALDRICH

NaHCO3 ALDRICH

Na2SO4 ALDRICH

Alcohol neopentílico ALDRICH

POCl3 ALDRICH

tert-Butil (2-aminoetil)carbamato ALDRICH

N-Boc-L-cisteina ALDRICH
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TFA ALDRICH

THF seco ALDRICH

TMSBr ALDRICH

Todos los disolventes empleados fueron comerciales y se secaron y purificaron 

utilizando métodos estándar. 
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4.2. METODOS GENERALES 

 Los disolventes y los reactivos empleados fueron adquiridos de las casas 

comerciales habituales. Las cromatografías analíticas en capa fina fueron realizadas 

sobre cromatofolios de 0.2 mm de espesor, con gel de sílice de tipo 60, Merck F254. Los 

compuestos se detectaron con luz UV a 254 nm y/o a 365 nm. Las separaciones 

cromatográficas en columna de media presión (flash) se realizaron con gel de sílice 

Merck 60 (230-400 mesh) o empleando cartuchos SNAP de Sílice KP-SIL de 5 g (12 x 75 

mm), 10 g (12 x 150 mm) o 50g (39 x 81 mm) y KP-C18-HS 12g (12 x 150 mm), 

utilizando un equipo Biotage Isolera One. Los eluyentes se indican en cada caso y las 

proporciones indican la relación volumen:volumen. Los puntos de fusión se determinaron 

en un aparato Mettler Toledo M170. Los espectros de 
1
H-,

13
C- y 

15
N-RMN se han se 

registraron a temperatura ambiente y a temperatura variable en los espectrómetros

Varian-INOVA 300 (
1
H, 300 MHz; 

13
C, 75 MHz), Varian-INOVA 400 (

1
H, 400 MHz; 

13
C, 

100 MHz), Varian Mercury 400 (
1
H, 400 MHz; 

13
C, 100 MHz) y Varian Unity 500 (

1
H, 400 

MHz; 
13

C, 125 MHz). En las muestras disueltas en CDCl3 se utilizó TMS como referencia 

interna, y en el resto se empleó la señal correspondiente al disolvente utilizado. En 

aquellos compuestos cuyos espectros monodimensionales presentaban complejidad, la 

asignación de las diferentes señales se realizó con la ayuda de espectros de correlación 

homonuclear 
1
H-

1
H COSY, y espectros de correlación heteronuclear 

1
H-

13
C de tipo 

HSQC o/y HMBC. En el caso de haber dos núcleos de carbono en la asignación de una 
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señal, esta corresponde al núcleo indicado en cursiva. Los análisis HPLC-MS se llevaron 

a cabo en un equipo Waters 12695, equipado con columnas de fase reversa, conectado 

a un espectrómetro Waters Micromass ZQ, utilizando diferentes gradientes que serán 

indicados en cada caso. La columna utilizada fue Sunfire C18 (2.1 x 50 mm, 3.5 µm). El 

flujo utilizado fue de 0.5 ml/min y se 

utilizaron diferentes gradientes de disolución al 0.1% de HCOOH en CH3CN (disolvente 

A) y disolución al 0.1% de HCOOH en agua (disolvente B) como eluyentes. Se utilizó 

detección por espectrometría de masas con monitorización de temperatura con sensor 

transversal de IR. La espectrometría de masas de alta resolución (HRMS) fue realizada 

en un espectrómetro de masas Agilent 6520 Q-TOF con una fuente ESI en modo 

positivo. Los experimentos de irradiación de microondas fueron realizados en un reactor 

de microondas monomodo Emrys
TM

 Synthesizer (Biotage AB).  

Las rotaciones ópticas fueron determinadas en un polarímetro Perkin Elmer 141. 
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4.3. NUEVOS FLOURÓFOROS SOLVATOCRÓMICOS DERIVADOS 

DE QUINOLIMIDA 

4.3.1. SÍNTESIS DE 9-METOXI-QUINOLIMIDAS 

4.3.1.1. Síntesis de 7-amino-6-metoxi-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona
170

(64)

A una disolución de 6-metoxi-7-nitro-2,3-dihidro-1H-inden-1-ona 63 (10 

g, 48.3 mmol) en ácido acético (150 ml) se le añadió Fe
0
 polvo (10.8 g, 

193 mmol) y la mezcla se agitó a 70ºC durante 2 horas. La reacción se 

dejó enfriar, formándose un precipitado, que se filtró y el sobrenadante, 

se evaporó a sequedad. El crudo de reacción se disolvió en AcOEt (300 

ml) y la disolución resultante se lavó con agua (100 ml) y salmuera (100 ml), se secó 

sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad, obteniendo el derivado deseado 64 (8.8 g, 

100%) como un sólido marrón. Pf: 64 ºC. Este compuesto se usó en el siguiente paso sin 

purificación adiccional. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 3.08 min. 

1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 2.65 (m, 2H, 2-H), 2.98 (m, 2H, 3-H), 3.85 (s, 3H, OMe), 

5.68 (sa, 2H, NH2), 6.58 (dd, 1H, J = 8 y 1 Hz, 4-H), 6.91 (dd, 1H, J = 8 y 1 Hz, 5-H).
13

C-

RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 24.8 (C3), 37.1 (C2), 56.2 (COMe), 112.0 (C4), 116.3 (C5), 120.4 

(C7a), 137.5 (C7), 144.6 (C6), 146.7 (C3a), 208.1 (C1). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C10H11NO2 ([M+H]
+
): 178.0790, Encd: 178.0788. 
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4.3.1.2. Síntesis de (2-((5-metoxi-3-oxo-2,3-dihidro-1H-inden-4-il)amino)-2-oxoetil) 

fosfonato de dietilo
170

(65)

A una disolución de 64 (8.8 g, 49.7 mmol) y ácido 

dietilfosfonoacético (8.8 ml, 54.6 mmol) en CH2Cl2 seco (300 

ml), se añadió HATU (22.7 g, 59.6 mmol) y DIPEA (21.6 ml, 

124 mmol). La disolución se agitó a temperatura ambiente 

durante 3 horas. Después de este período, la transformación 

fué incompleta, entonces se añadió más ácido 

dietilfosfonoacético (4.0 ml, 24 mmol), HATU (9.4 g, 29.4 mmol) y DIPEA (4.3 ml, 29.4 

mmol). La mezcla se agitó 2 horas más y se lavó sucesivamente con HCl 0.2 N (100 ml), 

NaOH 0.2 N (100 ml), agua (100 ml) y salmuera (100 ml). La fase orgánica se secó 

sobre Na2SO4 y se evaporó a presión reducida. El residuo se purificó por cromatografía 

flash, usando gradiente 0-20% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el 

producto deseado 65 (16.0 g, 76 %) como un sólido amarillo pálido. Pf: 113 ºC. HPLC-

MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 1.30 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

1.29 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 2.60 (m, 2H, 2-H), 2.95 (m, 2H, 1-H), 3.03 [d, 2H, J = 21 

Hz, CH2P(OEt)2], 3.80 (s, 3H, OMe), 4.16 [m, 4H, CH2(OEt)], 7.12 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 6-

H), 7.18 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.75 (br s, 1H, NH). 
13

C-RMN (Cl3CD, 100 MHz) δ: 16.0 

y 16.1 [CH3(OEt)], 24.1 (C1), 35.3 [d, J = 131 Hz, [CH2P(OEt)2], 37.0 (C2), 56.2 (COMe), 

62.3 y 62.4 [CH2(OEt)], 118.6 (C6), 122.2 (C4), 123.8 (C7), 130.3 (C3a), 146.5 (C7a), 151.6 

(C5), 162.1 (d, J = 4 Hz, CONH), 204.7 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H22NO6P 

([M+H]
+
): 356.1185, Encd: 356.1193. 

4.3.1.3.  Síntesis de las quinolinonas 66, 67, 69 y 71 y las quinolinas 68 y 70. 

Método A: A una disolución de 65 (1.0 g, 2.8 mmol) en DMF seca (18 ml) se añadió NaH 

(94 mg, 2.8 mmol) y la mezcla se calentó a 180ºC mediante irradiación por MW durante 5 

minutos. A continuación, el disolvente se evaporó a sequedad. El residuo se disolvió en 

CH2Cl2 (20 ml) y la disolución se lavó con H2O (5 ml), se secó sobre Na2SO4 y se 

evaporó hasta sequedad. El crudo de a reacción se purificó por cromatografía flash, 

usando gradiente 0-5 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener las 

quinolinonas 66 (203 mg, 36 %) y 67 (341mg, 36 %), conjuntamente con trazas (menos 

del 5%) de 69, 71 y de las quinolinas 68 y 70. 
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Método B: A una disolución de 65 (54 mg, 0.15 mmol) en THF seco (3 ml), se añadieron 

LiCl (19 mg, 0.45 mmol) y DBU (68 μL, 0.45 mmol). La disolucin se agit a temperatura 

ambiente durante 24 horas. Después, el disolvente, se evaporó y el crudo de reacción se 

disolvió en CH2Cl2 (20 ml). La disolución resultante se lavó con H2O (5 ml) y salmuera (5 

ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad. El residuo se purificó mediante 

cromatografía flash, usando gradiente 0-5 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, 

obteniendo la quinolinona 67 como único producto (50 mg, 100%). 

4.3.1.3.1. 8-Metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-ona
170

(66) (Método A)

Sólido blanco. Pf: 275 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 

10 min) tR = 1.86 min. 
1
H-RMN (CD3OD/CDCl3 1:1, 500 MHz) δ: 3.25 

(m, 4H, 4-H y 5-H), 3.95 (s, 3H, OMe), 6.37 (s, 1H, 3-H), 7.04 (d, 1H, 

J = 8 Hz, 7-H), 7.08 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H), 7.76 (s, 1H, NH).
13

C-RMN 

(CD3OD/CDCl3 1:1, 125 MHz) δ: 30.7 (C5), 31.2 (C4), 56.7 (COMe), 

113.8 (C3), 114.2 (C7), 118.6 (C6), 126.2 (C8a), 128.5 (C3b), 138.2 (C5a), 145.2 (C8), 162.7 

(C2), 167.1 (C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C12H11NO2 ([M+H]
+
): 202.0790, Encd: 

202.0792. 

4.3.1.3.2.  Síntesis de (8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]-quino-lin-3-il)-

fosfonato de dietilo (67) (Método B) 

Sólido amarillo. Pf: 210 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de 

A en B, 10 min) tR = 2.31 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

1.34 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 3.19 (t, 2H, J = 5.5 Hz, 5-H), 

3.55 (m, 2H, 4-H), 3.91 (s, 3H, OMe), 4.24 [m, 4H, CH2(OEt)], 

6.96 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H), 7.00 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 9.04 

(br s, 1H, NH). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 16.5 y 16.6 [CH3(OEt)], 30.2 (C5), 33.8 

(C4), 56.5 (COMe), 62.5 y 62.6 [CH2(OEt)], 114.3 (d, J = 197 Hz, C3), 114.9 (C7), 117.3 

(C6), 126.6 (d, J = 16.5 Hz, C3b), 126.7 (C8a), 139.2 (C5a), 143.2 (C8), 162.5 (d, J = 14 Hz, 

C2), 171.1 (d, J = 9 Hz, C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H20NO5P ([M+H]
+
): 

338.1079, Encd: 338.1085. 
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4.3.1.3.3. Síntesis de 2-etoxi-8-metoxi-4,5-dihidrociclo-penta[de]quinolina (68) (Método A) 

(15 mg, 0.8 %). Sólido amarillo. Pf: 75 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 4.72 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) 

δ: 1.43 [t, 3H, J = 7, CH3(OEt)], 3.31 (m, 4H, 4-H y  5-H), 4.04 (s, 

3H, OMe), 4.57 [c, 2H, J = 7 Hz, CH2(OEt)], 6.68 (s, 1H, 3-H), 6.99 

(d, 1H, J = 7.5 Hz, 7-H), 7.09 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 14.8 

[CH3(2-OEt)], 29.8 (C5), 30.9 (C4), 56.7 (COMe), 62.1 [CH2(OEt)], 107.4 (C3), 111.5 (C7), 

117.7 (C6), 133.1 (C3b), 135.3 (C8a), 137.1 (C5a), 151.3 (C8), 158.3 (C3a), 164.4 (C2). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H15NO2 ([M+H]
+
): 230.1103, Encd: 230.1106.

4.3.1.3.4. Síntesis de 1-etil-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-ona-(69) 

(Método A)  

(8 mg, 0.4 %). Sólido marrón. Pf: 88 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 4.32 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

1.32 [t, 3H, J = 7, CH3(1-Et)], 3.16 (m, 4H, 4-H y 5-H), 3.92 (s, 3H, 

OMe), 4.61 [c, 2H, J = 7, CH2(1-Et)], 6.48 (s, 1H, 3-H), 6.98 (d, 1H, J 

= 8, 6-H), 7.03 (d, 1H, J = 8, 7-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 

15.3 [CH3(1-Et)], 29.6 (C5), 29.7 (C4), 40.5 [CH2(1-Et)], 57.1 (COMe), 114.4 (C3), 115.6 

(C7), 117.6 (C6), 127.7 (C8a), 128.9 (C3b), 138.6 (C5a), 145.6 (C8), 157.8 (C3a), 164.6 (C2). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H15NO2 ([M+H]
+
): 230.1105, Encd: 230.1103.

4.3.1.3.5. Síntesis de (2-etoxi-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-3-il)-fos-fonato 

de dietilo (70) (Método A) 

(20 mg, 1 %). Sólido amarillo. Pf: 79 ºC. HPLC-MS (gradiente 

30-95% de A en B, 10 min) tR = 4.43 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 

400 MHz) δ: 1.30 [t, 3H, J = 7 Hz, CH3(2-OEt)], 1.35 [t, 6H, J 

= 7 Hz, CH3[PO(OEt2)], 3.14 (t, 2H, J = 6 Hz, 5-H), 3.52 (m, 

2H, 4-H), 3.91 (s, 3H, OMe), 4.27 [m, 4H, CH2[PO(OEt2)],, 

4.57 [c, 2H, J = 7 Hz, CH2(2-OEt)], 7.01 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H), 7.11 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-

H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 15.1 [CH3(2-OEt)], 16.6 y 16.7 [CH3PO(OEt2)], 29.5 
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(C5), 32.8 (d, J = 2 Hz, C4), 40.8 [CH2[PO(OEt2)],], 57.1 (COMe), 62.5 y 62.6 

[CH2[PO(OEt2)], 114.19 (d, J = 200 Hz, C3), 117.7 (C7), 117.8 (C6), 127.9 (d, J = 16.5 Hz, 

C3b), 128.9 (d, J = 2 Hz, C8a), 140.8 (C5a), 145.1 (C8), 162.5 (d, J = 13.5 Hz, C2), 168.35 

(d, J = 9 Hz, C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H24NO5P ([M+H]
+
): 366.1392, Encd: 

366.1392. 

4.3.1.3.6. Síntesis de (1-etil-8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quino-lin-3-

il)fosfonato de dietilo  (71) (Método A) 

(10 mg, 0.5 %). Sólido marrón. Pf: 110 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 5.08 min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 1.34 [t, 6H, J = 7, CH3(OEt)], 1.46 [t, 3H, 

J = 7 Hz, CH3(1-Et)], 3.27 (m, 2H, 5-H), 3.66 (m, 2H, 4-H), 

4.03 (s, 3H, OMe), 4.06-4.32 [m, 4H, CH2(OEt)], 4.64 [c, 2H, J

= 7 Hz, CH2(1-Et)], 7.09 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 7-H), 7.14 (dd, 1H, J = 7.5 y 0.5 Hz, 6-H). 
13

C-

RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 14.6 [CH3(1-Et)], 16.5 y 16.6 [CH3(OEt)], 29.9 (C5), 34.0 (C4), 

56.9 (COMe), 62.2 y 62.3 [CH2(OEt)], 62.9 [CH2(1-Et)], 107.8 (d, J = 191 Hz, C3), 114.1 

(C7), 118.3 (C6), 132.29 (d, J = 13 Hz, C3b), 136.4 (C8a), 138.9 (C5a), 151.0 (C8), 163.0 (d, 

J = 7 Hz, C2), 168.2 (d, J = 8.5 Hz, C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H24NO5P 

([M+H]
+
): 366.1392, Encd: 366.1399.

4.3.1.4.  Síntesis de 3-[(5-metoxi-3-oxo-2,3-dihidro-1H-inden-4-il)amino]-3-oxopro-

pionato de metilo (72) 

A una disolución de 7-amino-6-metoxi-2,3-dihidro-1H-inden-1-

ona 64 (830 mg, 4.68 mmol) en CH2Cl2 seco (8 ml), se añadió  

3-cloro-3-oxopropionato de metilo (750 L, 7.02 mmol) y la 

mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 5 horas. El 

crudo de reacción se evaporó a presión reducida. El residuo se 

redisolvió en CH2Cl2 (300 ml) y la disolución se lavó con H2O 

(100 ml) y salmuera (100 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad, para 

obtener el compuesto deseado 72 (1.290 mg, 100 %) como un sólido marrón. Pf: 138 ºC. 



Parte Experimental 

200 

HPLC-MS (30-95% gradiente de A en B, 10 min) tR = 1.21 min.
1
H-RMN (CDCl3, 400 

MHz) δ: 2.62 (m, 2H, 2-H), 2.96 (m, 2H, 1-H), 3.49 (s, 2H, CH2-CO2Me), 3.75 (s, 3H, 

OMe), 3.82 (s, 3H, CO2Me), 7.14 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 6-H), 7.19 (dt, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 7-

H), 9.16 (s, 1H, NH).
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 24.5 (C1), 37.8 (CH2-CO2Me), 41.7 

(C2), 52.5 (COMe), 56.7 (CCO2Me), 119.2 (C6), 122.6 (C3a), 124.1 (C7), 130.4 (C4), 147.0 

(C7a), 152.0 (C5), 163.2 (CONH), 169.3 (CCO2Me), 205.8 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. 

para C14H15NO5 ([M+H]
+
): 278.0950, Encd: 278.1027.

4.3.1.5. Síntesis de 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3-car-

boxilato de metilo (73) 

A una disolución de 72 (1.290 g, 4.65 mmol) en MeOH (8 ml) se 

añadió K2CO3 (707 mg, 5.12 mmol) y se calentó a 70 ºC 

mediante irradiación de MW durante 30 minutos. La mezcla de 

reacción se enfrió y se evaporó hasta sequedad. Después, el 

crudo de reacción se disolvió en CH2Cl2 (300 ml), la 

disoluciónse lavó sucesivamente con H2O (100 ml), salmuera (100 ml), se secó sobre 

Na2SO4 y se evaporó a presión reducida, para obtener el producto deseado 73 (1.185 g, 

100%) como un sólido amarillo, utilizándose el compuesto en el siguiente paso sin 

purificación adicional. Pf: 236 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 

2.21 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.18 (m, 2H, 5-H), 3.46 (m, 2H, 4-H), 3.87 (s, 6H, 

OMe), 6.93 (dt, 1H,  J = 8 y 1 Hz, 6-H), 6.96 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 

MHz) δ: 30.4 (C5), 33.5 (C4), 52.2 (COMe), 56.4 (CCO2Me), 114.8 (C7), 116.6 (C3), 117.4 

(C6), 126.4 (C3b), 126.6 (C8a), 139.3 (C5a), 143.2 (C8), 161.2 (C2), 165.8 (CCO2Me), 167.1 

(C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H13NO4 ([M+H]
+
): 260.0844, Encd: 260.0923. 

4.3.1.6. Síntesis del ácido 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta-[de]-quino-

lina-3-carboxílico (74) 

73 (50 mg, 0.193 mmol) se disolvió en una disolución de NaOH 2N (5 ml) y la mezcla se 

agitó a reflujo durante 3 horas. A continuación, la disolución se enfrió a temperatura 

ambiente y se añadió AcOEt (50 ml) y disolución 2 N de HCL hasta pH=2.
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La mezcla resultante se extrajo con AcOEt (3×100 ml). Las fases 

orgánicas combinadas se secaron sobre Na2SO4 y se evaporaron 

a sequedad, para obtener 74 (47 mg, 100 %) como un sólido 

marrón. Pf: 236 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 

min) tR= 2.4 min.
1
H-RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ: 3.15 (m, 2H, 5-

H), 3.51 (m, 2H, 4-H), 3.85 (s, 3H, OMe), 6.93 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H), 6.98 (d, 1H, J = 

7.5 Hz, 7-H).
13

C-RMN (DMSO-d6, 125 MHz) δ: 29.3 (C5), 32.5 (C4), 55.5 (COMe), 112.0 

(C7), 114.7 (C6), 116.4 (C3), 130.9 (C3b), 136.3 (C8a), 137.8 (C5a), 149.6 (C8), 167.6 (C2), 

169.4 (CO2H), 174.0 (C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C13H11NO4 ([M+H]
+
): 246.0694, 

encontrada: 246.0767. 

4.3.1.7. Síntesis de 2-cloro-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolina
170

(75)

Una disolución de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-ona 66 (1.8 

g, 8.9 mmol) se disolvió en POCl3 (30 ml, 322 mmol). La disolución 

se agitó a 110 ºC durante 45 minutos. A continuación, el disolvente 

se evaporó a presión reducida y el crudo de reacción se disolvió en 

CH2Cl2 (100 ml). La disolución resultante se lavó sucesivamente con NaOH 1N (50 ml), 

agua (50 ml) y salmuera (50 ml, se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad. El 

residuo se purificó mediante cromatografía flash, usando un gradiente 0-3% de MeOH en 

CH2Cl2 como eluyente, obteniendo el compuesto deseado 75 (1.9 g, 100%) como un 

sólido blanco. Pf: 135 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 5.15 min. 

1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.13-3.56  (m, 4H, 4-H y 5-H), 4.01 (s, 3H, OMe), 7.01 (d, 

1H, J = 8 Hz, 7-H), 7.16 (s, 1H, 3-H), 7.22 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 

MHz) δ: 29.5 (C5), 31.1 (C4), 56.1 (COMe), 111.0 (C7), 117.3 (C3), 120.4 (C6), 134.6 (C3b), 

136.7 (C8a y C5a), 151.6 (C2), 151.7 (C8), 159.1 (C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C12H10NOCl ([M+H]
+
): 220.0451, Encd: 220.0445. 
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4.3.1.8.  Síntesis de (2-cloro-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta-[de]-quinolin-3-il)fosfo-

nato de etilo y metilo (79)      

Una disolución de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-ona 76 

(100 mg, 0.3 mmol) en POCl3 (1.2 ml, 13 mmol) se agitó a 110 

ºC durante 45 minutos. A continuación, se evaporó el disolvente 

a presión reducida y se disolvió en CH2Cl2 (100 ml). La 

disolución se lavó con NaOH 1N (50 ml), H2O (50 ml) y salmuera 

(50 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad. El crudo de reacción se purificó 

mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 0-4 % de MeOH en CH2Cl2 como 

eluyente, para obtener el compuesto deseado 79 (14 mg, 14 %) como un sólido blanco. 

Pf: 88 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 3.44 min.
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 1.37 [t, 3H, J = 7 Hz, CH3PO(OEt)], 3.33 (m, 2H, 5-H), 3.77-3.81 (m, 

2H, 4-H), 3.84 [s, 3H, CH3PO(OMe)], 4.04 (s, 3H, OMe), 4.21 [m, 2H, CH2 PO(OEt)], 7.17 

(d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 7.34 (dd, 1H, J = 8 y 1.5 Hz, 6-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 

16.4 [CH3PO(OEt)],], 29.8 (C5), 35.1 (C4), 52.8 [CH3PO(OMe)], 56.4 (COMe), 62.8, 62.9 

[CH2PO(OEt)], 113.6 (C7), 116.4 (d, J = 196 Hz, C3), 121.6 (C6), 134.0 (d, J = 12.5 Hz, 

C3a), 137.2 (C8a), 138.6 (C5), 151.3 (d, J = 9 Hz, C2), 151.6 (C8), 169.6 (d, J = 9.5 Hz, C4). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C15H17NO4ClP ([M+H]
+
): 341.0584, Encd: 341.0591. 

4.3.1.9.  Síntesis de (2-cloro-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-3-il)fosfona-

to de dietilo (80) 

Una disolución de la dihidrociclopenta[de]quinolin-2(1H)-ona 

76 (2.8 g, 8.3 mmol) en POCl3 (28 ml, 300 mmol) se agitó a 

110ºC durante 45 minutos. A continuación, se evaporó el 

disolvente a presión reducida y el crudo de reacción se agitó 

en EtOH (20 ml) a temperatura ambiente durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, se 

volvió a evaporar el disolvente y el crudo de reacción se purificó por cromatografía flash, 

usando gradiente 0-7% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el compuesto 

deseado 80 (2.8 g, 96 %) como un sólido amarillo. Pf: 133 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 4.19 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 1.35 [t, 6H, J = 7, 2 

x CH3(OEt)], 3.33 (m, 2H, 5-H), 3.79 (m, 2H, 4-H), 4.03 (s, 3H, OMe), 4.04-4.35 [m, 4H, 
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CH2(OEt)], 7.15 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 7.33 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 

MHz) δ: 16.4 y 16.5 [CH3(OEt)], 29.8 (C5), 35.1 (C4), 56.4 (COMe), 62.6 y 62.7 [CH2(OEt)], 

113.5 (C7), 117.0 (d, J = 195 Hz, C3) 121.6 (C6), 134.1 (d, J = 12 Hz, C3b), 137.1 (C8a), 

138.6 (C5a), 151.5 (d, J = 12 Hz, C2), 151.6 (C8), 169.3 (d, J = 9.5 Hz, C3a). HRMS (ESI) 

m/z: Calcd. para C16H19NO4PCl ([M+H]
+
): 356.0740, Encd: 356.0737. 

4.3.1.10.  Procedimiento general para la síntesis de 8-metoxi-4,5-dihidro-

ciclopenta[de]quinolina (77) y (8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-3-

il)fosfo-nato de dietilo (78) 

A una disolución de la correspondiente 2-cloroquinolina (75 u 80) (4.5 mmol) en 

MeOH (20 ml), se añadió Pd(C) (10% w/w) y la suspensión resultante se hidrogenó a 

temperatura ambiente (20 psi de H2) durante 6 horas. A continuación, se filtró el 

catalizador, se evaporó el disolvente y el crudo de reacción se purificó mediante 

cromatografía flash, usando gradiente 0-10% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para 

obtener los productos deseados 77 y 78. 

4.3.1.10.1. Síntesis de 8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolina
170

(77) 

Se siguió el procedimiento general usando 75 (857 mg, 3.9 mmol) para 

obtener 77 (720 mg, 100 %) como un sólido marrón. Pf: 160 ºC. HPLC-

MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.46 min. 
1
H-RMN 

(CD3OD, 400 MHz) δ: 3.55 (m, 2H, 5-H), 3.76 (m, 2H, 4-H), 4.18 (s, 3H, 

OMe), 7.64 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 7.71 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H), 7.90 (d, 1H, J = 6 Hz, 3-H), 

8.92 (d, 1H, J = 6 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CD3OD, 100 MHz) δ: 30.8 (C5), 34.6 (C4), 57.6 

(COMe), 117.1 (C7), 118.1 (C3), 125.3 (C6), 128.0 (C8a), 137.6 (C3b), 140.8 (C5a), 146.0 

(C2), 148.3 (C8), 172.2 (C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C12H11NO ([M+H]
+
): 186.0841, 

Encd: 186.0843.
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4.3.1.10.2. Síntesis de (8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-3-il)fosfonato de 

dietilo (78) 

Se siguió el procedimiento general usando 80 (925 mg, 2.6 

mmol), para obtener el producto deseado 78 (835 mg, 100 %) 

como un sólido marrón. Pf: 82 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95 

% de A en B, 10 min) tR = 2.25 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 

MHz) δ: 1.34 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 3.36 (m, 2H, 5-H), 

3.66 (m, 2H, 4-H), 4.07 (s, 3H, OMe), 4.07-4.25 [m, 4H, CH2(OEt)], 7.15 (d, 1H, J = 8 Hz, 

7-H), 7.35 (d, 1H, J = 8 Hz, 6-H), 9.06 (d, 1H, J = 5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) 

δ: 16.4 y 16.5 [CH3(OEt)], 29.4 (C5), 33.0 (C4), 56.4 (COMe), 62.3 y 62.4 [CH2(OEt)], 112.4 

(C7), 116.9 (d, J = 190 Hz, C3), 121.1 (C6), 134.7 (d, J = 13 Hz, C3b), 138.5  (C5a), 139.0 

(C8a), 151.8 (d, J = 15 Hz, C2), 152.5 (C8), 163.2 (d, J = 9 Hz, C3a). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C16H20NO4P ([M+H]
+
): 322.1130, Encd: 322.1133. 

4.3.1.11.  Procedimiento general para la oxidación de las 8-metoxi-4,5-

dihidrociclopenta[de]quinolinas 75, 77, 78 y 80. Síntesis de los correspondientes 

anhídridos 85-88. 

Método A: La correspondiente 8-metoxi-4,5-dihidropenta[de]quinolina (75, 77, 78 y 80)

(0.5 mmol) se disolvió en anhídrido acético (3 ml) y se calentó a 110 ºC. A continuación, 

se añadió cuidadosamente CrO3 (4.0 mmol) y se agitó durante 30 minutos. Una vez 

pasado este tiempo, la disolución se volvió de un color verde y se agitó a 110ºC durante 

30 minutos más. A continuación, se añadió HCl concentrado (0.5 ml) y se extrajo el 

crudo con CH2Cl2 (3 x 50 ml). La fase orgánica resultante se lavó sucesivamente con 

H2O (5 ml) y salmuera (5 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad, para 

obtener los correspondientes anhídridos 85-88, los cuales fueron utilizados en el 

siguiente paso sin purificación adicional. 

Método B: La correspondiente 8-metoxi-4,5-dihidropenta[de]quinolina (75, 77, 78 y 80)

(0.5 mmol) se disolvió en una mezcla 5:1 de anhídrido acético/ácido acético (3 ml) a 110 

ºC. A la disolución, se añadió cuidadosamente CrO3 (4.0 mmol) y se agitó durante 30 

minutos. Se formó una disolución verde que se agitó a 110 ºC durante 30 minutos más. A 
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continuación, la mezcla se enfrió a temperatura ambiente y se evaporó el disolvente. El 

crudo se disolvió en CH2Cl2 (25 ml) y se agitó a 40 ºC durante 10 minutos. La suspensión 

verde resultante, se filtró a través de Clarcel
®
 y se evaporó a presión reducida, para 

obtener los correspondientes 85-88, los cuales fueron utilizados en el siguiente paso sin 

purificación adicional. 

4.3.1.11.1. Síntesis de 9-metoxi-4H,6H-pirano[3,4,5-de]quinolina-4,6-diona (85)  

A partir de 77 (56 mg, 0.30 mmol). Sólido naranja (Método A: 40 %; 

Método B: 89 %). HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B, 10 min) tR = 

1.68 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 4.27 (s, 3H, OMe), 7.37 (d, 1H, 

J = 8.5 Hz, 8-H), 8.38 (d, 1H, J = 4 Hz, 3-H), 8.66 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-

H), 9.30 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C12H7NO4 ([M+H]
+
): 230.0375, Encd: 230.0368. 

4.3.1.11.2. Síntesis de (9-metoxi-4,6-dioxo-4H,6H-pirano[3,4,5-de]quinolin-3-il)fosfo-nato 

de dietilo (86) 

A partir de 78 (36 mg, 0.11 mmol). Sólido naranja (Método A: 

51 %; Método B: 91 %). HPLC-MS (gradiente 30-95% de A 

en B, 10 min) tR = 2.19 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

1.43 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 4.28 (s, 3H, OMe), 4.37-4.56 

[m, 6H, CH2(OEt)], 7.42 (d, 1H, J = 8 Hz, 8-H), 8.70 (d, 1H, J

= 8 Hz, 7-H), 9.72 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 2-H). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H16NO7P 

([M+H]
+
): 366.0664, Encd: 366.0671. 

4.3.1.11.3. Síntesis de 2-cloro-9-metoxi-4H,6H-pirano[3,4,5-de]quinolina-4,6-diona (87)  

A partir de 75 (92 mg, 0.42 mmol). Sólido naranja (Método A: 59 %; Método B: 93 %). 

HPLC-MS (gradient 30-95 % de A en B, 10 min) tR = 3.66 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 

MHz) δ: 4.24 (s, 3H, OMe), 7.39 (d, 1H, J = 8 Hz, 8-H), 8.34 (s, 1H, 3-H), 8.62 (d, 1H, J = 

8 Hz, 7-H). 
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HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C12H6NO4Cl ([M+H]
+
): 263.9985, Encd: 

263.9996. 

4.3.1.11.4. Síntesis de (2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-4H,6H-pirano[3,4,5-de]quinolin-3-

il)fos-fonato de dietilo (88)

A partir de 78 (61 mg, 0.17 mmol). Sólido naranja (Método A: 

42 %; Método B: 90 %). HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A 

en B, 10 min) tR = 3.39 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

1.40 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 4.24 (s, 3H, OMe), 4.27-4.43 

[m, 6H, CH2(OEt)], 7.41 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.62 (d, 1H, 

J = 8.5 Hz, 7-H). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H15NO7PCl ([M+H]
+
): 400.0275, Encd: 

400.0259. 

4.3.1.12.  Procedimiento general para la síntesis de las imidas 90-95 

La correspondiente amina (2-aminoetanol, N-butilamina, N-boc-etilendiamina, N,N-

dimetiletilenamina, 0.24 mmol) se añadió a una disolución del correspondiente anhídrido 

(85-88) (0.22 mmol) en EtOH seco (3 ml) y la mezcla se calentó a 120ºC en MW durante 

1.5 horas. A continuación, se evaporó el disolvente y el crudo de la reacción se purificó 

mediánte cromatografía flash, usando gradiente 5-25% de MeOH en CH2Cl2 como 

eluyente, para dar las imidas deseadas 90- 98. 

4.3.1.12.1. Síntesis de 5-(2-hidroxietil)-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6-(5H)-di-

ona (90) 

A partir de 85 (40 mg, 0.17 mmol). Sólido amarillo (31 mg, 67 %,). Pf: 231ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.81 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.97 

(t, 2H, J = 5 Hz, 2´-H), 4.21 (s, 3H, OMe), 4.41 (t, 2H, J = 5 Hz, 1´-H), 7.23 (d, 1H, J = 8.5 

Hz, 8-H), 8.27 (d, 1H, J = 4 Hz, 3-H), 8.53 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 9.16 (d, 1H, J = 4 Hz, 2-

H).
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13
C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 42.9 (C1´), 57.0 (COMe), 61.5 (C2´), 108.9 

(C8), 114.3 (C6a), 123.2 (C3), 124.0 (C9b), 129.5 (C3a), 133.8 (C7), 138.9 

(C9a), 150.5 (C2), 160.8 (C9), 163.6 (C6), 164.1 (C4). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C14H12N2O4 ([M+H]
+
): 273.0797, Encd: 273.0797.

4.3.1.12.2. Síntesis de (5-(2-hidroxietil)-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo[de]-

[2,6]-naftiridina-3-il)fosfonato de dietilo (91)  

 A partir de 86 (27 mg, 0.073 mmol). Sólido amarillo (14 mg, 

47 %). Pf: 174 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 

10 min) tR = 1.17 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 1.30 [t, 

6H, J = 7 Hz, CH3(OEt)], 3.85 (t, 2H, J = 5.5 Hz, 2´-H), 4.11 

(s, 3H, OMe), 4.18-4.44 [m, 6H, 1´-H y CH2(OEt)], 7.23 (d, 

1H, J = 8 Hz, 8-H), 8.53 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 9.52 (d, 1H, J

= 5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 15.4 [CH3(OEt)], 

42.0 (C1´), 56.0 (COMe), 60.1 (C2`), 62.7 [CH2(OEt)], 108.9 (C8), 113.4 (C6a), 122.5 (d, J = 

11 Hz, C9b), 124.5 (d, J = 190 Hz, C3), 132.1 (d, J = 5.5 Hz, C3a), 133.5 (C7),139.6 (C9a), 

152.3 (d, J = 10 Hz, C2), 159.6 (C9), 161.6 (d, J = 5 Hz, C4), 164.1 (C6). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd para C18H21N2O7P ([M+1]
+
): 409.1086, Encd: 409.1099. 

4.3.1.12.3. Síntesis de 2-cloro-5-(2-hidroxietil)-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6-

(5H)-diona (92) 

A partir de 87 (66 mg, 0.25 mmol). Sólido amarillo (52 mg, 68 %). Pf: 

240 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 1.93 

min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.96 (t, 2H, J = 5 Hz, 2´-H), 4.20 

(s, 3H, OMe), 4.41 (t, 2H, J = 5.0 Hz, 1´-H), 7.31 (d, 1H, J = 8 Hz, 8-

H), 8.32 (s, 1H, 3-H), 8.56 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 

100 MHz) δ: 43.0 (C1`), 57.1 (COMe), 61.5 (C2`), 110.2 (C8), 114.3 

(C6a), 123.1 (C9b), 125.2 (C3), 132.2 (C3a), 133.7 (C7), 138.6 (C9a), 
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151.5 (C2), 160.0 (C9), 163.0 (C4), 163.3 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C14H11N2O4Cl ([M+H]
+
): 307.0407, Encd: 307.0421.

4.3.1.12.4. Síntesis de (2-cloro-5-(2-hidroxietil)-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo-

[de][2,6]naftiridin-3-il)fosfonato de dietilo (93) 

A partir de 88 (67 mg, 0.16 mmol). Sólido amarillo (35 mg, 49 

%). Pf: 170 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 

min) tR = 2.08 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 1.33 [t, 6H, 

J = 7 Hz, CH3(OEt)], 3.91 (t, 2H, J = 5 Hz, 2´-H), 4.14 (s, 3H, 

OMe), 4.16-4.33 [m, 4H, CH2(OEt)], 4.34 (t, 2H, J = 5 Hz, 1´-

H), 7.28 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.51 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-

H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 16.4 [CH3(OEt)], 16.5 

[CH3(OEt)], 43.6 (C1´), 57.2 (COMe), 61.1 (C2`), 64.0 y 64.1 [CH2(OEt)], 111.2 (C8), 114.4 

(C6a), 122.4 (d, J = 9 Hz, C9b), 127.0 (d, J = 193.5 Hz, C3), 133.8 (C7), 138.6 (C9a), 140.2 

(d, J = 5 Hz, C3a), 152.1 (d, J = 6 Hz, C2), 159.2 (C9), 162.5 (d, J =5 Hz, C4), 162.7 (C6). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H20N2O7PCl ([M+1]
+
): 443.0697, Encd: 443.0689. 

4.3.1.12.5. Síntesis de 5-butil-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]-naftiridina-4,6-(5H)-diona- (94) 

Desde 85 (84.4 mg, 0.37 mmol). Sólido amarillo (68 mg, 65 %). Pf: 122 

ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 4.82 min. 
1
H-

RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 0.90 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 1.37 (m, 2H, 

3´-H), 1.63 (m, 2H, 2´-H), 4.08 (m, 2H, 1´-H), 4.15 (s, 3H, OMe), 7.20 

(d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.26 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.50 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 7-H), 9.14 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) 

δ: 13.9 (C4´), 20.5 (C3´), 30.3 (C2´), 40.5 (C1´), 56.9 (OCH3), 108.8 (C8), 

114.8 (C6a), 123.0 (C3), 124.1 (C9b),129.8 (C3a), 133.4 (C7), 138.9 (C9a), 

150.5 (C2), 160.6 (C9), 162.8 (C6), 163.4 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H16N2O3

([M+H]
+
): 285.1161, Encd: 285.1163. 
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4.3.1.12.6. Síntesis de (5-butil-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo-[de]-[2,6]-naftiri-

dina-3-il)fosfonato de dietilo (95) 

Desde 86 (76 mg, 0.21 mmol). Sólido amarillo (40 mg, 45 %). 

Pf: 124 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) 

tR = 4.67 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 0.90 (t, 3H, J = 

7.5 Hz, 4´-H), 1.36 [t, 6H, J = 7.5 Hz, CH3(OEt)], 1.28-1.44 (m, 

2H, 3´-H), 1.63 (m, 2H, 2´-H), 4.11 (m, 2H, 1´-H), 4.17 (s, 3H, 

OCH3), 4.36 [p, 4H, J = 7 Hz, CH2(OEt)], 7.28 (d, 1H, J = 8 

Hz, 8-H), 8.57 (d, 1H, J = 8Hz, 7-H), 9.59 (d, 1H, J = 5 Hz, 2-

H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 13.9 (C4´), 16.5 y 16.6 

[CH3(OEt)], 20.5 (C3´), 30.2 (C2´), 40.8 (C1´), 57.1 (OCH3), 63.8 y 63.8 [CH2(OEt)], 

110.0(C8), 114.9 (C6a), 123.6 (d, J = 11 Hz, C9b), 125.5 (d, J = 189.5 Hz, C3), 133.55 (d, J

= 6 Hz, C3a), 134.2 (C7),140.6 (C9a), 153.54 (d, J = 10 Hz, C2), 160.3 (C9), 161.9 (d, J = 5 

Hz, C4), 162.2 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C20H25N2O6P ([M+1]
+
): 421.1450, Encd: 

421.1452. 

4.3.1.12.7. Síntesis de 5-(2-boc-aminoetil)-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6-(5H)-

diona (96) 

A una disolución del anhídrido 85 (30 mg, 0.13 mmol) en EtOH (3 ml), se 

le añadió N-Boc-etilendiamina (48 µL, 0.19 mmol) y la mezcla se agitó a 

120 ºC mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. A continuación, 

se dejó enfriar a temperatura ambiente, formándose un precipitado, que 

se filtró y se secó durante toda la noche a vacio, obteniéndo la 

quinolimida deseada 96 (35 mg, 81 %) como un sólido marrón. Pf: 215 

ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 3.35 min. 
1
H-

RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 1.20 (s, 9H, Boc), 3.47 (c, 2H, J = 6 Hz, 1´-H), 4.24 (s, 3H, 

OMe), 4.27 (t, 2H, J = 6 Hz, 2´-H), 4,88 (t, 1H, J = 6 Hz, NH), 7.21 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-

H), 8.27 (d, 1H, J = 4 Hz, 3-H), 8.52 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.14 (d, 1H, J = 4 Hz, 2-H).

13
C-RMN (Cl3CD, 125 MHz) δ: 28.5 (Boc), 39.7 (C2´), 40.4 (C1´), 57.2 (COMe), 79.5 (Boc), 

109.5 (C8), 114.7 (C6a), 123.4 (C3),124.4 (C9b), 129.8 (C3a), 133.9 (C7), 139.1 (C9a), 150.7 

(C2), 156.4 [CO(Boc)], 160.9 (C9), 163.4 (C4), 163.8 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C19H21N3O5 ([M+H]+): 372.1494, Encd: 372.1567.
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4.3.1.12.8. Síntesis de (5-butil-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo-[de]-[2,6]-naftiri-

din-3-il)fosfonato de dietilo (97) 

A una disolución del anhídrido 86 (30 mg, 0.08 mmol) en 

EtOH seco (3 ml), se le añadió N-Boc-etilendiamina (16 µL, 

0.09 mmol) y se agitó a 120ºC mediante irradiación por MW 

durante 1.5 horas. Después, el disolvente se evaporó y el 

crudo de la reacción se purificó mediante cromatografía flash, 

usando gradiente 1-15% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, 

obteniéndo la imida deseada 97 como un sirupe amarillo (15 

mg, 38 %). HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 3.78 min. 
1
H-RMN 

(Cl3CD, 500 MHz) δ: 1.26 (s, 9H, Boc), 1.32 – 1.39 (m, 2H, 2´-H), 1.43 [t, 6H, J = 7 Hz, 

CH3(Et)], 3.49 – 3.56 (m, 2H, 1´-H), 4.23 (s, 3H, OMe), 4.32 – 4.54 [m, 4H, CH2(Et)], 4.95 

(s.a, 1H, NH), 7.34 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.65 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.66 (d, 1H, J = 

5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (Cl3CD, 125 MHz) δ: 16.6 [d, J = 6.5 Hz, 2 x CH3(Et)], 28.3 (9 x 

CCH3Boc), 39.6 (C1´), 40.4 (C2´), 57.1 (COMe), 63.8 [d, J = 6.5 Hz, 2 x CH2(Et)] , 79.3 (CBoc), 

110.0 (C8), 114.6 (C6a), 123.6 (d, J = 10.5 Hz, C9b), 125.0 (C3), 126.5 (C7), 133.2 (d, J = 6 

Hz, C2), 134.5 (C9a), 140.6 (C3a), 153.6 (d, J = 9.5 Hz, C2), 154.0 (C9)  156.1 [CO(Boc)], 

160.5 (C4), 162.4 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C23H30N3O8P ([M+H]
+
): 508.1860, 

Encd: 508.1876.  

4.3.1.12.9. Síntesis de [5-(2-boc-aminoetil)-2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-

benzo[de][2,6]naftiridin-3-il]fosfonato de dietilo (98)

A una disolución del correspondiente anhídrido 88 (120 mg, 

0.3 mmol) en EtOH seco (3 ml), se añadió N-Boc-

etilendiamina (57 µL, 0.36 mmol) y la reacción se calentó a 

120ºC mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. A 

continuación, se evaporó el disolvente y el crudo de 

reacción se purificó mediante cromatografía flash, usando 

un gradiente 1-15 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, 

para obtener la correspondiente imida 98 (32 mg, 20 %) como un sirupe amarillo. HPLC-

MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 4.68 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 
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1.24 (s, 9H, Boc), 1.33 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(Et)], 3.45 (m, 2H, 2´-H), 4.13 (s, 3H, OMe), 

4.17-4.38 [m, 4H, 1´-H y CH2(Et)], 4,95 (m, 1H, NHBoc), 7.27 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 

8.50 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 14.4 [d, J = 7 Hz, CH3(Et)], 

26.2 (Boc), 37.4 (C1´), 38.9 (C2´), 55.0 (OMe), 77.2 (Boc), 109.0 (C8), 112.3 (C6a), 120.4 

(d, J = 9 Hz, C9b), 124.9 (d, J = 193 Hz, C3), 131.6 (C7), 136.4 (C9a), 138.0 (d, J = 5 Hz, 

C3a), 150.7 (d, J = 6 Hz, C2), 154.0 [CO(Boc)], 157.0 (C9), 159.9 (d, J = 5 Hz, C4), 160.2 

(C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C23H29ClN3O8P ([M+H]
+
): 542.1453, Encd: 542.1457. 

4.3.1.13. Síntesis de las 3-ciano-quinolimidas 

4.3.1.13.1. Síntesis de 2-ciano-N-(-5-metoxi-3-oxo-2,3-dihidro-1H-inden-4-il) ace-tamida 

(99)

A una disolución de 64 (5.48 g, 30.71 mmol) y ácido cianoacètico 

(2.87 g, 33.73 mmol) en CH2Cl2 (150 ml) se añadieron HATU (13.89 

g, 36.51 mmol) y DIPEA (14.6 ml, 83.87 mmol), y la mezcla se agitó 

a temperatura ambiente por 3 horas. Después de haber comprobado 

por TLC CH2Cl2:AcOEt (3:1) que la reacción no había terminado 

del todo, se añadieron más HATU (6.95 g, 18.25 mmol) y DIPEA 

(7.30 ml, 41.90 mmol)  y se dejó reaccionar toda la noche. A 

continuación, la mezcla se evaporó a sequedad, el residuo se disolvió en CH2Cl2 (400 ml) 

y la disolución se lavó sucesivamente con H2O (100 ml), HCl 2 N (100 ml), NaOH 0.2 N 

(100 ml) y disolución saturada de NaCl (100 ml); se secó sobre MgSO4 y se evaporó a 

sequedad. El residuo se purificó en columna flash, utilizando como eluyente gradiente de 

AcOEt en hexano (0-100%). De esta forma se obtuvo 99 como sólido amarillo (6.67 g, 

89%). P.f.: 196 C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B durante 10 min) tR=1.56 min. 

1
H-RMN  (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.60 (t, J = 6 Hz, 2H, 1-H), 2.99 (t, J = 6 Hz, 2H, 2-H), 

3.83 (m, 5H, O-Me + CH2-CN), 7.42 (m, 2H, 7-H + 6-H), 9.78 (sa, 1H, NH). 
13

C-RMN (100 

MHz, DMSO-d6) δ 23.8 (C2), 25.4 (CH2-CN), 37.1 (C1), 56.4 (OMe), 115.9 (CN), 119.0 

(C6), 121.2 (C5), 125.2 (C7), 131.8 (C3a), 147.0 (C7a), 152.65 (C5), 161.1 (CONH), 203.8 

(C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C13H12N2O3 (M+H+): 244.0847, Encd: 244.0858. 
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4.3.1.13.2. Síntesis de 8-metoxi-2-oxo-1,2,4,5-tetrahidrociclopenta[de]quinolina-3- 

carbonitrilo (100) 

 A una disolución de 99 (6.68 g, 27.34 mmol) en CH3OH (250 ml) 

se le añadió K2CO3 (9.35 g, 67.64 mmol) y se calentó una hora a 

70 C. A continuación, se evaporó el disolvente y el residuo se 

disolvió en AcOEt (400 ml). La disolución se lavó con H2O (2x50 

ml), se secó sobre MgSO4 y se evaporó a sequedad para dar 100 como sólido de color 

marrón (7.67 g, 91%). P.f.: 240C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B durante 10 

min) tR= 5.18 min. 
1
H-RMN (400MHz, DMSO-d6) δ 3.20 (m, 2H, 5-H), 3.30 – 3.37 (m, 2H, 

4-H), 3.86 (s, 3H, OMe), 7.03 (dd, J= 8, 1 Hz, 1H, 6-H), 7.22 (d, J= 8 Hz, 1H, 7-H). 
13

C-

RMN (100 MHz, DMSO-d6) δ 29.5 (C5), 30.9 (C4), 56.4 (OMe), 98.7 (C3), 115.6 (CN), 

116.8 (C7), 117.2 (C6), 125.2 (C3b), 127.6 (C8a), 138.9 (C5a), 144.0 (C8), 161.2 (C2), 169.6 

(C3a). HRMS (ESI) m/z: Calcd para C13H10N2O2 (M+H+): 227.0815, Encd: 227.0818.

4.3.1.13.3. Síntesis de 2-cloro-8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolin-3-car-bonitrilo 

(101) 

Una disolución de la ciclopentaquinolinona 100 (7.67 g, 33.92 

mmol) en POCl3 (60 ml) se agitó a 110 C durante 45 min. A 

continuación, se evaporó el disolvente a vacío y el residuo se trató 

con CH2Cl2 (250 ml) y se enfrió a -5 C durante 12 h. El precipitado 

se filtró, se lavó con CH2Cl2 frío (10 ml) y se secó a vacío para dar el compuesto 101

como sólido blanco (6.5 g, 79%). P.f.: 281C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B 

durante 10 min) tR=5.40 min. 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 3.36 – 3.47 (m, 2H, 4-H), 

3.54 – 3.66 (m, 2H, 5-H), 3.99 (s, 4H, OMe), 7.46 (d, J = 8 Hz, 1H, 7-H), 7.54 (dt, J = 8, 1 

Hz, 1H, 6-H). No fue posible obtener espectro de 
13

C-RMN debido a la baja solubilidad 

de 101. HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C13H9N2OCl (M+H+): 245.0476, Encd. 245.0467. 
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4.3.1.13.4. Síntesis de 8-metoxi-4,5-dihidrociclopenta[de]quinolina-3-carbonitri-lo (102) 

Pd(C) al 10% (74 mg) se añadió lentamente sobre una disolución 

de la ciclopentaquinolina 101 (370 mg, 1.51 mmol) y Et3N (420 l, 

1.51 mmol) en AcOEt (250 ml) y la mezcla se hidrogenó a 

temperatura ambiente y con 15 psi de presión de H2, durante 12 h. 

Después, se filtró el catalizador y se lavó con AcOEt. Los filtrados se evaporaron a 

sequedad para obtener el compuesto 102 (134.6 mg, 90%). P.f.: 202 C. HPLC-MS 

(gradiente 30-95 % de A en B durante 10 min) tR=2.24min. 
1
H-RMN (400 MHz, Cl3CD) δ 

3.58 – 3.40 (m, 2H, 5-H), 3.83 – 3.58 (m, 2H, 4-H), 4.15 (s, 3H, OMe), 7.20 (d, J = 8 Hz, 

1H, 7-H), 7.41 (dt, J = 8, 1.5 Hz, 1H, 6-H,), 8.96 (s, 1H, 2-H). 
13

C-RMN(100 MHz, Cl3CD) 

δ 29.1 (C5), 31.8 (C4), 56.4 (OMe), 102.0 (CN), 113.2 (C7), 116.5 (C3), 122.0 (C6), 133.9 

(C3b), 138.0 (C5a + C8a), 150.4 (C2), 152.6 (C8), 162.5 (C3b). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C13H10N2O (M+H+): 210.07895, Encd. 210.07931.  

4.3.1.13.5. Síntesis de 9-metoxi-4,6-dioxo-4,6-dihidropirano[3,4,5-de]quinolina-3- 

carbonitrilo (105) 

CrO3 (510 mg, 5.1 mmol) se añadió lentamente a una disolución 

de la ciclopentaquinolina 102 (134 mg, 0.64 mmol) en mezcla 2:1 

de anhídrido acético/ácido acético (3 ml) calentando a 110 C. La 

mezcla se agitó a esta temperatura durante 30 min. Terminado 

este tiempo, la disolución se dejó enfriar a temperatura ambiente, 

se evaporó el disolvente hasta sequedad procurando evaporar bien las trazas de acético 

y el residuo obtenido se agitó con CH2Cl2 (50 ml) a 40 C durante 10 min. La disolución 

obtenida, de color verde, se filtró sobre Clarcel®, se evaporó a sequedad y el residuo 

(124 mg, 83 %) se utilizó sin purificacion y caracterización adicional para la reacción 

posterior.
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4.3.1.13.6. Síntesis de las 3-ciano-quinolimidas (106) y (107) 

A una disolución del anhídrido 105 (124 mg, 0.48 mmol) en EtOH (5 ml), se añadió n-

butilamina (71 l, 0.71 mmol) y la mezcla se calentó a 120 C por un tiempo de 90 min. 

Posteriormente, se evaporó el disolvente y el residuo obtenido se purificó en 

cromatografía flash (Biotage®) utilizando un cartucho de 25 g y como eluyente gradiente 

de AcOEt en hexano (0-100%).De esta forma se obtuvieron la 3-ciano-quinolimidas 106

como producto mayoritario [sólido amarillo (25 mg, 49 %)] y la 9-butilamina-3-ciano 

quinolimida (107) como producto minoritario [sólido de color morado (5.6 g, 3%)]. 

4.3.1.13.6.1.  Síntesis de 5-butil-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo-[de][2,6]-naf-

tiridina-3-carbonitrilo (106) 

 P.f.: 242 C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B durante 10 

min) tR=5.88 min. 
1
H NMR (400 MHz, Cl3CD) δ 0.89 (dd, J = 9 y 6 

Hz, 5H, 4’-H), 1.36 (q, J = 7 Hz, 4H, 3’-H), 1.63 (dd, J = 9 y 5.Hz, 

3H, 2’-H), 4.08 (dd, J = 9 y 6 Hz, 4-H, 1’-H), 4.19 (s, 3H, OMe), 

7.36 (d, J = 8 Hz, 2H, 8-H), 8.61 (d, J = 8 Hz, 1H, 7-H), 9.19 – 9.22 

(m, 1H, 2-H). 
13

C-RMN (100 MHz, Cl3CD) δ 12.7 (C4’), 19.3 (C3’), 

29.0 (C2’), 39.8 (C1’), 56.2 (OMe), 107.2 (CN), 110.1 (C8), 113.5 

(C6a), 114.8 (C3), 121.8 (C3b), 131.2 (C3a), 134.0 (C7), 138.4 (C9a), 

150.8 (C2), 159.2 (C9), 159.6 (C4), 160.3 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C17H15N3O3

([M+H]
+
): 309.11134; Encd: 309.11162.  

4.3.1.13.6.2. Síntesis de 5-butil-4,6-dioxo-9-(pentilamino)-5,6-dihidro-4H-benzo-[de]-

[2,6]naftiridina-3-carbonitrilo (107) 
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P.f.: 154 C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B durante 10 

min) tR= 9.96 min. 
1
H NMR (400 MHz, Cl3CD) δ 0.90 (t, J = 7 Hz, 

3H, 4’-H), 0.96 (t, J = 7 Hz, 3H, 4’’-H), 1.42 – 1.30 (m, 2H, 3’’-H),  

1.69 – 1.59 (m, 2H, 2’’-H), 1.81 – 1.70 (m, 2H, 1’’-H), 3.38 (td, J = 

7, 6 Hz, 2H, 2’-H), 4.17 – 3.94 (m, 2H, 1’-H), 6.79 (d, J = 9 Hz, 1H, 

6-H), 6.92 (d, J = 7 Hz, 1H, NH), 8.43 (d, J = 8 Hz, 1H, 7-H), 8.95 

(s, 1H, 2-H). 
13

C-RMN (100 MHz, Cl3CD) δ 12.7 (C4’’ + C4’), 19.3 

(C3’ + C3’’), 29.0 (C2’’), 29.8 (C2’), 39.5 (C1’’), 41.8 (C1’), 105.4 (C8), 

106.2 (C6), 107.2 (C3), 115.2 (CN), 122.0 (C3b), 130.9 (C3a), 135.4 

(C7), 136.1 (C9a), 147.8 (C2), 148.7 (C9) , 160.0 (C4), 161.0 (C5). 

HRMS (ESI) m/z: Calc. para C20H22N4O2 ([M+H]
+
): 350.1743; Encd: 351.18277.   

4.3.1.13.7. Síntesis de 2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-4H,6H-pirano-3,4,5de-quino-lina-3-

carbonitrilo (108) 

CrO3 (227 mg, 2.28 mmol) se añadió lentamente a una disolución 

de la ciclopentaquinolina (101) (70 mg, 0.28 mmol) en mezcla 2:1 

de anhídrido acético/ácido acético (3 ml) calentando a 110 C. La 

mezcla se agitó a esta temperatura durante 30 min. Terminado 

este tiempo, la disolución se dejó enfriar a temperatura ambiente, 

se evaporó el disolvente hasta sequedad procurando evaporar bien las trazas de acético 

y el residuo obtenido se agitó con CH2Cl2 (50 ml) a 40 C durante 10 min. La disolución 

se filtró sobre Clarcel®, se evaporó a sequedad y se obtuvo un residuo (59 mg) que se 

utilizó sin purificación y caracterización adicional para la reacción siguiente. 

4.3.1.13.8. Síntesis de las 3-ciano-quinolimidas (109) y (110) 

A una disolución del anhídrido 108 (59 mg, 69.79 mmol) en EtOH (3 ml), se añadió n-

butilamina (30.63 l, 0.31 mmol) y se calentó a una temperatura de  

120 C por un tiempo de 90 min. Posteriormente, se evaporó el disolvente y el residuo 

obtenido se purificó en cromatografía flash (Biotage®) utilizando un cartucho SNAP KP-
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SIL 25 g y como eluyentes gradiente de MeOH en CH2Cl2 (0-25%). De esta forma se 

obtuvieron las 2-cloro-cianoquinolimidas 109 de color amarillo (5 mg, 7 %) y la 5-butil-2-

butilamino cianoquinolimidas 110 de color naranja (12 mg, 17 %).  

4.3.1.13.8.1. Síntesis de 5-butil-2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-diidro-4H-benzo-de-

2,6naftiridino-3-carbonitrilo (109).  

P.f.: 225 C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B durante 10 

min) tR=6.35 min. 
1
H-RMN (400 MHz, Cl3CD) δ 0.98 (t, J = 7.0 Hz, 

3H, 4’-H), 1.44 (dq, J = 15 y 7 Hz, 2H, 3’-H), 1.67 – 1.75 (m, 2H, 

2’-H), 4.16-4.20 (m, 2H, 1’-H), 4.23 (s, 3H, OMe), 7.43 (d, J = 8 

Hz, 1H, 8-H), 8.7 (d, J = 8 Hz, 1H, 7-H). 
13

C-RMN(100 MHz, 

Cl3CD) δ 13.9 (C4’), 20.5 (C3’), 30.1 (C2’), 41.2 (C1’), 57.3 (OMe), 

109.8 (C11), 112.3 (C8), 113.8 (C3), 114.5 (C9a), 134.9 (C7), 135.6 

(C10), 138.5 (C6a), 151.4 (C2), 159.5 (C9), 159.9 (C4), 161.3 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calc. 

para C17H14N3O3Cl ([M+H]
+
): 344.0796; Encd: 344.0791. 

4.3.1.13.8.2. Síntesis de 5-Butil-2-(butilamino)-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-diidro-4H-benzo-

de2,6naftiridino-3-carbonitrilo (110)  

P.f.:237 C. HPLC-MS (gradiente 30-95 % de A en B 

durante 10 min) tR=8.70 min. 
1
H-RMN (400 MHz, Cl3CD) 

δ 0.92-0.96 (2t, J = 7.5 Hz, 6H,4´-H,4’’-H), 1.39 (2t, J = 7 

Hz, 4H, 3’-H, 3’’-H), 1.54 – 1.81 (m, 4H, 2’-H, 2’’-H), 3.64 

(td, J = 7 y 5 Hz, 2H, 1’’-H), 4.06 (s, 3H, OMe), 4.06 (t, 

2H, J = 7 Hz, 1’-H) 5.76 (t, J = 5 Hz, 1H, NH), 7.11 (d, J = 

8 Hz, 1H, 8-H), 8.18 (d, J = 8 Hz, 1H, 7-H). 
13

C-RMN (100 

MHz, Cl3CD) δ, 14.1 (C4’’), 14.0 (C4’), 20.4 (C3’), 20.6 

(C3’’), 30.3 (C2’), 31.4 (C2’’), 40.9 (C1’), 41.9 (C1’’), 57.0 (OMe), 96.6 (C3), 111.4 (C8), 

114.9 (C6a), 115.9 (C11), 117.5 (C9b), 129.1 (C7), 134.5 (C10), 140.2 (C9a), 155.6 (C2), 

158.6 (C9), 161.6 (C4), 162.4 (C6). 
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4.3.1.14. Síntensis de las 9-hidroxiquinolinas análogas de sox 

4.3.1.14.1. Síntesis de 5-(2-bromoetil)-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6(5H)-

diona (112)

CBr4 (30.9 mg, 0.09 mmol) y Ph3P (24.5 mg, 0.09 mmol) se añadieron a 

una disolución de 5-(2-hidroxietil)-quinolimida 90 (23mg, 0.08 mmol) en 

DMF anhidro (3 ml), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente 

durante 4 horas. Después, se evaporó el disolvente y el resíduo se 

disolvió en CH2Cl2 (20 ml). La disolución resultante, se lavó 

sucesivamente con H2O (5 ml) y salmuera (5 ml), se secó sobre 

Na2SO4 y se evaporó a sequedad. El crudo de reacción, se purificó 

mediante cromatografia flash (gradiente 150:1 a 50:1 CH2Cl2/MeOH) para obtener el 

bromoderivado 112 (28 mg, 100 %) como un sólido amarillo. Pf: 143 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 3.77 min.
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.65 (t, 

2H, J = 7 Hz, 2´-H), 4.23 (s, 3H, OMe), 4.58 (t, 2H, J = 7 Hz, 1´-H), 7.29 (d, 1H, J = 8.5 

Hz, 8-H), 8.35 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.60 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.23 (d, 1H, J = 4.5 

Hz, 2-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 27.8 (C2´), 41.3 (C1´), 57.0 (COMe), 109.0 (C8), 

114.2 (C6a), 123.3 (C3), 124.2 (C9b), 129.4 (C3a), 134.0 (C7), 139.0 (C9a), 150.6 (C2), 161.0 

(C9), 162.6 (C6), 163.3 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H11N2O3Br ([M+H]+): 

334.9953, Encd: 334.9952.

4.3.1.14.2. Síntesis de 2-bromo-5-(2-bromoetil)-9-metoxi-4H-benzo-[de][2,6]-naftiri-dina-

4,6(5H)-diona (114)

Se añadió BBr3 (1M en heptano, 250 µL, 0.25 mmol) a una 

disolución de 5-(2-hidroxietil)-quinolimida 90 (30 mg, 0.1 mmol) en 

CH2Cl2 (3 ml) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 7 

días. Transcurrido este tiempo, se adiccionó MeOH (2ml) y se 

neutralizó con disolución 1N NaOH. A continuación, la fase acuosa 

se extrajo con CH2Cl2 (20 ml), se lavó con agua (10 ml) y salmuera 

(10 ml), se secó con Na2SO4, se filtró y se evaporó a sequedad. El 

crudo de reacción se purificó mediante cromatografía flash sobre gel de sílice (gradiente 
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150:1 a 60:1 CH2Cl2/MeOH como eluyente), obteniéndo el derivado bromado 114 (13 

mg, 32 %) como un sólido amarillo. Pf: 215 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 

10 min) tR = 6.16 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.64 (t, 2H, J = 7 Hz, 2´-H), 4.20 (s, 

3H, OMe), 4.57 (t, 2H, J = 7 Hz, 1´-H), 7.31 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.46 (s, 1H, 3-H), 

8.58 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 27.7 (C2´), 41.4 (C1´), 57.1 

(COMe), 110.1 (C8), 114.2 (C6a), 123.2 (C9b), 128.6 (C3), 131.3 (C3a), 133.9 (C7), 139.3 

(C9a), 142.1 (C2), 160.0 (C9), 162.1 (C4), 162.2 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. Para 

C14H10N2O3Br2 ([M+H]+): 412.9058, Encd: 412.9070.

4.3.1.14.3. Síntesis de 5-butil-9-hidroxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6(5H)-diona (115)

Una disolución de la 5-metoxi-quinolimida 94 (24 mg, 0.08 mmol) en 

BBr3 en CH2Cl2 (0.5 mmol), se agitó a temperatura ambiente durante 24 

horas. Al cabo de este tiempo, se adiciono y se neutralizó con una 

disolución 1N de NaOH. Se extrajo la fase orgánica y se evaporó a 

sequedad. Después, la fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (20 ml) y la 

fase orgánica se lavó con agua (10 ml) y salmuera, se secó sobre 

Na2SO4, y se evaporó a presión reducida. El crudo de reacción se 

purificó por cromatografía flash de fase reversa (gradiente 12:1 a 1:1 

CH3CN/H2O con 0.05% de TFA como eluyente), obteniéndose el producto del epígrafe 

115 (21 mg, 92 %) como un sólido rojo. Pf: 154 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en 

B, 10 min) tR = 4.93 min.
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 0.97 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 1.43 

(h, 2H, J = 7.5 Hz, 3´-H), 1.68 (m, 2H, 2´-H), 4.15 (t, 2H, J = 4 Hz, 1´-H), 7.38 (d, 1H, J = 

8 Hz, 8-H), 8.34 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.54 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 9.08 (d, 1H, J = 4.5 

Hz, 2-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 14.0 (C4´), 20.5 (C3´), 30.3 (C2´), 40.5 (C1´), 112.3 

(C8), 113.8 (C6a), 123.4 (C3), 123.6 (C9b), 130.3 (C3a), 134.3 (C7), 136.9 (C9a), 149.3 (C2), 

158.0 (C9), 162.8 (C6), 163.2 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C15H14N2O3 ([M+H]+): 

271.1004, Encd: 271.1008.
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4.3.1.15. Síntesis de 6-bromo-2-(2-hidroxietil)-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3(2H)-

diona (117)

A una disolución de 6-bromo-1H,3H-benzo[de]isocromeno-1,3-diona 

116 (200 mg, 0.72 mmol) en EtOH seco (3 ml), se le añadió 2-

aminoetanol y la mezcla se calentó a 68ºC mediante irradiación por MW 

durante 10 minutos. Después de enfriarse a temperatura ambiente, se 

obtuvo un precipitado, que se filtró y se secó a vacio durante toda la 

noche, para obtener la 6-bromo-1,8-naftalimida 117 como un sólido 

amarillo (205 mg, 90 %). Pf: 205 ºC. HPLC-MS (gradiente 15-95 % de A 

en B, 10 min) tR = 8.07 min.
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.99 (t, J = 5 Hz, 2H, CH2OH), 

4.45 (t, J = 5 Hz, 2H, NCH2), 7.86 (t, 1H, 8-H), 8.06 (d, J = 8 Hz, 1H, 5-H), 8.43 (d, J = 8 

Hz, 1H, 4-H), 8.59 (dd, J = 8.5 y 1 Hz, 1H, 7-H), 8.67 (dd, J = 7.5 y 1 Hz, 1H, 9-H).
13

C-

RMN (CD3OD, 100 MHz) δ: 43.0 (CNCH2), 61.9 (CCH2OH), 122.1 (C3a), 123.0 (C9a), 128.3 

(C8), 129.2 (C6b), 130.8 (C6), 130.9 (C6a), 131.4 (C5), 131.7 (C4), 132.5 (C9), 133.8 (C7), 

164.7 (C1, C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H10NO3Br ([M+H] +): 319.9828, Encd 

([M+H] 
+
) (-H20): 303.9777

4.3.1.16. Síntesis de 2-(2-hidroxietil)-6-metoxi-1H-benzo[de]isoquinolina-1,3-(2H)-

diona (118)
362

 A una suspensión de K2CO3 (0.78 mmol) en MeOH (3 ml), se le añadió 

la correspondiente 6-bromo-1,8-naftalimida 117 (0.15 mmol) y la mezcla 

se agitó a reflujo durante 24 horas. Después se enfrió a 5 ºC durante 1 

hora, formándose un precipitado, que se filtró, se lavó con MeOH y se 

secó toda la noche a vacio, para dar la correspondiente 6-metoxi-1,8-

naftalimida 118. Sólido amarillo (41 mg, 100 %). Pf: 189 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 2.91 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 

400 MHz) δ: 3.98 (m, 2H, CH2OH), 4.14 (s, 3H, OMe), 4.45 (m, 2H, NCH2), 7.05 (d, 1H, J

= 8.5 Hz, 5-H), 7.71 (dd, 1H, J = 7.5 y 8.5 Hz, 8-H), 8.57 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 8.58 

(dd, 1H, J = 8.5 y 1.5 Hz, 7-H), 8.61 (dd, 1H, J = 7.5 y 1 Hz, 9-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 

MHz) δ: 42.92 (CNCH2), 56.4 (COMe), 62.32 (CCH2OH), 105.5 (C5), 114.9 (C3a), 122.2 (C9a), 

123.7 (C6a), 126.2 (C8), 129.2 (C7), 129.6 (C9b), 132.1 (C9), 134.1 (C4), 161.3 (C6), 165.1 
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(C3), 165.6 (C1). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C15H13NO4 ([M+H]+): 272.0917, Encd: 

272.0913.

4.3.1.17. Síntensis de reactivos para el marcaje fluorescente de péptidos y 

proteínas. 

4.3.1.17.1. Procedimiento general para la síntesis de los Boc-aminoácidos 124 y 125. 

Una disolución del ácido (S)-3-amino-2-(N-Boc-amino)-propiónico (102 mg, 0.50 mmol) y 

NaHCO3 (209 mg, 2.49 mmol) en H2O (1.5 ml), se añadieron lentamente a una disolución 

del correspondiente anhídrido 85 u 87 (0.50 mmol) en dioxano (7.5 ml), bajo atmosfera 

de Ar2. La suspensión resultante se agitó vigorosamente a reflujo durante 30 minutos. La 

mezcla de reacción se enfrió a temperatura ambiente, se evaporó sequedad y el residuo 

se disolvió en H2O (50 ml). La fase acuosa se lavó con éter de etilo (50 ml), se adicidificó 

con una disolución 6 N de HCl y se extrajo con CH2Cl2 (3×100ml). La mezcla de las fases 

orgánicas, se secaron a vacio. El crudo de reacción se purificó mediante cromatografía 

flash, utilizando gradiente 2-10% de AcOEt en hexano con 0,5 % de ácido acético como 

eluyente, dando los correspondientes N-Boc-amino ácidos derivados 124 y 125.

4.3.1.17.1.1. Síntesis del ácido (S)-2-((Boc)amino)-3-(9-metoxi-4,6-dioxo-4H-benzo-

[de][2,6]naftiridin-5(6H)-il)propanóico (124) 

 Aplicando el procedimento general a 85 (114 mg, 0.5 mmol), 

se obtuvo el compuesto 124 como un sólido naranja (77 mg, 37 

%). Pf: 205 ºC. []D20
= -15.92 (c 1.0, MeOH). HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 2.64 min.
1
H-RMN 

(DMSO-d6, 400 MHz) δ: 1.16 [s, 9H, CH3(Boc)], 4.13 (s, 3H, 

OMe), 4.35 (s, 3H, -H y β-H), 7.17 (d, 1H, J = 7.5 Hz, NH), 

7.52 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.29 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.48 

(d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.20 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H).
13

C-RMN 

(DMSO-d6, 100 MHz) δ: 27.9 [CH3(Boc)], 40.4 (Cβ), 50.8 (C), 56.7 (COMe), 78.2 [C(Boc)], 

109.7 (C8), 113.8 (C6a), 122.6 (C3), 123.3 (C9b), 129.0 (C3a), 133.0 (C7), 138.1 (C9a), 150.5 
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(C2), 155.3 [CO(Boc)], 160.3 (C9), 162.3 (C6), 163.1 (C4), 171.7 (CO2H). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd para C20H21N3O7 ([M+1]
+
): 416.1380, Encd: 416.138. 

4.3.1.17.1.2. Síntesis del ácido (S)-2-((Boc)amino)-3-(2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-4H-

benzo[de][2,6]naftiridin-5(6H)-il)propanóico (125)  

A partir de 87 (113 mg, 0.42 mmol), se obtuvo 125 como un 

sólido naranja (42 mg, 22 %). Pf: 152 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 2-95% de A en B, 10 min) tR = 9.09 min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 1.16 y 1.18 [2s, 9H, CH3(Boc)], 4.06 (s, 

3H, OMe), 4.30-4.59 (m, 2H, β-H), 4.71(m, 1H, -H), 5.38 

(d, 1H, J = 8 Hz, NH), 7.17 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.18 (s, 

1H, 3-H), 8.42 (d, 1H, J =8.5 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CDCl3,100 

MHz) δ: 28.1 [CH3(Boc)], 41.6 (Cβ), 52.2 (C), 57.1 (COMe), 

80.6 [C(Boc)], 110.2 (C8), 114.0 (C6a), 123.0 (C9b), 125.3 (C3), 132.0 (C3a), 133.9 (C7), 

138.5 (C9a), 151.5 (C2),156.0 [CO(Boc)], 159.9 (C9), 162.7 (C4), 162.9 (C6), 173.4 (CO2H). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C20H20N3O7Cl ([M+1]
+
): 450.0990, Encd: 450.0990.

4.3.1.17.2. Procedimiento general para la síntesis de Fmoc-aminoácidos 126 y 127. 

Se añadió TFA (4 ml) a una disolución del correspondiente N-Boc-derivado 124 o 125 

(0.21 mmol) en dioxano (2 ml), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 16 

horas. La disolución se evaporó hasta sequedad, el residuo se disolvió en H2O (2 ml) y 

se liofilizó para quitar las trazas de TFA. El crudo de reacción se redisolvió en H2O (1 ml) 

con NaHCO3 (1.06 mmol) midiendose el pH para asegurase de que el medio era básico. 

Una disolución de Fmoc-OSu (77 mg, 0.23 mmol) en dioxano (5 ml) se añadió 

lentamente a la disolución de aminoácido. La reacción se dejó en agitación durante 3 

horas antes de concentrarse para eliminar la mayor parte del dioxano y volver a diluirla a 

un volumen total de 10 ml en H2O. La disolución se lavó con éter de dietilo (50 ml), para 

quitar el exceso de Fmoc-OSu. La fase acuosa se acidificó con disolución 6 N de HCl y 

se extrajo en CH2Cl2 (50 ml). La mezcla de las fases orgánicas, se secó con Na2SO4 y se 

evaporó hasta sequedad. El crudo de reacción se purificó mediante cromatografía flash 

sobre sílica gel, utilizando un gradiente 1-10% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para 

obtener los correspondientes Fmoc-aminoácidos 126 y 127. 
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4.3.1.17.2.1. Síntesis del ácido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(9-

metoxi-4,6-dioxo-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-5(6H)-il)propanóico (126)  

Aplicando el procedimento general arriba indicado a 124 (87

mg, 0.21 mmol), se obtuvo el compuesto 126 como un sólido 

amarillo (86 mg, 76 %). Pf: 180 ºC. []D20
= -19.74 (c 0.9, 

MeOH). HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 

5.06 min.
1
H-RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ: 3.97-4.23 [m, 3H, 

CH(Fmoc) y CH2(Fmoc)], 4.10 (s, 3H, OMe), 4.41 (s, 3H, -H 

y β-H), 7.22 (td, 1H, J = 7.5 y 1 Hz, Fmoc), 7.27 (td, 1H, J = 

7.5 y 1 Hz, Fmoc), 7.39 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.44 (d, 1H, 

J = 8.5 Hz, 8-H), 7.55 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.62 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.77 (br 

s, 1H, NH), 7.85 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 8.22 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.39 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 7-H), 9.15 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (DMSO-d6, 100 MHz) δ: 39.9 (Cβ), 

46.5 [CH(alifático, Fmoc)], 51.3 (C), 56.6 (COMe), 65.8 [CH2 (alifático, Fmoc)], 109.6 (C8), 

113.7 (C6a), 120.0 [CH(Fmoc)], 122.6 (C3), 123.3 (C9b), 125.1 y 125.2, 127.0, 127.1 y 

127.6 [4 x CH(Fmoc)], 128.9 (C3a), 133.1 (C7), 138.1 (C9a), 140.6 [C(Fmoc)], 143.7 

[C(Fmoc)], 150.4 (C2), 155.9 [CO(Fmoc)], 160.3 (C9), 162.3 (C6), 163.2 (C4), 171.5 

(CO2H). HRMS (ESI) m/z: Calcd para C30H23N3O7 ([M+1]
+
): 538.1536, Encd: 538.1523.

4.3.1.17.2.2. Síntesis del ácido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-cloro-

9-metoxi-4,6-dioxo-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-5(6H)-il)propanóico (127)  

A partir del anhídrido 125 (120 mg, 0.26 mmol), se obtuvo 

el compuesto 127 como un sólido amarillo (108 mg, 71 %). 

Pf: 151 ºC. []D20
= -34.09 (c 1.1, MeOH). HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 6.69 min.
1
H-

RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ: 3.89 [t, 3H, J = 7 Hz, 

CH(Fmoc)], 3.96-4.11 [m, 2H, CH2(Fmoc)], 4.06 (s, 3H, 

OMe), 4.33-4.46 (m, 3H, -H y β-H), 7.22 (t, 1H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 7.27 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.37-7.40 (m, 

3H, NH y Fmoc), 7.45 (m, 2H, 8-H y Fmoc), 7.56 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.85 (d, 2H, J

= 7.5 Hz, Fmoc), 8.10 (s, 1H, 3-H), 8.35 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (DMSO-d6, 
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100 MHz) δ: 41.6 (Cβ), 46.5 [CH (alifático, Fmoc)], 51.9 (C), 56.7 (COMe), 65.7 [CH2 

(alifático, Fmoc)], 110.9 (C8), 113.9 (C6a), 120.1 [CH(Fmoc)], 122.6 (C9b), 123.7 (C3), 125, 

125.2, 127.0 y 127.6 [4 x CH(Fmoc)], 132.6 (C3a), 133.0 (C7), 137.5 (C9a), 140.6 

[C(Fmoc)], 143.6 [C(Fmoc)], 143.8 [C(Fmoc)], 149.7 (C2), 155.9 [CO(Fmoc)], 159.0 (C9), 

162.0 (C4), 162.1 (C6), 171.2 (CO2H). HRMS (ESI) m/z: Calcd para C30H22N3O7Cl

([M+1]
+
): 572.1146, Encd: 572.1153.

4.3.1.17.3. Síntesis de 5-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etil)-9-metoxi-4H-benzo-

[de][2,6]naftiridina-4,6(5H)-diona (130) 

 A una disolución de la 5-(2-hidroxietil)-quinolimida 90 (50.0 mg, 0.18 

mmol) en THF seco (3 ml), se añadió Ph3P (43 mg, 0.16 mmol), 

maleimida (16 mg, 0.16 mmol) yalcohol neopentílico (7 mg, 0.08 

mmol) y se agitó a temperatura ambiente. Después de 5 minutos, se 

añadió gota gota, mediante jeringa, azodicarboxilato de dietilo (25 µL, 

40 % solución en tolueno, 0.16 mmol), durante 5 minutos, y la mezcla 

se agitó durante 2 días. Una vez terminada la reacción, se evaporó el 

disolvente a sequedad, y el crudo se purificó mediante cromatografía 

flash, usando como eluyente un gradiente de 5-15% de EtOAc en hexano, obteniendose 

la maleimida deseada 130 (11 mg, 17 %) como un sólido amarillo. Pf: 180 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 2.05 min.
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.98 

(m, 2H, 2´-H), 4.22 (s, 3H, OMe), 4.41 (m, 2H, 1´-H), 6.62 [s, 2H, (CH-maleimida)], 7.27 

(d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.31 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.55 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.21 

(d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 36.3 (C2´), 39.3 (C1´), 57.0 (COMe), 

108.9 (C8), 114.3 (C6a), 123.2 (C3), 124.3 (C9b), 129.4 (C3a), 133.8 (C7), 134.3 [CH 

(maleimida)], 139.1 (C9a), 150.5 (C2), 160.9 (C9), 163.1 (C6), 163.8 (C4), 170.9 

[CO(maleimida)]. HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H13N3O5 ([M+H]+): 352.0855, Encd: 

352.0861.
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4.3.1.17.4. Síntesis del trifluoroacetato 5-(2-aminoetil)-9-metoxi-4H-benzo-[de]-[2,6]-

naftiridin-4,6-(5H)-diona (133). 

A una disolución de la 5-(2-Boc-aminoetil)-quinolimida 96 (30 mg, 0.08 

mmol) en CH2Cl2 (2 ml), se le añadió TFA (154 µL, 2.02 mmol) y se agitó 

a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reacción se 

evaporó a presión reducida y el residuó se redisolvió en CH2Cl2 (50 ml),

se lavó sucesivamente con H2O (20 ml) y salmuera (20 ml), se secó 

sobre Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad, para dar 133 (15 mg, 93 

%) como un sólido amarillo-marrón.Pf: 137 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 0.40 min. 
1
H-RMN (CD3OD, 400 MHz) δ: 3.27 (t, 2H, J = 5.5 

Hz, 2´-H), 4.10 (s, 3H, OMe), 4.36 (t, 2H, J = 5.5, 1´-H), 7.33 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 

8.15 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.38 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.96 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H).

13
C-RMN (CD3OD, 100 MHz) δ: 38.9 (C1´), 39.8 (C2´), 57.5 (COMe), 110.6 (C8), 115.2 (C6a), 

124.1 (C3), 125.0 (C9b), 130.9 (C3a), 134.9 (C7), 139.2 (C9a), 151.2 (C2), 161.6 (C9), 164.4 

(C6), 165.0 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C14H13N3O3 ([M+H]+): 272.1029, Encd: 

272.10298.

4.3.1.17.5. Síntesis del trifluoroacetato de [5-(2-aminoetil)-2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-

5,6-dihidro-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-3-il]fosfonato de dietilo (134)

A una disolución de la 5-(2-Boc-aminoetil)-quinolimida 98 (14 

mg, 0.025 mmol) en CH2Cl2 (4 ml), se añadió TFA (71 µL,

0.625 mmol). La disolución se agitó a temperatura ambiente 

durante 16 horas. Transcurrido este tiempo, se evaporó el 

disolvente a presión reducida, para obtener el producto 

desprotegido 134 como un sirupe amarillo (14 mg, 100 %). 

HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min). tR = 

0.81min. 
1
H-RMN (CD3OD, 500 MHz) δ: 1.29 (t, 6H, J = 7 

Hz, Et), 3.25 (t, 2H, J = 6 Hz, 2´-H), 4.11 (s, 3H, OMe), 4.20 (m, 4H, Et), 4.35 (t, 2H, J = 

6, 1´-H), 7.52 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.52 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CD3OD, 

125 MHz) δ: 18.1 [d, J = 6.5 Hz, CH3(Et)], 41.0 y 41.2 (C1´ y C2´), 59.1 (COMe), 66.9 [d, J = 

7 Hz,CH2(Et)], 114.6 (C8), 116.8 (C6a), 125.3 (d, J = 9.5 Hz, C9b), 127.8 (d, J =196 Hz, 
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C3), 136.7 (C7), 141.4 (C9a), 142.9 (d, J =5 Hz, C3a), 153.6 (d, J = 6 Hz, C2), 162.2 (C9), 

165.1 (C6), 165.3 (d, J = 5 Hz, C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H21ClN3O6P

([M+H]
+
): 442.0929, Encd: 442.0941. 

4.3.1.17.6. Síntesis de 2-bromo-N-(2-(9-metoxi-4,6-dioxo-4H-benzo[de][2,6]naf-tiridin-

5(6H)-il)etil)acetamida (135). 

Después, se evaporó el disolvente y se redisolvió en CH2Cl2 (50 ml). La 

disolución se lavó con H2O (20 ml) y salmuera (20 ml), se secó sobre 

Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad, para obtener la 

bromometilacetamida 135 (6.7 mg, 32 %) como un sólido amarillo 

marrón. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 1.32 min. 

1
H-RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 3.63 (t, 2H, J = 5.5 Hz, 2´-H), 3.71 (s, 2H, 

CH2Br), 4.17 (s, 3H, OMe), 4.37 (m, 2H, 1´-H), 6.96 (br s, 1H, NH), 7.23 

(d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.30 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.55 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 7-H), 9.17 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz,) δ: 27.9 (C4´), 38.0 

(C1´), 38.8 (C2´), 55.9 (COMe), 107.9 (C8), 113.1 (C6a), 122.2 (C3), 123.1 (C9b), 128.3 (C3a), 

132.9 (C7), 137.9 (C9a), 149.4 (C2), 160.0 (C9), 162.2 (C6), 163.0 (C4), 165.1 (CONH).

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H14BrN3O4 ([M+H]+): 392.0167, Encd: 392.0220.

4.3.1.17.7. Síntesis de (5-(2-(2-bromoacetamido)etil)-2-cloro-9-metoxi-4,6-dioxo-5,6-

dihidro-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-3-il) fosfonato de dietilo (136) 

A una disolución 134 (12 mg, 0.021 mmol) se disolvió en 

CH2Cl2 (5 ml), se añadió DIPEA (4 µL, 0.021mmol) y bromuro 

del ácido bromoacético (2 µL, 0.021 mmol) y se agitó a 

temperatura ambiente durante 2 horas. A continuación, se 

evaporó el disolvente y el residuo se purificó mediante 

cromatografía flash, usando un gradiente 0-2.5 % de MeOH 

en CH2Cl2 como eluyente, para obtener la 

bromometilacetamida 136 (4 mg, 30 %) como un sirupe 

amarillo. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 2.92 min.
1
H-RMN (CDCl3, 

500 MHz) δ: 1.41 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(Et)], 3.70 (t, 2H, 2´-H), 3.84 (s, 2H, CH2Br), 4.21 
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(s, 3H, OMe), 4.29 y 4.34 – 4.40 [m, 4H, 2 x CH2(Et)], 4.42 (t, 2H, 1´-H), 7.35 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 8-H), 8.58 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 16.3 y 16.4 [2 x 

CH3(Et)], 28.8 (CCH2Br), 39.5 (C2´), 39.6 (C1´), 57.0 (OMe), 63.9 y 63.9 [2 x CH2(Et)], 111.1 

(C8), 114.3 (C6a), 121.4 (C3a), 125.6 (C9b), 133.7 (C7), 138.3 (C9a), 139.9 (C2), 151.2 (d, J

= 2 Hz, C3), 160.6 (C9), 162.1 (C6), 162.9 (C4), 166.9 (CCoBr). HRMS (ESI) m/z: Calcd. 

para C20H22Br N4O3 ([M+H]
+
): 562.0114, Encd: 564.0100. 

4.3.1.17.8. Síntesis de N-(Boc)-S-(2-((2-(9-metoxi-4,6-dioxo-4H-benzo[de][2,6]-naftiridin-

5(6H)-il)etil)amino)-2-oxoetil)cisteinato de metilo (137). 

A una disolución de la bromometilacetamida 135 (7 mg, 

0.02 mmol) en acetona (2 ml), se le añadió N-Boc-

Cys(OMe) (4 µL, 0.02 mmol) y DIPEA (3 µL, 0.02 mmol). 

La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente 

durante 16 horas bajo atmosfera de Ar2. Transcurrido este 

tiempo, se evaporó el disolvente a presión reducida y el 

crudo de la reacción se disolvió en CH2Cl2 (50 ml). La 

disolución se lavó con H2O (20 ml) y salmuera (20 ml), se 

secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad, obteniéndo 

el derivado deseado 137 (4 mg, 43%) como un sólido amarillo. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 3.30 min.
 1

H-RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 1.25 (s, 9H, Boc), 

2.90 y 3.00 (2 x dd, 2H, J = 13.5 y 6.5 Hz, 2x SCH2), 3.16 (s, 2H, 4´-H), 3.72 (s, 3H, 

CO2Me), 3.74 – 3.77 (m, 2H, 1´-H), 4.24 (s, 3H, OMe), 4.43 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 2´-H), 4.55 

(d, 1H, J = 52.5 Hz, CHCys), 5.57 (d, 1H, J = 8 Hz, NHCys), 7.29 (d, 1H, J = 9 Hz, 8-H), 

8.37 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.62 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.23 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H).

13
C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 30.1 (CCBoc), 36.2 (CSCH2), 37.0 (C4´), 39.7 (C1´), 40.1 (C2´), 

53.0 (CCO2Me), 53.6 (CCHCys), 57.3 (COMe), 59.9 (CCH3Boc x 3), 109.2 (C8), 114.6 (C6a), 123.5 

(C3), 124.5 (C9b), 129.7 (C3a), 134.2 (C7), 139.3 (C9a), 150.8 (C2), 161.2 (C9), 163.5 

(CCOBoc), 163.6 (C6), 164.3 (C4), 169.1 (C3´), 171.3 (CCO2Me). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C25H30N4O8S ([M+H]+): 547.1785, encontrada: 547.1858.
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4.3.1.18. Marcaje fluorescente del péptido K5 con la bromometil acetamida 136. 

Síntesis de K5-136. 

El péptido usado en este estudio se adquirió de GL Biochem, (Shanghai, China), 

este se se marcó en su único residuo de cisteína mediante la bromometil acetamida 136, 

añadiendo un exceso 5 a 10 veces de fluoróforo y agitándolos durante toda la noche. 

Luego, se purificó mediante columnas NAP-5 (GE Healthcare). Péptido K5: 

GVPSSALREICLLK;  

4.3.2. SÍNTESIS DE DERIVADOS DE 9-AMINO-QUINOLIMIDAS 

4.3.2.1. Síntesis de 5-butil-9-(butilamino)-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6(5H)-dione 

(138) 

n-Butilamina (161 mg, 1.1 mmol) fué añadida a una disolución de la 

9-metoxi-quinolimida compuesto 94 (0.22 mmol) en EtOH (3 ml) y la 

solución fue calentada a 120 º mediante irradiación por MW durante 

1.5 h. Más tarde, el disolvente fue evaporado y el crudo de reacción 

fue purificado mediante cromatografía flash, usando un gradiente 1-

15 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener la imida 

deseada 138 como un sólido naranja  (44.2 mg, 62 %). P.f. 95 ºC. 

HPLC-MS (30-95% gradiente de A en B en 10 min) tR = 9.38 min.
1
H 

RMN (400 MHz, CDCl3) δ = 0.90 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 0.95 (t, 

3H, J = 7.5 Hz, 4´´-H), 1.35 (sextete, 2H, J = 7.5, 3´-H), 1.47 

(sextete, 2H, J = 7.5 Hz, 3´´-H), 1.62 (quintuplete, 2H, J = 7.5 Hz, 2´-H), 1.75 

(quintuplete, 2H, J = 7.5 Hz, 2´´-H), 3.36 (dt, 2H, J = 7 y 5.5 Hz, 1´´-H), 4.14 (t, 2H, J = 

7.5 Hz, 1´-H), 6.68 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 6.89 (t, 1H, J = 5.5 Hz, NH), 8.20 (d, 1H, J = 

4.5 Hz, 3-H), 8.34 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.83 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H) ppm. 
13

C RMN 

(100 MHz, CDCl3) δ = 14.0 (2xCH3), 20.5 (C3’+ C3”), 30.4 (C2´), 31.1 (C2”), 40.2 (C1´), 42.8 

(C1”), 104.7 (C8), 107.5 (C6a), 123.0 (C3), 124.1 (C9b), 129.7 (C3a), 135.1 (C7), 136.6 (C9a), 

147.1 (C2), 150.2 (C9), 163.4 (C6), 163.8 (C4) ppm. HRMS (ESI) m/z: Calcd. Para 

C19H24N3O2 ([M+H]
+
): 326.1863, Encd: 326.1793.
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4.3.2.2. Síntesis de (5-butil-9-(butilamino)-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo [de][2,6]-

naftiridin-3-il) fosfonato de dietilo (139) 

Siguiendo un procedimiento similar al de arriba descrito 

para la síntesis de 138, a partir del de la metoxi-

quinolimida 95 (42 mg, 0.11 mmol), se obtuvo 139 como 

un sólido rojo (29 mg, 57 %). Pf: 90 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 8.56 min. 
1
H-

RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 0.89 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 

0.95 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´´-H), 1.35  [t, 6H, J = 7 Hz, 

CH3(OEt)], 1.35 (m, 2H, 3´-H), 1.46 (sextete, 2H, J = 7.5 

Hz, 3´´-H), 1.61 (m, 2H, 2´-H), 1.74 (m, 2H, 2´´-H), 3.36 (t, 

2H, J = 7 Hz, 1´´-H), 4.09 (m, 2H, 1´-H), 4.34 [m, 4H, 

CH2(OEt)], 6.73 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 6.94 (t, 1H, J = 5.5 Hz, NH), 8.39 (d, 1H, J = 8.5 

Hz, 7-H), 9.33 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 14.0 (C4”), 14.0 

(C4’), 16.6 [CH3(OEt)], 20.4 (C3”), 20.5 (C3’), 30.3 (C2’), 31.0 (C2”), 40.5 (C1’), 42.9 (C1”), 

63.6 [d, J= 7 Hz, CH2(OEt)], 105.5 (C8), 107.6 (C6a), 123.7 (d, J = 11 Hz, C9b), 125.2 (d, J

= 189 Hz, C3), 133.2 (d, J = 6 Hz, C3a), 135.9 (C7), 138.5 (C9a), 149.9 (C9), 150.7 (d, J = 

10 Hz, C2), 162.5 (d, J = 5 Hz, C4), 162.8 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C23H33N3O5P ([M+1]
+
): 462.2152, Encd: 462.2167. 

4.3.2.3. Síntesis de 9-amino-5-butil-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6(5H)-diona (140) 

La 9-metoxi-quinolimida 94 (50 mg, 0.176 mmol) se disolvió en 

disolución saturada de amoníaco en EtOH (5ml). La disolución se 

calentó a 150ºC durante 3 horas mediante irradiación por MW. 

Posteriormente, se evaporó el disolvente a presión reducida y el crudo 

de reacción se purificó mediante cromatografía circular, usando CH2Cl2 

como eluyente, para obtener el derivado deseado 140 (25 mg, 50 %) 

como un sólido amarillo-anaranjado. Pf: 194 ºC. HPLC-MS (gradiente 

30-95% de A en B, 10 min) tR = 5.36 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 

0.90 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4’-H), 1.36 (m, 2H, 3’-H), 1.62 (m, 2H, 2’-H), 4.07 (t, 3H, J = 7.5 

Hz, 1’-H), 5.71 (s, 2H, NH2), 6.91 (d, 1H, J = 8 Hz, 8-H), 8.22 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 
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8.30 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 8.90 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 

14.2 (C4´), 20.7 (C3´), 30.5 (C2´), 40.4 (C1´), 109.9 (C8), 110.1 (C6a), 123.4 (C3), 124.3 

(C9b), 129.9 (C3a), 134.4 (C7), 136.5 (C9a), 148.1 (C2), 150.3 (C9), 163.4 (C6), 163.9 (C4). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C15H16N3O2 ([M+H]+): 270.1237, Encd: 270.1230. 

4.3.2.4. Síntesis de 5-butil-9-(metilamino)-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6(5H)-dione 

(141)

La 9-metoxi-quinolimida 94 (15 mg, 0.05 mmol), se disolvió en disolución saturada de 

metilamina en EtOH (2 ml) y la mezcla se agitó a 120 ºC mediante irradiación por MW 

durante 2 horas. A continuación, el disolvente se evaporó y el crudo de 

reacción se purificó mediante cromatografía flash, usando CH2Cl2 como 

eluyente, para obtener el derivado deseado 141 (12 mg, 81.5 %) como 

un sólido naranja. Pf: 89.5 ºC. HPLC-MS (30-95% gradiente de A en B, 

10 min) tR = 6.94 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 0.90 (t, 3H, J = 7.5 

Hz, 4’-H), 1.37 (m, 2H, 3’-H), 1.62 (m, 2H, 2’-H), 3.09 (d, 3H, J = 5.5 Hz, 

NHMe), 4.08 (t, 2H, 1’-H), 6.68 (d, 1H, J= 8 Hz, 8-H), 6.93 (s, 1H, NH), 

8.22 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.37 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-H), 8.85 (d, 1H, J

= 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 12.9 (C4´), 19.4 (C3´), 28.7 (C2´), 29.2 

(NHMe), 39.1 (C1´), 102.3 (C8), 105.7 (C6a) 120.9 (C3), 121.8 (C9b), 127.51 (C3a), 132.9 

(C7), 134.5 (C9a), 145.1 (C2), 148.8 (C9), 161.2 (C6), 161.6 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. 

para C16H18N3O2 ([M+H]+): 284.1393, Encd: 284.1407. 

4.3.2.5.   Síntesis de 5-butil-9-(dimetilamino)-4H-benzo[de][2,6]naftiridina-4,6(5H)-

diona (142) 

La 9-metoxi-quinolimida 94 (25 mg, 0.09 mmol) se añadió a una disolución saturada de 

N,N-dimetilamina en MeOH (2 ml) y se agitó a 160 ºC mediante irradiación por MW 

durante 3 horas. A continuación, se evaporó el disolvente a presión reducida y el crudo 

de reacción se purificó mediante cromatografía flash, usando CH2Cl2 como eluyente, 

para obtener el 9-dimetilamino derivado 142 (13 mg, 49 %) como un sólido naranja. Pf: 

128 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 7.47 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 
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500 MHz,) δ: 0.90 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 1.37 (sextete, 2H, J = 7.5 Hz, 3´-H), 1.63 (m, 

2H, 2´-H), 3.58 [s, 6H, N(CH3)2], 4.08 (t, 2H, J = 7.5 Hz, 1´-H), 6.93 (d, 

1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.20 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.34 (d, 1H, J = 8.5 

Hz, 7-H), 8.95 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 

14.0 (C4’), 20.6 (C3’), 30.4 (C2’), 40.3 (C1’), 44.5 [N(CH3)2], 110.6 (C6a), 

112.4 (C8), 122.3 (C3), 125.4 (C9b), 129.7 (C3a), 133.3 (C7), 140.0 (C9a), 

146.3 (C2), 154.2 (C9), 163.2 (C6), 164.0 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. 

para C17H20N3O2 ([M+H]+): 298.1550, Encd: 298.1545. 

4.3.2.6.  Síntesis de 9-(azetidin-1-il)-5-butil-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6(5H)-diona 

(143) 

A una disolución de 94 (29 mg, 0.1 mmol) en EtOH (2.5 ml) se le 

añadió azetidina (42.5 µl, 0.65 mmol) y se calentó a 120 ºC mediante 

irradiación por MW durante 1.5 horas. A continuación, se evaporó el 

disolvente y el residuo se purificó mediante cromatografía circular, 

usando CH2Cl2 como eluyente, obteniendo el derivado deseado 143 (10 

mg, 33 %) como un sólido rojo. Pf: 109 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-

95% de A en B, 10 min) tR = 8.18 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 

0.90 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 1.37 (m, 2H, 3´-H), 1.62 (m, 2H, 2´-H), 

2.47 (m, 2H, 3´´-H), 4.07 (t, 2H, 1´-H), 4.54 (t, 4H, J = 7.5 Hz, 2´´-y 4´´ -

H), 6.36 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 2-H), 8.12 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 7-H), 8.25 (d, 1H , J = 8.5 Hz, 3-

H), 8.80 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 8-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 101 MHz) δ: 14.0 (C4´), 17.7 (C3´´), 

20.5 (C3´), 29.8 (C2´´ y 4´´), 30.4 (C2´), 40.2 C1´), 106.7 (C8), 107.4 (C6a), 122.4 (C3), 125.2 

(C9b), 128.8 (C3a), 133.6 (C7), 138.6 (C9a), 146.4 (C2), 150.9 (C9), 163.2 (C6), 164.0 (C4). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H20N3O2 ([M+H]+): 310.155, Encd: 310.154. 

4.3.2.7. Síntesis de (9-(azetidin-1-il)-5-butil-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-benzo[de][2,6] 

naftiridin-3-il) fosfonato de dietilo (144) 

A una disolución de la 9-metoxi-quinolimida 95 (15 mg, 0.035 mmol) en EtOH seco 

(2.5ml), se le añadió azetidina (1.6 µL, 0.21 mmol) y la mezcla se calentó a 120ºC 
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mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. A continuación, se evaporó el disolvente 

y el residuo se purificó mediante cromatografía circular, 

usando CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado 

deseado 144 como un sirupe violeta (6 mg, 38 %). HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 7.21 min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 0.95 (t, 3H, J = 7.5 Hz, 4´-H), 1.42 [t, 

6H, J = 7 Hz, CH3(Et)], 1.63 – 1.76 (m, 4H, 2´- y 3´-H), 2.51 –

2.62 (m, 2H, 3´´-H), 4.11 – 4.19 (m, 2H, 1´-H), 4.40 [m, 4H, 

CH2(Et)], 4.54 – 4.71 (m, 4H), 6.48 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 

8.38 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.37 (d, 1H, J = 5 Hz, 2-H). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C22 H28N3O5P ([M+H]
+
): 446.1839, Encd: 446.1840. 

4.3.2.8.  Síntesis de 5-(2-Boc-aminoetil)-9-metilamino-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-

4,6-(5H)-diona (145) 

La 9-metoxi-quinolimida 96 (70 mg, 0.188 mmol), se disolvió en 

disolución saturada de metilamina en EtOH (5ml) y se calentó a 120ºC 

mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. Después, se evaporó 

el disolvente y el crudo de reacción se purificó mediante cromatografía 

circular, usando gradiente 0-20% de AcOEt en CH2Cl2 como eluyente, 

para obtener el metilamino derivado deseado 145 (40 mg, 58 %) como 

un sólido naranja. Pf: 225 ºC. HPLC-MS (30-95% gradiente de A en B, 

10 min) tR = 4.98 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 1.19 [s, 9H, 

CH3(Boc)], 3.04 (d, 3H, J = 5.5 Hz, NHMe), 3.39 (m, 2H, 2´-H), 4.20 (t, 2H, J = 6 Hz, 1´-

H), 4.90 (s, 1H, NHMe), 6.61 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 6.90 (d, 1H, J = 5.5 Hz, NHBoc), 

8.13 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.29 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.78 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 

13
C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 28.3 (Boc), 29.7 (C2´), 39.7 (C1´), 40.0 (NHMe), 79.2 (Boc), 

104.4 (C8), 107.4 (C6a), 123.1 (C3), 124.0 (C9b), 129.4 (C3a), 135.2 (C7), 136.6 (C9a), 147.2 

(C2), 151.1 [CO(Boc)], 156.1 (C9), 163.6 (C4), 164.1 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C19H23N4O4 ([M+H]+): 371.1713, Encd: 371.1720. 
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4.3.2.9.  Síntesis de 9-(azetidin-1-il)-5-(2-Boc-aminoetil)-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-

4,6(5H)-diona (146) 

A una disolución de la 9-metoxi-quinolimida 96 (33 mg, 0.088 mmol) en 

EtOH (2.5ml), se añadió azetidina (30 µL, 0.444 mmol) y se calentó a 

120ºC mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. A continuación, 

se evaporó el disolvente y el crudo de reacción se purificó mediante 

cromatografía circular, usando CH2Cl2 como eluyente, para obtener el 

derivado deseado 146 como un sólido rojo (14 mg, 40 %). Pf: 185 ºC. 

HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 6.20 min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 1.26 [s, 9H, 3 x CH3(Boc)], 2.47 (m, 2H, 3´´-H), 

3.42 (m, 2H, 2´-H), 4.24 (t, 2H, J = 5 Hz, 1´-H), 4.54 (t, 4H, 2´´ y 4´´-H), 

6.34 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.11 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.24 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 

8.79 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 17.8 (Boc), 28.5 (C3´´), 29.8 

(C2´´ y 4´´), 39.8 (C2´), 55.2 (C1´), 104.9 (Boc), 106.7 (C8), 107.4 (C6a), 122.5 (C3), 125.4 

(C9b), 128.8 (C3a), 133.8 (C7), 138.7 (C9a), 146.5 C2), 151.1 [CO(Boc)], 156.1 (C9), 163.5 

(C4), 164.4 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C21H25N4O4 ([M+H]+): 397.1870, Encd: 

397.1886.  

4.3.2.10. Síntesis de 9-(azetidin-1-il)-5-(2-Boc-aminoetil)-4,6-dioxo-5,6-dihi-

dro-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-3-il)fosfonato de dietilo (147)

A una disolución de la 9-metoxi-quinolimida 97 (15 mg, 0.029 

mmol) en EtOH seco (2.5ml), se añadió azetidina (10 µL, 

0.147 mmol) y se calentó a 120ºC mediante irradiación por 

MW durante 1.5 horas. Después, se evaporó el disolvente y 

el residuo se purificó mediante cromatografía circular usando 

CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado deseado 147

(12 mg, 80 %) como un sólido violeta. Pf: 210 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 6.05 min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 500 MHz) δ: 1.33 (s, 9H, Boc), 1.42 [t, 6H, J = 7 Hz, 

CH3(Et)], 2.57 (quintuplete, 2H, 3´´-H), 3.51 (c, 2H, 2´-H), 4.35 (t, 2H, 1´-H), 4.36 – 4.46 



Parte Experimental 

233 

[m, 4H, CH2(Et)], 4.65 (t, 4H, 2´´y 4´´-H), 6.47 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.37 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 7-H), 9.37 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 16.7 (d, J = 6.5 

Hz, CCH3(Et)), 17.7 (C3´´), 28.4 (Cboc), 40.0 (C1´), 40.3 (C2´), 63.5 (d, J = 6.5 Hz, CCH2(Et)), 

79.1 (C4´), 106.9 (C6a), 107.3 (C8), 123.8 (C3), 124.8 (d, J = 10.5 Hz, C9b), 131.8 (d, J = 6 

Hz, C3a), 134.8 (C7), 140.6 (C9a), 149.8 (d, J = 10 Hz, C2), 150.6 (C9), 156.1 (C3´), 162.9 

(C6), 163.0 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C25H32N4O7P ([M+H]
+
): 533.2159, Encd: 

533.2154. 

4.3.2.11.  Síntesis de 5-(2-aminoetil)-9-(metilamino)-4H-benzo[de][2,6]naftiri-

din-4,6(5H)-diona trifluoroacetato (148) 

A una disolución de la 5-(2-Boc-aminoetil)quinolimida 145 (16 mg, 

0.043 mmol) en CH2Cl2 (8 ml), se añadió TFA (53 µL, 0.69 mmol). 

La disolución se agitó a temperatura ambiente durante 16 horas. 

Transcurrido este tiempo, se evaporó el disolvente a presión 

reducida, obteniéndo el intermedio desprotegido 148 como un 

sólido naranja (16 mg, 100 %). Pf: 216 ºC. HPLC-MS (gradiente 

30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.44 min. 
1
H-RMN (Acetona-d6, 

400 MHz) δ: 3.08 (s, 3H, NHMe), 3.31 (t, 2H, J = 5.5 Hz, 2´-H), 

4.35 – 4.41 (m, 2H, 1´-H), 6.73 (d, 1H, 8-H), 7.69 (s, 1H, NH), 8.17 (d, 1H, 3-H), 8.27 (d, 

1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.87 (d, 1H, 2-H). 
13

C-RMN (Acetona-d6, 100 MHz) δ: 35.6 (C1´), 

37.1 (C2´), 97.7 (CNHMe), 102.6 (C8), 104.1 (C6a), 121.0 (C3), 122.1 (C9b), 126.9 (C3a), 

133.3 (C7), 134.8 (C9a), 145.2 (C2), 150.0 (C9), 161.8 (C6), 162.5 (C4). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C14H15N4O2 ([M+H]
+
): 271.1189, Encd: 271.1185. 

4.3.2.12.  Síntesis de 5-(2-aminoetil)-9-(azetidin-1-il)-4H-benzo[de][2,6]naftiri-

din-4,6(5H)-diona (149) 

A una disolución de 5-(2-Boc-aminoetil)quinolimida 146 (31 mg, 0.027 mmol) en CH2Cl2

(5 ml), se le añadió TFA (53 µL, 0.69 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 5 

horas. A continuación, se evaporó el disolvente a presión reducida, obteniendo el 

intermedio desprotegido 149 (23 mg, 100 %) como un sirope rojo-violeta. HPLC-MS 
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(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.84 min. 
1
H-RMN (MeOD, 

300 MHz) δ: 1.90 (m, 2H, 3´´-H), 3.50 (t, 2H, J = 7 Hz, 2´´-H), 3.66 (t, 

2H, J = 6 Hz, 1´´-H), 4.33 (t, 4H, J = 5.5 Hz, 2´´ y 4´´-H), 6.81 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 8-H), 8.15 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.23 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 

8.85 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (MeOD, 75 MHz) δ: 32.4 (C3´´), 

38.7 (C4´´), 40.1 (C2´´), 41.0 (C2´), 60.6 (C1´), 105.8 (C8), 107.1 (C6a), 

124.0 (C3), 125.4 (C9b), 130.1 (C3a), 134.7 (C7), 136.3 (C9a), 148.4 (C2), 

152.5 (C9), 165.0 (C4), 165.8 (C6). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C16H17N4O2 ([M+H]+): 297.1346, Encd: 297.1348. 

4.3.2.13.  Síntesis de (5-(2-aminoetil)-9-(azetidin-1-il)-4,6-dioxo-5,6-dihidro-4H-

benzo[de][2,6]naftiridin-3-il)fosfonato de dietilo (150)

La 5-(2-Boc-aminoetil)quinolimida 147 (10 mg, 0.018 mmol) 

se disolvió en CH2Cl2 (5 ml) y se le añadió TFA (72 µL, 

0.93mmol). La mezcla de reacción se agitó a temperatura 

ambiente durante 5 horas. Al terminar este periodo, el 

disolvente se evaporó, para obtener el compuesto deseado 

150 (8 mg, 100 %) como un sirupe violeta. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.76min. 
1
H-RMN 

(CDCl3, 400 MHz) δ: 1.36 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(Et)], 2.56 

(quintuplete, 2H, J = 8 Hz, 3´´-H), 3.46 (t, 2H, 2´-H), 4.21 –

4.32 [m, 4H, CH2(Et)], 4.35 (t, 2H, J = 6 Hz, 1´-H), 4.59 (m, 2H, 2´´ y 4´´-H), 6.44 (d, 1H, J

= 8.5 Hz, 8-H), 8.31 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.13 (s, 1H, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 

MHz) δ: 16.1 [CCH3(Et)], 16.2 (C3´´), 29.6 (C2´´ y 4´´), 38.7 (C1´), 38.9 (C2´), 64.3 [d, J = 6.5 Hz, 

CCH2(Et)], 98.7 (C6a), 106.0 (C8), 107.4 (C3), 109.9 (C9b), 131.4 (C3a), 135.0 (C7), 140.6 

(C9a), 148.2 (d, J = 11 Hz, C2), 150.7 (C9), 162.1 (C6), 162.3 (C4). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C20H25N4O5P ([M+H]
+
): 433.1635, Encd: 433.1641. 

4.3.2.14. Síntesis de 2-bromo-N-(2-(9-(metilamino)-4,6-dioxo-4H-benzo[de]-

[2,6]naftiridin-5(6H)-il)etil)acetamida (151) 
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A una disolución del derivado desprotegido 148 (16 mg, 0.045 

mmol) en CH2Cl2 (5 ml), se añadió bromuro del ácido 

bromoacético (6 µL, 0.07 mmol) y DIPEA (25 µL, 0.025 mmol) y la 

mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 hora. Al 

terminar el proceso, se evaporó el disolvente a sequedad y el 

residuo se purificó mediante cromatografía flash, usando 0-30% 

de AcOEt en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el producto 

deseado 151 (13 mg, 82 %) como un sólido naranja. Pf: 182 ºC. 

HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 2.92 min. 
1
H-

RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.10 (d, 3H, J = 5.5 Hz, NHMe), 3.61 (m, 2H, 2’-H), 3.72 (s, 

2H, CH2Br), 4.35 (t, 2H, J = 7.5 Hz, 1’-H), 6.68 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 7.01 (s, 1H, 

NHMe), 7.12 (s, 1H, NH-CO), 8.21 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.37 (d, 1H, J = 8.5, 7-H), 

8.84 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 29.0 (CH2Br), 29.7 (NHMe), 

38.7 (C1´), 40.4 (C2´), 104.6 (C8), 107.1 (C6a), 123.2 (C3), 124.0 (C9b), 129.1 (C3a), 135.5 

(C7), 136.7 (C9a), 147.2 (C2), 151.3 (C9), 163.8 (C6), 164.3 (C4), 166.1 (NH-CO). HRMS 

(ESI) m/z: Calcd. para C16H16 BrN4O3 ([M+H]
+
): 391.0400, Encd: 391.0397.

4.3.2.15.  Síntesis de N-(2-(9-(azetidin-1-il)-4,6-dioxo-4H-benzo[de][2,6]naftiri-

din-5(6H)-il) etil)-2-bromoacetamida (152) 

A una disolución del derivado desprotegido 149 (23 mg, 0.077 

mmol) en CH2Cl2 (3 ml), se añadió DIPEA (6.5 µL, 0.037 mmol) y 

bromuro del ácido bromo acético (1.6 µL, 0.018 mmol). La 

disolución se agitó a temperatura ambiente durante 30 minutos. Al 

terminar el proceso, se evaporó el disolvente y el residuo se 

purificó mediante cromatografía flash, usando gradiente 0-10% de 

MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado 

deseado 152 (10 mg, 32 %) como un sólido naranja. Pf: 190 ºC. 

HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 4.54 min. 
1
H-

RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 2.50 (m, 2H, 3´´-H), 3.59 (m, 2H, 2´-H), 

3.72 (s, 2H, CH2Br), 4.31 – 4.37 (m, 2H, 1´-H), 4.53 (t, 4H, 2´´-H y 4´´-H), 6.35 (d, 1H, J = 

8.5 Hz, 8-H), 7.17 (sa, 1H, NH), 8.13 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.24 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-
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H), 8.81 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 17.6 (C3´´), 28.9 (CCH2Br), 

38.5 (C1´), 40.4 (C2´), 106.3 (C6a), 106.6 (C8), 122.5 (C3), 125.2 (C9b), 128.1 (C3a), 133.8 

(C7), 138.5 (C9a), 146.3 (C2), 150.9 (C9), 163.5 (C6), 164.4 (C4), 166.0 (CONH). HRMS 

(ESI) m/z: Calcd. para C18H17N4O3Br ([M+H]
+
): 417.0556, encontrada: 417.0570.

4.3.2.16.   Síntesis de (9-(azetidin-1-il)-5-(2-(2-bromoacetamido)etil)-4,6-dioxo-

5,6-dihidro-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-3-il)fosfonato de dietilo (150) 

A una disolución de 147 (8 mg, 0.018 mmol) en CH2Cl2 (3 

ml), se le añadió DIPEA (6 µL, 0.037mmol) y Bromuro de 

Bromo acético (2 µL, 0.018 mmol), y se agitó a temperatura 

ambiente durante 30 min. Una vez terminado, se evaporó el 

disolvente, y el crudo de la reacción se purificó mediante 

cromatografía flash, usando una elución 0-2% de MeOH en 

CH2Cl2, para obtener el derivado deseado 150 (3 mg, 30 %) 

como un sirope violeta. HPLC-MS (30-95% gradiente de A 

en B, 10 min) tR = 4.54 min. 
1
H-RMN (CDCl3, 500 MHz) δ: 

1.35 [t, 6H, J = 7 Hz, CH3(Et)], 2.52 (quintuplete, 2H, 2´´-H), 

3.62 (c, 2H, 2´-H), 3.74 (s, 2H, CH2Br) 4.33 (t, 2H, 1´-H), 4.36 – 4.46 [m, 4H, CH2(Et)], 

4.65 (t, 4H, 2´´y 4´´-H), 6.42 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.33 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 9.29 

(d, 1H, J = 5.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (CDCl3, 125 MHz) δ: 16.1 [CCH3(Et)], 16.3 (C2´´), 28.1 

(CCH2Br), 29.7 (C1´´), 38.5 (C1´), 40.2. (C2´), 65.0 [d, J = 6.5 Hz, CCH2(Et)], 99.6 (C6a), 106.6 

(C8), 106.8 (C3), 111.9 (C9b), 132.2 (C3a), 134.6.0 (C7), 141.6 (C9a), 149.4 (d, J = 11 Hz, 

C2), 150.9 (C9), 162.3 (C6), 162.6 (C4) 165.0 (CONH). HRMS (ESI) m/z: Calcd. Para 

C22H26N4O6PBr ([M+H]
+
): 553.08943, encontrada: 553.0826. 

4.3.2.17. Marcaje fluorescente del péptido K5 con las bromometil acetamidas 

151 y 152. Síntesis de los péptidos K5-151 y K5-152. 

El péptido usado en este estudio se adquirió de GL Biochem, (Shanghai, China), estos 

se marcaron en su único residuo de cisteína mediante la correspondiente bromometil 

acetamida 151 y 152, añadiendo un exceso 5 a 10 veces de fluoróforo y agitándolos 
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durante toda la noche. Luego, se purificaron mediante columnas NAP-5 (GE Healthcare). 

Péptido K5: GVPSSALREICLLK;  

4.3.3. FLUORÓFOROS PET DERIVADOS DE NAFTALIMIDA Y QUINOLIMIDA 

4.3.3.1. Síntesis de 5-(2-(dimetilamino)etil)-9-metoxi-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6-

(5H)-diona (155)  

N,N-dimetiletilenamina (0.24 mmol) se añadió a la disolución del 

anhídrido 86 (180 mg, 0.78 mmol). Sólido amarillo (140 mg, 61 %). Pf: 

142 ºC. HPLC-MS (30-95% gradiente de A en B, 10 min) tR = 3.08 min. 

1
H-RMN (Cl3CD, 400 MHz) δ: 2.35 [s, 6H, N(CH3)2], 2.66 (t, 2H, J = 6.5 

Hz, 2´-H), 4.21 (s, 3H, OMe), 4.30 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 1´-H), 7.26 (d, 1H, 

J = 8.5 Hz, 8-H), 8.33 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-H), 8.56 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 

7-H), 9.20 (d, 1H, J = 4.4 Hz, 2-H). 
13

C-RMN (Cl3CD, 100 MHz) δ: 38.3 

(C1´), 45.8 [N(CH3)2], 56.9 (COMe), 57.0 (C2´), 108.8 (C8), 114.7 (C6a), 

123.1 (C3), 124.2 (C9b), 129.7 (C3a), 133.6 (C7), 139.0 (C9a), 150.5 (C2), 160.7 (C9), 162.9 

(C6), 163.5 (C4). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H17N3O3 ([M+H]
+
): 300.1270, Encd: 

300.1272.

4.3.3.2. Síntesis de 6-bromo-2-(2-(dimetilamino)etil)-1H-benzo[de]isoquinolin-1,3-

(2H)-diona (156)

N,N-dimetiletilenamina (70 μl, 0.64 mmol) se añadió a la disolución del 

anhídrido naftálico 116 (115 mg, 0.41 mmol) en EtOH seco (3 ml) y la 

mezcla se calentó a 120ºC en MW durante 1.5 horas. A continuación, 

se evaporó el disolvente y el crudo de la reacción se purificó mediánte 

cromatografía flash, usando gradiente 5-25% de MeOH en CH2Cl2 como 

eluyente, para obtener la naftalimida 156. Sólido amarillo (115 mg, 77 

%). Pf: 79 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.45 

min. 
1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 2.35 [s, 6H, N(CH3)2), 2.65 [t, 2H, J = 7.5 Hz, 

CH2(NCH3)], 4.32 (t, 2H, NCH2), 7.84 (dd, 1H, J = 8.5 y 7.5 Hz, 8-H), 8.03 (d, 1H, J = 8 
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Hz, 5-H), 8.41 (d, 1H, J = 8 Hz, 4-H), 8.56 (dd, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 7-H), 8.65 (dd, 1H, J = 

7.5 y 1 Hz, 9-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 38.4 (CNCH2), 45.9 (Me), 57.0 (CCH2NCH3), 

122.3 (C3a), 123.2 (C9a), 128.2 (C8), 129.2 (C6b), 130.4 (C6), 130.7 (C6a), 131.2 (C5), 131.4 

(C4), 132.2 (C9), 133.4 (C7), 163.8 (C1), 163.8 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C16H15N2O2Br ([M+H]
+
): 349,0302, Encd: 349,0336.

4.3.3.3. Síntesis de 2-(2-(dimetilamino)etil)-6-metoxi-1H-benzo[de]isoquinolin-1,3-

(2H)-diona (157)
362

A una suspensión de K2CO3 (104 mg, 0.75 mmol) en MeOH (3 ml), se 

le añadió la correspondiente 6-bromo-1,8-naftalimida 156 (52 mg, 0.15 

mmol) y la mezcla se agitó a reflujo durante 24 horas. Después, se 

enfrió a 5 ºC durante 1 hora, formándose un precipitado, que se filtró, 

se lavó sucesivamente con MeOH y se secó toda la noche a vacio, 

para dar 157 (40 mg, 77 %). Sólido amarillo. Pf: 150 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.76 min.
 1

H-RMN (CDCl3, 

400 MHz) δ: 2.36 [s, 6H, N(Me)2], 2.65 (t, 2H, CH2NCH3), 4.13 (s, 3H, 

OMe), 4.32 (t, 2H, NCH2), 7.04 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 5-H), 7.70 (dd, 1H, 8-H), 8.55 (d, 2H, 

4-H y 7-H), 8.60 (dd, 1H, J = 7.5 y 1.5 Hz, 9-H).
13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 38.2 

(CNCH2), 45.9 (CNCH2), 56.4 (CNCH3), 57.2 (COMe), 105.4 (C5), 115.2 (C3a), 122.5 (C9a), 123.7 

(C6a), 126.1 (C8), 128.9 (C7), 129.6 (C6b), 131.8 (C9), 133.7 (C4), 161.0 (COCH3), 164.2 

(C3), 164.8 (C1).  HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C17H18N2O3 ([M+H]
+
): 299,13185, Encd: 

299,13913.

4.3.3.4.  Síntesis de la  2-(2-hidroxietil)-6-((2-hidroxietil)amino)-1H-benzo[de][2,6]iso-

quinolin-1,3(2H)-diona (158) 

A una disolución de la naftalimida 117 (150 mg, 0.46 mmol) en EtOH (5 ml), se le añadió 

etanolamina (275 µL, 4.6 mmol) y la mezcla se calentó a 120 ºC mediante irradiación por 

MW durante 1.5 horas. Se evaporó el disolvente y el crudo de la reacción se purificó 
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mediante cromatografía flash, usando gradiente 0-3 % de MeOH en CH2Cl2 como 

eluyente, para obtener el derivado deseado 158 (50 mg, 36 %) como un 

sólido anaranjado. Pf: 209 ºC. HPLC-MS (5-95% gradiente de A en B, 10 

min) tR = 5.62 min. 1H-RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ 345 (c, 2H, J = 6 Hz, 

1´´-H), 3.58 (t, 2H, J = 7 Hz, 1´-H), 3.71 (t, 4H, J = 5.5 Hz, 2´-H), 4.10 (t, 

2H, J = 7 Hz, 2´´-H), 6.75 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 5-H), 7.63 (t, 1H, J = 8.5 Hz, 8-

H), 7.72 (s, 1H, NH), 8.20 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 8.38 (d, 1H, J = 7 Hz, 7-

H), 8.66 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 9-H). 13C-RMN (DMSO-d6, 100 MHz) δ 413 

(C1´), 45.6 (C1´´), 57.9 (C2´), 58.8 (C2´´), 103.7 (C5), 107.6 (C3a), 120.0 (C6a), 

121.8 (C9a), 124.1 (C8), 128.5 (C4), 129.3 (C6b), 130.5 (C9), 134.0 (C7), 150.7 (C6), 162.9 (C1), 

163.8 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C16H16N2O4 ([M+H]+): 301.1182, Encd: 301.1176. 

4.3.3.5.  Síntesis de la 6-(azetidin-1-il)-2-(2-hidroxietil)-1H-benzo[de]isoquinolin-1,3-

(2H)-diona (159) 

A una disolución de la naftalimida 117 (170 mg, 0.53 mmol) en EtOH (5 

ml) se le añadió azetidina (178 µL, 2.65 mmol) y se calentó a 120 ºC 

mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. La reacción se dejó 

enfriar, generándose un precipitado, que se filtró y se lavó con EtOH 

varias veces, obteniéndo el derivado deseado 159 (50 mg, 36 %) como 

un sólido rojo. Pf: 222 ºC. HPLC-MS (gradiente 5-95% de A en B, 10 

min) tR = 7.09 min. 
1
H-RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ: 2.53 (m, 2H, 3´´-

H), 3.50 – 3.67 (m, 2H, 1´-H), 4.09 (t, 2H, J = 7 Hz, 2´-H), 4.43 (t, 4H, J

= 7.5 Hz, 2´´ y 4´´-H), 6.34 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 5-H), 7.52 (t, 1H, J = 8 

Hz, 8-H), 8.11 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 8.24 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.33 (d, 1H, J = 7 

Hz, 9-H). 
13

C-RMN (DMSO-d6, 100 MHz) δ 16.4 (C3´´), 41.3 (C1´), 55.0 (C2´´ y 4´´), 57.9 

(C2´), 105.8 (C5), 108.1 (C3a), 119.9 (C6a), 121.6 (C9a), 123.6 (C8), 129.7 (C4), 130.4 (C6b), 

130.5 (C9), 132.5 (C7), 151.9 (C6), 162.8 (C1), 163.7 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C17H16N2O3 ([M+H]
+
): 297.1233, Encd: 297.1222. 
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4.3.3.6. Síntesis de 2-(2-(dimetilamino)etil)-6-((2-hidroxietil)amino)-1H-benzo[de]-

isoquinolin-1,3(2H)-diona (160) 

A una disolución de la 6-bromo-naftalimida 156 (50 mg, 0.14 mmol) en 

EtOH (5 ml), se le añadió etanolamina (52 µL, 0.86 mmol) y la mezcla 

se calentó a 120 ºC mediante irradiación por MW durante 3 horas. A 

continuación, se evaporó el disolvente y el crudo de reacción se purificó 

mediante cromatografía flash en fase reversa, usando gradiente 0-30 % 

de CH3CN en H2O como eluyente, para obtener el derivado deseado 

160 (11 mg, 20%) como un sirupe amarillo. HPLC-MS (5-95% gradiente 

de A en B, 10 min) tR = 4.36 min. 
1
H-RMN (MeOD, 500 MHz) δ: 3.59 (t, 

1H, J=6 Hz, 2´-H), 3.88 (t, 1H, J=6 Hz, 1´-H), 4.47 (t, 1H, J=6 Hz, 

CH2NH), 4.59 [s, 6H, N(CH3)2], 4.93 (t, 1H, J=6 Hz, CH2OH), 6.86 (d, 1H, 5-H), 7.66 (t, 

1H, 8-H), 8.40 (d, 1H, J=8.5 Hz, 4-H), 8.54 – 8.57 (m, 2H, 9 y 7-H).
13

C-RMN (MeOD, 125 

MHz) δ: 35.4 [CN(CH3)2], 43.2 (CCH2NH), 45.2 (C1´), 56.5 (C2´), 59.3 (CCH2OH), 103.8 (C5), 

120.5 (C3a), 121.8 (C6a), 124.1 (C9a), 128.2 (C8), 131.1 (C7), 133.7 (C6b), 134.8 (C9), 135.5 

(C4), 151.6 (C6), 164.3 (C3), 165.1 (C1). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H21N3O3

([M+H]
+
): 328.1655, Encd: 328.1661.

4.3.3.7.  Síntesis de 6-(azetidin-1-il)-2-(2-(dimetillamino)etil)-1H-benzo[de]isoquino-

lin-1,3(2H)-diona (161) 

A una disolución de la 6-bromo-naftalimida 156 (65 mg, 0.18 mmol) en 

EtOH (5 ml), se le añadió azetidina (75 µL, 1.08 mmol) y la mezcla se 

calentó a 120 ºC mediante irradiación por MW durante 1.5 horas. A 

continuación, se evaporó el disolvente y el crudo de la reacción se 

purificó mediante cromatografía flash, usando gradiente 1-10 % de 

MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado deseado 161

(50 mg, 85 %) como un sólido amarillo anaranjado. Pf: 152 ºC. HPLC-

MS (gradiente 5-95% de A en B, 10 min) tR = 5.25 min. 
1
H-RMN (CD3Cl, 

400 MHz) δ: 2.38 [s, 6H, N(CH3)2], 2.56 (c, 2H, J = 7.5 Hz, 3´´-H), 2.65 –

2.70 (m, 2H, 2´-H), 4.31 (m, 2H, 1´-H), 4.48 (t, 4H, J = 7.5 Hz, 2´´ y 4´´-H), 6.36 (d, 1H, J

= 8.5 Hz, 5-H), 7.48 (dd, 1H, J = 8.5 y 7.5 Hz, 8-H), 8.21 (dd, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 7-H), 
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8.36 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 8.52 (dd, 1H, J = 7 y 1 Hz, 9-H). 
13

C-RMN (CD3Cl, 100 

MHz) δ: 17.1 (C3´´), 37.8 (C1´), 45.7 [CN(CH3)2], 55.4 (C2´´ y 4´´ ), 57.0 (C2´), 106.3 (C5), 110.2 

(C3a), 121.0 (C6a), 122.7 (C9a), 123.8 (C8), 130.2 (C7), 130.7 (C6b), 131.2 (C9), 133.4 (C4), 

152.6 (C6), 164.1 (C3), 164.8 (C1). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C18H20N4O2 ([M+H]
+
): 

324.1580, Encd: 324.1586. 

4.3.3.8.  Síntesis de 6-((trans-4-aminociclohexil)amino)-2-(2-hidroxietil)-1H-benzo-

[de]isoquinolin-1,3(2H)-diona (162) 

A una disolución de la 6-bromo-naftalimida 117 (110 mg, 0.343 

mmol) en EtOH (5 ml), se le añadió DIPEA (28 µL, 0.51 mmol) y 

1,4-trans-diaminociclohexano (195 mg, 1.71 mmol). La mezcla 

se agitó a 150 ºC en tubo sellado durante 5 días. Al terminar 

este proceso, se dejó enfriar, formándose un precipitado que se 

filtró y se recogió el sobrenante que se evaporó a sequedad, 

obteniendo el derivado deseado 162 (110 mg, 91 %) como un 

sólido marrón. Pf: 280 ºC. HPLC-MS (gradiente 5-95% de A en 

B, 10 min) tR = 4.61 min. 
1
H-RMN (DMSO-d6, 400 MHz) δ: 1.18 -

1.56 [2m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Haxial (cHx)], 1.80 – 2.07 [2m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Hec (cHx)], 3.40 

– 3.46 [m, 1H, CH-NH2 (cHx)], 3.57 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 1´-H), 3.61 – 3.65 [m, 1H, CH-NH 

(cHx)], 4.11 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 2´-H), 6.82 (d, 1H, J = 9 Hz, 5-H), 7.30 (d, 1H, J = 8 Hz, 

NH), 7.64 (t, 1H, J = 8.5 y 7 Hz, 8-H), 8.23 (d, 1H, J = 9 Hz, 4-H), 8.41 (dd, 1H, J = 7 y 1 

Hz, 9-H), 8.76 (dd, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (DMSO-d6, 100 MHz) δ: 30.4 [C2 y 3 

(cHx)], 34.7 [C5 y 6 (cHx)], 49.9 (C1´), 51.2 [C1(cHx)], 56.0 (C2´), 57.9 [C4(cHx)], 104.1 (C5), 107.4 

(C3a), 120.1 (C6a), 121.8 (C9a), 123.9 (C8), 128.8 (C7), 129.6 (C6b), 130.6 (C9), 134.2 (C4), 

149.8 (C6), 162.9 (C3), 163.8 (C1). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C20H23N3O3 ([M+H]
+
): 

354.1812, Encd: 354.1811. 

4.3.3.9.  Síntesis de 6-((trans-4-aminociclohexil)amino)-2-(2-(dimetilamino)etil)-1H-

benzo[de]isoquinolin-1,3(2H)-diona (163) 
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A una disolución de la 6-bromo-naftalimida 156 (110 mg, 0.31 mmol) en EtOH (5 ml), se 

le añadió DIPEA (26 µL, 0.46 mmol) y trans-1,4-diaminaciclohexano (80 mg, 1.90 mmol) 

y la mezcla se calentó en tubo cerrado a 120 ºC durante 2 días. Al terminar el proceso, el 

crudo de la reacción se purificó mediante cromatografía flash en 

fase reversa, usando gradiente 0-15 % de CH3CN en H2O como 

eluyente, para obtener el derivado deseado 166 (38 mg, 32%) 

como un sólido amarillo oscuro.Pf: 178 ºC HPLC-MS (gradiente 

30-95% de A en B, 10 min) tR = 4.5 min.
 1

H-RMN [(CD3)2CO, 400 

MHz] δ: 1.58 – 1.77 [2m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Haxial (cHx)], 1.83 –

1.94 [2m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Hec (cHx)], 2.27 [s, 6H, N(CH3)2], 2.56 

(t, 2H, J = 7 Hz, 2´-H), 3.36 – 3.45 [m, 1H, CH-NH2 (cHx)], 3.75 –

3.86 [m, 1H, CH-NH (cHx)], 4.23 (t, 2H, 1´-H), 6.69 (d, 1H, J = 

7.5 Hz, 5-H), 6.97 (d, 1H, J = 8.5 Hz, NH), 7.65 (t, 1H, J = 8 Hz, 8-H), 8.37 (d, 1H, J = 8.5 

Hz, 4-H), 8.50 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 9-H), 8.61 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H).
 13

C-RMN [(CD3)2CO, 

100 MHz] δ: 31.5 [C2 y 3 (cHx)], 33.1 [C5 y 6 (cHx)], 38.4 (C1´), 46.1 (CN(CH3)2), 52.5 [C1(cHx)], 58.0 

(C2´), 59.5 [C4(cHx)], 105.3 (C5), 109.9 (C3a), 121.5 (C6a), 123.8 (C9a), 125.1 (C8), 128.5 

(C7), 131.0 (C6b), 131.5 (C9), 135.1 (C4), 150.5 (C6), 164.2 (C3), 165.0 (C1). HRMS (ESI) 

m/z: Calcd. para C22H28O2N4 ([M+Na]
+
): 403.2104, Encd: 403.2091. 

4.3.3.10.  Síntesis de N-(trans-4-((2-(2-hidroxietil)-1,3-dioxo-2,3-dihidro-1H-

benzo[de]isoquinolin-6-il)amino)ciclohexil)acetamida (164) 

4.3.3.11.  

A una disolución de la naftalimida 162 (40 mg, 0.11 mmol) en 

CH2Cl2 (5 ml), se le añadió Ac2O (1 ml) y la mezcla se agitó a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. Al terminar el 

proceso, se evaporó a sequedad y se purificó mediante 

cromatografía flash, usando gradiente 0-5 % de MeOH en 

CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado deseado 164

(32 mg, 75%) como un sólido naranja. Pf: 116 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 5-95% de A en B, 10 min) tR = 7.29 min. 
1
H-RMN 

(DMSO-d6, 400 MHz) δ: 1.29 –1.60, 1.84 – 1.90 y 2.00 – 2.11 

[3m, 8H, 2-, 3-, 5- y 6-H (cHx)], 3.07 (c, 1H, J=7 Hz, 2´-H), 3.53 – 3.59 [m, 2H, 1- y 4-

H(cHx)], 3.61 – 3.69 (m, 2H, 1´-H), 4.28 (s, 3H), 6.89 (d, 1H, J= 8.5 Hz, 5-H), 7.39 (d, 1H, 
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J= 7.5 Hz, NH), 7.68 (t, 1H, J= 8.5, 8-H), 7.84 (m, 1H, NH), 8.26 (d, 1H, J= 8.5 Hz, 4-H), 

8.44 (dd, 1H, J= 7.5 y 1Hz, 7-H), 8.79 (dd, 1H, J= 8.5 y 1 Hz, 9-H). 
13

C-RMN (DMSO-d6, 

100 MHz,) δ: 23.2 (CCH3CO), 30.9 [C2 y 3 (cHx)], 31.4 [C5 y 6 (cHx)], 46.0 (C1´), 47.8 y 51.3 [C1 y 4 

(cHx)], 61.5 (C2´), 104.8 (C5), 107.6 (C3a), 120.5 (C6a), 122.0 (C9a), 124.5 (C8), 129.5 (C4), 

130.1 (C6b), 131.2 (C9), 134.8 (C7), 150.4 (C6), 163.4 (C1), 164.4 (C3), 168.7 (COMe). 

HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C22H25N3O4 ([M+H]
+
): 396.1917, Encd: 396.1918. 

4.3.3.12.  Síntesis de N-(trans-4-((2-(2-(dimetilamino)etil)-1,3-dioxo-2,3-di-

hidro-1H-benzo[de]isoquinolin-6-il)amino)ciclohexil)acetamida (165) 

A una disolución de la naftalimida163 (14 mg, 0.028 mmol) en 

CH2Cl2 y acetona seca [1 ml (9:1], se le añadió Ac2O (1 ml) y 

se agitó a temperatura ambiente durante 6 horas. Al terminar 

el proceso, la mezcla se evaporó a sequedad y el crudo de 

reacción se purificó mediante cromatografía flash, usando 

gradiente 0-10 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para 

obtener el derivao acetilado 165 (12 mg, 80%) como un sólido 

naranja. Pf: 241 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 

10 min) tR = 1.87 min. 
1
H-RMN (CD3OD, 500 MHz) δ: 1.40-

1.68 [m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Haxial (cHx)], 1.91 (s, 3H, CH3COcHx), 2.04-2.21 [m, 4H, 2-, 3-, 

5- y 6-Hec (cHx)], 2.86 [s, 6H, N(CH3)2], 3.29 (t, 2H, J = 6 Hz, 2´-H), 3.65 – 3.78 [m, 2H, 1- 

y 4-H (cHx)], 4.44 (t, 2H, J = 6 Hz, 1´-H), 6.84 (dd, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 5-H), 7.62 (dd, 1H, 

J = 8.5 y 7.5 Hz, 8-H), 8.34 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 8.49  (dd, 1H, J = 7.5 y 1 Hz, 9-H), 

8.59 (dd, 1H, J = 8.5 y 1 Hz, 7-H). 
13

C-RMN (CD3OD, 125 MHz) δ: 22.6 (CH3CO), 31.8 

[C2 y 3 (cHx)], 32.2 [C5 y 6 (cHx)], 36.9 (C1´), 44.6 [CN(CH3)2], 52.5 [C1 y 4 (cHx)], 57.9 (C2´), 105.5 

(C5), 108.8 (C3a), 121.9 (C6a), 123.1 (C9a), 125.3 (C8), 129.8 (C7), 131.6 (C6b), 132.4 (C9), 

136.2 (C4), 152.0 (C6), 165.7 (C3), 166.5 (C1), 172.5 (COCH3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. 

para C24H30N4O3 ([M+H]+): 423.2390, Encd: 423.2396. 

4.3.3.13.  Síntesis de 9-((trans-4-aminociclohexil)amino)-5-(2-(dimetilamino)-

etil)-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-4,6(5H)-diona (166) 
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A una disolución de la 9-metoxi-quinolimida 155 (45 mg, 0.40 mmol) en EtOH (5 ml), se 

le añadió DIPEA (6 µL, 0.05 mmol) y 1,4-trans-diaminociclohexano (33.5 µL, 0.6 mmol). 

La mezcla se calentó a 150 ºC en tubo sellado durante 7 días. Al terminar el proceso, el 

crudo de la reacción se purificó mediante cromatografía flash, 

usando gradiente 0-10 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, 

para obtener el derivado deseado 166 (137 mg, 90 %) como un 

sirupe rojizo. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR

= 4.5 min. 
1
H-RMN (CD3OD, 400 MHz) δ: 1.43 – 1.63 [2m, 4H, 2-

, 3-, 5- y 6-Hax (cHx)], 2.05 – 2.14-2.28 [2m, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Hec

(cHx)], 2.35 [s, 6H, N(CH3)2], 2.66 (t, 2H, J = 7 Hz, 2´-H), 2.92 –

3.03 [m, 1H, 1-H (cHx)], 3.60 – 3.74 [m, 1H, 4-H (cHx)], 4.26 (t, 

2H, J = 7 Hz, 1´-H), 6.94 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 8-H), 8.23 (d, 1H, J = 

4.5 Hz, 3-H), 8.30 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 7-H), 8.94 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-RMN 

(CD3OD, 100 MHz) δ: 31.6 [C2 y 3 (cHx)], 33.0 [C5 y 6 (cHx)], 38.5 (C1´), 45.8 (CN(CH3)2), 50.6 

[C1(cHx)], 51.7 [C4(cHx)], 57.8 (C2´), 106.2 (C8), 107.7 (C6a), 123.9 (C3), 125.2 (C9b), 130.4 

(C3a), 135.8 (C7), 137.6 (C9a), 148.4 (C2), 150.9 (C9), 164.5 (C6), 165.0 (C4).  

4.3.3.14.  Síntesis de N-(trans-4-((5-(2-(dimetilamino)etil)-4,6-dioxo-5,6-dihi-

dro-4H-benzo[de][2,6]naftiridin-9-il)amino)ciclohexil)acetamida (167)  

A una disolución de 166 (7 mg, 0.018 mmol) en CH2Cl2 seco (1 

ml), se le añadió Ac2O (1 ml) y la mezcla se agitó a 

temperatura ambiente durante 1 hora. Al terminar el proceso, 

la disolución se evaporó a sequedad y el crudo de la reacción 

se purificó mediante cromatografía flash, usando gradiente 0-5 

% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obteier el 

derivado acetilado 167 (5 mg, 65%) como un sólido naranja-

rojizo. Pf: 230 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 

min) tR = 5.65 min.
 1

H-RMN (CD3OD, 500 MHz) δ: 1.49 y 1.60 

[2td, 4H, 2-, 3-, 5- y 6-Haxial (cHx)], 1.94 (s, 3H, CH3COcHx), 2.01 - 2.26 [m, 4H, 2-, 3-, 5- 

y 6-Hec (cHx)], 2.58 [s, 6H, N(CH3)2], 2.96 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 2´-H), 3.66 – 3.78 [m, 2H, 1- 

y 4-H (cHx)], 4.36 (t, 2H, J = 6.5 Hz, 1´-H), 6.95 (d, 1H, 8-H), 8.27 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-

H), 8.35 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 7-H), 8.97 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 2-H). 
13

C-NMR (CD3OD, 125 
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MHz) δ 21.1 y 30.5 [C2,3,5 y 6 (cHx)], 30.6 (C1´), 36.3 [CN(CH3)2], 43.7 [C1(cHx)], 50.4 [C4 (cHx)], 

56.3 (C2´), 104.7 (C8), 106.0 (C6a), 122.5 (C3), 125.4 (C9b), 128.2 (C3a), 128.9 (C7), 134.6 

(C9a), 136.3 (C2), 146.9 (C9), 149.7 (C6), 163.8 (C4), 171.0 (COCH3). HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C23H29N5O3 ([M+H]
+
): 424.2343, Encd: 424.2340. 

4.3.4. ANTENAS DE LANTÁNIDOS  

4.3.4.1.  Síntesis de derivados de carboestirilo

4.3.4.1.1.  Síntesis de (2-((2-acetil-6-metoxifenil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de 

dietilo (169) 

A una disolución de la 2-amino-4-metoxi-

acetofenona 168 (75 mg, 0.45 mmol) y ácido 

dietilfosfonoacético (81 µL, 0.494 mmol) en CH2Cl2

seco (5 ml), se le añadió HATU (205 mg, 0.54 

mmol) y DIPEA (220 µL, 1.233 mmol). La reacción 

se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Después de este período, la transformación fue incompleta.  Entonces, se añadió más 

ácido dietilfosfonoacético (40 µL, 0.24 mmol), HATU (102 mg, 27 mmol) y DIPEA (110 

µL, 0.615 mmol). La mezcla se agitó durante 45 minutos más. A continuación, el 

disolvente se evaporó a sequedad y el residuo se purificó por cromatografía flash, 

usando gradiente 0-5% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, obteniendo el producto 

deseado 169 (124 mg, 80 %) como un sirupe amarillo. HPLC-MS (gradiente 30-95% de 

A en B, 10 min) tR = 3.35 min. 
1
H-RMN [(CD3)2CO, 400 MHz)] δ: 1.17 [m, 6 H, CH3(Et)], 

2.48 (s, 3H, CH3CO), 3.05 (d, 2H, 11-H), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.96 – 4.10 [m, 4H, CH2(Et)], 

6.61 (dd, 1H, J = 9 y 2.5 Hz, 4-H), 7.92 (d, 1H, J = 9 Hz, 3-H), 8.22 (dd, 1H, J = 2.5 y 1 

Hz, 6-H), 12.06 (s, 1H, N-H). 
13

C-RMN [(CD3)2CO, 100 MHz] δ: 16.5 [d, J = 6 Hz, CCH3(Et)], 

28.4 (C9), 55.5 (COMe), 63.2 [d, J = 6.5 Hz, CCH2(Et)], 105.4 (C6), 109.1 (C4), 116.2 (C2), 

135.3 (C3), 143.7 (C1), 164.5 (d, J = 6 Hz, C10), 165.3 (C5), 201.8 (C8).  
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4.3.4.1.2.  Síntesis de 3-((2-acetil-5-metoxifenil)amino)-3-oxopropanoato de 

metilo (170) 

Una disolución de la -amino-4-metoxi-acetofenona 168 (50 

mg, 0.3 mmol) y 3-cloro-3-oxopropanoato de metilo (74 µL, 

0.54 mmol) en CH2Cl2 seco (5 ml), se agitó a temperatura 

ambiente durante 2 horas. La mezcla de reacción se 

evaporó a presión reducida y el residuo se redisolvió en 

CH2Cl2 (50 ml). La disolución se lavó sucesivamente con 

H2O (50 ml) y salmuera (500 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a sequedad, para 

obtener el compuesto deseado 170 (80 mg, 100 %) como un aceite amarillo. HPLC-MS 

(gradiente 30-95% de A a B, 10 min) tR = 3.54 min. 
1
H-RMN (CD3Cl, 400 MHz) δ: 2.60 (s, 

3H, CH3CO), 3.53 (s, 2H, 11-H), 3.80 (s, 3H, OMe), 3.88 (s, 3H,CO2Me), 6.64 (dd, 1H, J= 

9 y 2.5Hz, 4-H), 7.82 (d, 1H, J= 9 Hz, 3-H), 8.40 (d, 1H, J= 2.5 Hz, 6-H), 12.42 (s, 1H, N-

H). 
13

C-RMN (CD3Cl, 100 MHz) δ: 28.3 (C9), 45.0 (C11), 52.7 (CCO2Me), 55.7 (COMe), 104.5 

(C6), 110.2 (C4), 115.7 (C2), 133.6 (C3), 143.2 (C1), 164.8 (C10), 164.9 (C5), 167.8 

(CCO2Me), 201.1 (C8). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C13H15NO5 ([M+H]
+
): 266.1023, Encd: 

266.1015.

4.3.4.1.3. Síntesis de (7-metoxi-4-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolin-3-il) fosfona-

to de dietilo (171) 

A una disolución de la acetofenona 169 (45 mg, 0.131 

mmol) en DMF seco (3 ml) se añadió NaH (6 mg, 0.235 

mmol) y la mezcla se calentó a reflujo durante 5 horas. 

Después, se evaporó el disolvente a presión reducida y el 

residuo se purificó por cromatografía flash, usando un 

gradiente 0-5 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, obteniendo la quinolinona 171 (13 

mg, 30 %) como un sólido color beis. Pf: 195 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A a B, 

10 min) tR = 2.08 min. 
1
H-RMN (DMSO-d6, 500 MHz) δ: 1.08 y 1.26 [2t, 6H, J = 7 Hz, 

CH3(Et)], 2.37 (s, 3H, 11-H), 3.58 – 3.67 [m, 4H, CH2(Et)], 3.80 (s, 3H, OMe), 6.79 (s, 1H, 

8-H), 6.83 (d, J = 9 Hz, 1H, 6-H), 7.61 (d, 1H, J = 9 Hz, 5-H) 
13

C-RMN (DMSO-d6, 125 

MHz) δ: 16.7 y 17.1 [2d, J = 6.5 Hz, CH3(Et)], 18.9 (C11), 55.7 (OMe), 59.5 [d, J = 5.5 Hz, 
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CH2(Et)], 98.6 (C8), 110.6 (C6), 114.1 (C4a), 126.7 (C5), 140.8 (C4), 148.2 (C8a), 161.3 

(C7), 162.4 (C2), 166.7 (C3). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C15H20NO5P ([M+H]
+
): 

326.1151, Encd: 326.1153. 

4.3.4.1.4. Síntesis de 7-metoxi-4-metil-2-oxo-1,2-dihidroquinolina-3-carboxi-

lato de metilo (172) 

A una disolución de la acetofenona 170 (60 mg, 0.22 mmol) 

en MeOH (8 ml), se añadió K2CO3 (47 mg, 0.33 mmol) y se 

calentó a 70 ºC mediante irradiación de MW durante 30 

minutos. La mezcla de reacción se enfrió y se evaporó a 

presión reducida. A continuación, el crudo de la reacción se 

disolvió en CH2Cl2 (50 ml) y se lavó con H2O (20 ml) y salmuera (20 ml), se secó sobre 

Na2SO4 y se evaporó hasta sequedad, obteniéndo el derivado deseado 172 (56 mg, 100 

%) como un sólido color beis, utilizándose en el siguiente paso sin purificación 

adiccional. Pf: 188 ºC. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A a B, 10 min) tR = 2.42 min. 
1
H-

RMN [(CD3)2CO, 400 MHz] δ: 2.27 (s, 3H, 11-H), 3.71 (s, 3H, CO2Me), 3.76 (s, 3H, 

OMe), 6.74 (d, 1H, J = 9 Hz, 6-H), 6.86 (s, 1H, 8-H), 7.62 (d, 1H, J = 9 Hz, 5-H). 
13

C-RMN 

[(CD3)2CO, 100 MHz] δ: 14.9 (C11), 50.8 (CCO2Me), 54.5 (COMe), 97.7 (C8), 110.6 (C6), 

112.5 (C4a), 123.7 (C3), 126.4 (C5), 139.9 (C8a), 144.4 (C4), 158.5 (C2), 161.7 (C7), 166.3 

(CCO2Me). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para C13H13NO4 ([M+H]
+
): 248.0917, Encd: 248.0917.

4.3.4.2. Síntesis de derivados de dihidrociclopenta[de]quinolin-3-ona

4.3.4.2.1.  Síntesis de 8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopenta[de]quinolina-3-

carboxilato de metilo (177)
363

A una disolución del éster metílico 73 (162 mg, 0.66 mmol)  en 

tolueno (5 ml), se le añadió 2,3-dicloro-5,6-diaciano-p-

benzoquinona (180 mg, 079 mmol) y la mezcla se agitó a reflujo 

durante 4 horas. A continuación, el crudo de reacción se 

evaporó a sequedad y se purificó mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 0-

5% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, para obtener el derivado deseado 177 (70 mg, 
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42%) como un sólido rojizo. Pf: 203 ºC HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) 

tR = 2.32 min.
 1
H-RMN (CDCl3, 400 MHz) δ: 3.89 (s, 3H, OMe), 3.91 (s, 3H, CO2Me), 6.62 

(d, 1H, J = 7.5 Hz, 7-H), 6.82 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 4-H), 6.96 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H), 7.05 

(d, 1H, J = 5.5 Hz, 5-H), 9.79 (s, 1H, NH).
 13

C-RMN (CDCl3, 100 MHz) δ: 52.5 (CCO2Me), 

56.4 (COMe), 110.8 (C7), 118.3 (C3b), 119.86 (C3), 120.1 (C6), 125.4 (C8a), 126.3 (C4), 

131.5 (C5a), 141.05 (C5), 147.6 (C8), 152.7 (C3a), 161.6 (C2), 164.7 (C3).HRMS (ESI) m/z: 

Calcd. para C14H11ClNO4 ([M+H]
+
): 258.0760, Encd: 258.0756. 

4.3.4.2.2.   Síntesis del ácido 8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopenta-[de]-quino-

lina-3-carboxílico (178) 

Al éster metílico 177 (200 mg, 0.77 mmol), se le añadió una 

disolución de NaOH 2N (5 ml) y la mezcla se calentó a reflujo 

durante 30 minutos. A continuación, se liofilizó y el residuo se 

purificó mediante cromatografía flash en fase reversa, usando 

gradiente 0-10% de CH3CN en H2O como eluyente, obteniéndo el ácido carboxílico 

deseado 178 (150 mg, 80 %) como un sólido naranja-rojizo. Pf: 274 ºC. HPLC-MS 

(gradiente 5-95% de A en B, 10 min) tR= 7.93 min.
1
H-RMN (D2O, 400 MHz) δ: 3.76 (s, 

3H, OMe), 6.59 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 4-H), 6.62 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 7-H), 6.96 (d, 1H, J = 5.5 

Hz, 5-H), 6.98 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H).
13

C-RMN (D2O, 100 MHz) δ: 55.8 (COMe), 109.5 

(C7), 119.0 (C3b), 119.1 (C3), 120.0 (C6), 124.4 (C8a), 128.0 (C4), 130.7 (C5a), 137.0 (C5), 

144.1 (C3a), 150.0 (C8), 166.2 (C2), 174.0 (COOH). HRMS (ESI) m/z: Calcd. para 

C13H9NO4 ([M+H]
+
): 244.0604, Encd: 244.0604.  

4.3.4.2.3.  Síntesis 2,2',2''-(10-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)etil)-1,4,7,10-tetraaza-

ciclododecano-1,4,7-triil)triacetato de tri-terc-butilo (181)
364

Una disolución de 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacetato de trí-terc-butilo 

(DO3A, 180) (250 mg, 0.486 mmol), N-(2-bromoetilftalimida) 179 (151 mg, 0.58 mmol) y 

Cs2CO3 (315 mg, 0.972 mmol) en CH3CN seco (10 ml) se calentó a reflujo en atmosfera 

de Ar2 durante 16 horas. A continuación, el residuo se disolvió en cloroformo y se formó 

un precipitado que se filtró. El sobrenadante se evaporó a sequedad para dar 181 (335 
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mg, 100 %) como un aceite amarillo. HPLC-

MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR

= 1.11 min. 
1
H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.31 – 1.44 [m, 27 H, CH3(Boc)], 2.52 – 3.45 

[m, 24 H, CH2(cicleno)], CH2-Boc y CH2-

ftalimida), 3.64 (t, J = 6.5 Hz, 2 H, CH2-

DO3A), 7.80 – 7.83 y 7.84 – 7.88 (2m, 4H, 3-, 

4-, 5- y 6-H).
 13

C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ: 

28.0 (CH3-Boc), 51.7 (CH2-ftalimida), 52.2 (m, 

CH2-DO3A y CH2-Boc), 56.5 (CH2-Boc), 56.7 (CH2-Boc), 80.1 [C(Boc)], 80.2 [C(Boc)], 

123.2 (C3 y 6), 132.0 (C4 y 5), 134.6 (C2a y 6a), 168.2 [CO2(Boc)], 170.7 [CO(ftalimida)], 

170.84 [CO(ftalimida)].

4.3.4.2.4. Síntesis de 2,2',2''-(10-(2-aminoetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-

1,4,7-triil)triacetato de tri-terc-butilo (182)
364

A una disolución de 181 (450 mg, 0.65 mmol) en 

MeOH (20 ml) se le añadió hidrazina monohidrato (64 

µL, 1.30 mmol). La reacción se calentó a reflujo 

durante 4 horas. A continuación, se evaporó el 

disolvente y se trató con CH2Cl2, generándose un 

precipitado que se filtró. Los filtrados se lavaron con 

H2O (5 ml) y salmuera (5 ml), se secaron sobre 

Na2SO4 y se evaporaron a sequedad, Obteniendo el 

compuesto deseado 182 (362 mg, 100 %) como un 

aceite amarillo. HPLC-MS (gradiente 30-95% de A en B, 10 min) tR = 0.75 min. 
1
H-RMN 

(CD3Cl, 400 MHz) δ: 1.35 [s, 27H, (CH3Boc)], 2.41 – 2.98 [m, 20H, CH2(cicleno) y CH2- 

CH2-NH2), 3.17 – 3.43 (m, 6H, CH2CO). 
13

C-RMN (CD3Cl, 100 MHz) δ 28.12, 28.21 y 

28.24 [CH3(Boc)], 37.53 (CH2-NH2), [50.29, 50.65, 51.18 y 55.92 [CH2(cicleno)], 56.36 

(CH2-DO3A), 80.61, 81.14 y 81.68 [C(Boc)], 170.84 [CO(Boc)], 170.93 [CO(Boc)], 171.40 

[CO(Boc)]. 
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4.3.4.2.5. Síntesis de 2,2',2''-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopenta[de]-

quinolina-3-carboxamido)etil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato 

de tri-terc-butilo (183) 

A una disolución de la 

ciclopentaquinolinona 178 (70 mg, 

0.288 mmol) y el derivado de DO3A 

182 (176 mg, 0.31 mmol) en DMF (10 

ml), se le añadió HBTU (130 mg, 0.345 

mmol) y HOBt (53 mg, 0.345 mmol) y 

DIPEA (60 µL, 0.345 mmol). La mezcla 

se agitó en atmosfera de Ar2 durante 

16 horas. Transcurrido este tiempo, se 

evaporó a sequedad y el residuo se purificó mediante cromatografía flash, usando 

gradiente 0-5 % de MeOH en CH2Cl2 como eluyente, obteniendo el derivado deseado 

183 (120 mg, 53 %) como un sirupe naranja. HPLC-MS (gradiente 5-95% de A en B, 10 

min) tR = 7.32 min. 
1
H-RMN [(CD3)2CO, 400 MHz] δ: 1.31 [s, 27H, CH3(Boc)], 1.32 – 1.39 

y 1.87 – 1.95 [2m, 20H, CH2(cicleno) y CH2-Boc], 2.41 (s, 2H, CH2-Boc), 3.22 – 3.28 [m, 

2H, CH2(cicleno)], 3.43 – 3.53 (m, 2H, CH2-NCO), 3.86 (s, 3H, OMe), 6.82 (d, 1H, J = 7.5 

Hz, 7-H), 7.07 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H), 7.11 (d, 1H, J = 5.5 Hz, 5-H), 7.55 (d, 1H, J = 5.5 

Hz, 4-H), 10.03 (t, 1H, J = 6  Hz, NH).
13

C-RMN [(CD3)2CO, 125 MHz] δ: 28.2 [CH3(Boc)], 

29.4 y 30.2 [CH2(cicleno)], 36.6 (CH2-NCO), 43.4 [CH2 (cicleno)], 55.4 (CH2-Boc), 56.8 

(COMe), 82.7 y 82.7 [C(Boc)], 112.1 (C7), 119.6 (C3b), 119.8 (C3a), 121.2 (C6), 125.6 (C8a), 

129.3 (C4), 132.3 (C5a), 141.4 (C5), 148.7 (C8), 154.4 (C3), 164.8, 164.9 y 165.0 [CO(Boc) 

y C2)], 174.0 (CONH). 

4.3.4.2.6.  Síntesis del ácido 2,2',2''-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1,2-

dihidrociclopenta-[de]quinolina-3-carboxamido)etil)-1,4,7,10-tetraazaciclododeca-

no-1,4,7-triil)triacetico (184)
365

Una disolución del éster tert-butílico 183 (40 mg, 0.05 mmol) en TFA (2 ml), se agitó a 

temperatura ambiente bajo atmosfera de Ar2 durante 1.5 horas. A continuación, se 

evaporó el TFA y el residuo se purificó por HPLC-semipreparativa en ujna columna 
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SunFire Prep C18 OBD de 5 µm (19x150 

mm), obteniéndo el derivado deseado 184 

(8 mg, 25 %) como un sólido naranja 

claro. HPLC-MS (gradiente 2-30% de A en 

B, 10 min) tR = 8.80 min. 
1
H-NMR (D2O, 

500 MHz) δ: 2.89 – 3.37 [m, 16H, 

CH2(cicleno)], 3.39 – 3.46 (m, 4H, CH2-

NCO y CH2-cicleno), 3.48 (s, 2H, 

CH2CO2), 3.63 (s, 3H, OMe), 3.65 – 3.71 (m, 4H, CH2CO2), 6.33 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 7-H), 

6.60 (d, 1H, J = 5 Hz, 5-H), 6.64 (d, 1H, J = 7.5 Hz, 6-H), 6.73 (d, 1H, J = 5 Hz, 4-H). 
13

C-

RMN [(CD3)2CO, 125 MHz] δ: 35.2 (CH2-NCO), 45.6 (CH2-cicleno), 47.7 y 48.3 (CH2-

CO2), 50.4 y 51.1 (CH2-cicleno), 54.2 (COMe), 55.9 y 56.3 (CH2-cicleno), 111.0 (C7), 115.8 

(C3), 117.5 (C3b), 121.6 (C6), 123.0 (C8a), 126.0 (C5), 130.1 (C5a), 141.3 (C4), 147.5 (C8), 

153.0 (C3a), 163.3 (C2), 165.5 (CONH), 169.7 (CO2H). HRMS (ESI): Calcd. para 

C41H63N6O9 ([M+H]
+
): 783.4651, Encd: 783.4664. 

4.3.4.2.7.  Síntesis de 2,2',2''-(10-(2-(8-metoxi-2-oxo-1,2-dihidrociclopenta[de]-

quinolina-3-carboxamido)etil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)triacetato 

de europio (III) (185)
365

A una disolución de 184 en H2O (310 µl, 

10 mmol), se le añadió disolución de 

EuCl3 en H2O (310 µl, 50 mmol) y la 

mezcla se agitó a temperatura ambiente 

durante 16 horas, obteniendo una 

disolución 5 milimolar del compuesto 

deseado 185.

HPLC-MS (gradiente 5-95% de A en B, 10 

min) tR = 5.38 min. HRMS (ESI): Calcd. para C41H63N6O9 ([M+H]
+
): 783.4651, Encd: 

783.466
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4.4. MÉTODOS FOTOFÍSICOS 

4.4.1. Experimentos de fluorescencia  

Los espectros de UV-visible se registraron a temperatura ambiente en un 

espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 35, utilizando sub-microcubetas Starna Cells de 

100 µl (16.100-Q-10) con 1 cm de paso óptico.  

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario fueron registraron a 

temperatura ambiente en un espectrofluorímetro Perkin Elmer LS 50 B, utilizando sub-

microcubetas de 100 μl Starna Cells (16.100F-Q-10) con 0.5 cm de paso óptico para la 

excitación y 0.1 cm para la emisión. Los espectros de emisión y excitación de los 

compuestos fueron determinados a 7,5 µM, 12 µM y 44 µM, en disolventes de distinta 

polaridad. Las señales se recogieron entre 300 y 700 nm (incrementos de 0.5 nm y un 

tiempo de integración de 0.1 s). Las aperturas de las rendijas se fijaron a 15 nm para la 

excitación y a 6 o 12 nm para la emisión, dependiendo de la intensidad. Todos los 

espectros se corrigieron para quitar la fluorescencia de fondo, restando el blanco a la 

disolución de disolvente.  

Para los estudios de la cinética de reacción de 178 con tioles se utilizó un 

espectrofluorímetro de 64 pocillos Synergy HT, Biotek (λex= 360/40, λem =460/40 y 

590/30). Mientras que, para el estudio de las cinéticas de reacción de 185 con tioles se 

utilizó un espectrofluorímetro Jasco FP-8300, utilizando una cubeta de cuarzo de la casa 

Starna de dimensiones internas de 10 x 10 mm, que proporcionan un paso ópico de 1 

cm. Se utilizó una apertura de rendija de excitación y emisión de 5 nm y se observó en el 

rango de 350-800 nm, excitando a 320 nm. 
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4.4.2. Determinación de rendimientos cuántico de fluorescencia. 

Los rendimientos cuánticos de fluorescencia () se determinaron en disolventes de 

polaridad creciente y se calcularon con referencia a un estándar, indicada en cada 

caso
366, 367

. Se comparó una disolución 12 µM del fluoróforo correspondiente con una 

disolución 12 µM de la referencia. 

Para el cálculo del rendimiento cuántico se usó la siguiente ecuación: 

donde x y r designan la muestra y la referencia, respectivamente, A es la absorción a la 

longitud de onda de excitación, I es la intensidad de fluorescencia integrada, y n es el 

índice de refracción del disolvente. 

4.4.3. Ensayos de fotoestabilidad 

 Los ensayos de fotoestabilidad de los correspondientes cromóforos se realizaron a 

una concentracin de 12 μM en una disolucin dioxano (90 y 118), iluninandolos en su 

su longuitud de onda máxima de absorción (90: 372 nm y 118: 360 nm), mediante luz 

irradiada por un espectrofluorimetro con una lámpara de Xenon (fijándose las aperturas 

de las rendijas a 15 nm tanto para la excitación como para la emisión). Durante el tiempo 

de iluminanción (1 h con un intervalo de recogida de 2 seg), la longuitud de onda máxima 

de fluorescencia (90: 460nm y 118: 425 nm) se recogió como función de tiempo. 

4.4.4. Determinación de tiempos de vida de fluorescencia. 

Los tiempos de vida de fluorescencia se obtuvieron a λex = 375 nm, λex = 440 nm y 

λex = 470 nm dependiendo del compuesto a estudiar. La suma de los exponenciales del 

 =  
Ix Ar n2

xr

AxIr n2
r



Parte Experimental 

254 

decaimiento de fluorescencia, se recogieron a λmax
em –10 nm, λmax

em
, y λmax

em
+10 nm. 

Los errores estándar se obtuvieron a partir de los elementos diagonales de la matriz de 

covarianza, disponibles en el análisis global en forma de trazas de decaimiento, 

registradas a tres longitudes de onda de emisión y entre 5 y 30 ps. 

El decaimiento de fluorescencia de las disoluciones, se registró por el método de la 

sincronización de un solo fotón en un fluorimetro FluoTime 200 (PicoQuant GmbH)
368

.  

Dependiendo del derivado de quinolimida, el pulso de excitación utilizado mediante un 

diodo laser fue de 375 nm, 440 nm, 470 nm o de 485 nm (serie de LDH de PicoQuant 

GmbH), funcionado con un conductor PDL-800 (PicoQuant) a una repetición del pulso de 

20 MHz. Los histogramas de decaimiento de fluorescencia se recogieron en 1320 

canales, con tiempo de incremento de 36 ps. Los histogramas de las funciones de 

respuesta del instrumento (usando un dispersor LUDOX) y los decaimientos de las 

muestras se recogieron hasta alcanzar 2 x 10
4
 unidades en el en el pico del canal. Se 

registraron tres decaimientos de fluorescencia para todas las muestras y se recogieron a 

λmax
em –10nm, λmax

em
, y λmax

em
+10nm. Los decaimientos de fluorescencia se analizaron 

individualmente usando un método de deconvolución interactiva mediante los modelos 

exponenciales llevados realizados con el software FluoFit (PicoQuant).
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4.5. RMN DINÁMICA 

Se realizó el estudio completo de RMN para el compuesto 143 mediante el uso 

combinado de los experimentos de RMN 1D y 2D [
1
H-

1
H] y [

1H−13
C] (figuras 85-89). En 

los espectros RMN de 
1
H y de 

13
C del compuesto 143 en CDCl3 a temperatura ambiente, 

la resonancia de 2- y 4-H del anillo de azetidina aparecieron como una amplia señal. 

Estos datos sugirieron la existencia de un equilibrio dinámico. 

Figura 85. 
1
H-RMN(400 MHz, CDCl3) de la quinolimida 143
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Figura 86. gCOSY  (400 MHz, CDCl3) de la azetidinil-quinolimida 143

Figura 87. 
13

C-RMN (100 MHz, CDCl3) de 143
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Figura 88. Multiplicidad editada gHSQC (400 MHz, CDCl3) del compuesto 143 (metilenos: picos 
cruzados en azul; metilos y metino: picos cruzados en rojo)  

Figura 89. gHMBC (400 MHz, CDCl3) del compuesto 143
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El estudio dinámico del compuesto 143 se realizó mediante el análisis de forma de 

linea de una serie de experimentos de RMN a temperatura variable de 
1
H en CDCl3, en 

un rango de temperatura de 217 a 329 °C (Figura 34), utilizando el programa gNMR
369

. 

La temperatura se elevó en intervalos de 14 °C equilibrando la temperatura durante 20 

minutos antes de cambiar de intervalo. En un estudio similar con la 9-dimetilamino-

quinolimida 142 (figura 90) no se observó ningún intercambio nuclear. 

Figura 90. 
1
H-RMN a temeperatura variable de la 9-dimetilamino-quinolimida 142
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Figura 91. Asignación de rotameros en la azetidinil-quinoimida 143 mediante espectro de NOESY-

1D 
1
H-RMN para el compuesto 142. 

Figura 92. Diagrama de Eyring para el compuesto 143.  R^2 = 0,999.  ΔH*=- A (pendiente) = 11,12 

+/- 0.12 kcal mol
–1

 (46.56 kJ.mol
-1). ΔS*= (y-interceptada) = -0.0050 +/- 4.2e-04 Kcal K

–1
 mol

–1
. 

R ln(hk

r/ kT)
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-0,044

-0,042

-0,04

-0,038

1/ T

0,003 0,0032 0,0034 0,0036 0,0038 0,004 0,0042 0,0044



Parte Experimental 

260 

Los parámetros termodinámicos se calcularon a partir del diagrama Eyring usando la 

ecuación 1. 

(1) 

Donde Kr representa la constante de la tasa de reacción obtenida de la simulación del 

intercambio químico, κ el coeficiente de transmisión, k la constante Boltzmann y la ΔH* y 

ΔS* la entalpía y entropía de activación.

*
*

ln S
T

H

kT

hk
R r 
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4.6. CÁLCULOS SEMIEMPÍRICOS 

Los cálculos fueron realizados al nivel computacional PBE0/6-31+G(d,p)
370, 371

 con 

el paquete de programas Gaussian 09
197

. Se confirmó que los cálculos en vacio 

correspondían a mínimos de energía o estados de transición mediante el cálculo de las 

frecuencias (no frecuencias imaginarias y una frecuencia imaginaria, respectivamente). 

El efecto del disolvente fue incorporado mediante un modelo continuo de PCM para una 

variedad de disolventes parametrizados. Los estados excitados fueron calculados 

mediante la metodología TD-DFT. 

4.6.1. Barreras rotacionales (estado relajado, vacio): 

Se obtuvieron dos estructuras para el estado de transición (TS) asociadas a la 

rotación del grupo amino en la posición 9 de las 9-aminoquinolimidas 138, 140-143. La 

diferencia entre las geometrías de TS es la orientación de los sustituyentes en el átomo 

del nitrógeno del grupo amino. En el estado de transición TS1, esos sustituyentes 

apuntan hacia el nitrógeno del anillo de quinolimida, mientras que en el estado de 

transición TS2 están apuntando en la dirección opuesta. En todos los casos,  la barrera 

energética del estado TS1 es más pequeña que la de TS2 (Tablas 22-24). En el caso la 

9-metil-aminoquinolimida (141), se encontraron dos mínimos, uno con el grupo metilo 

que apunta hacia el nitrógeno del anillo de quinolimida y el otro con el grupo metilo que 

apunta en la dirección opuesta. La última estructura fue la más estable, en 29 kJ/mol 
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Tabla 22. Erel (kJ/mol) de los siguientes estados estacionarios obtenidos en el estudio 

conformacional 

140 138 141 142 143

Min-1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Min-2 - 28.4 28.8 0.0 -

TS-1 48.3 67.8 66.6 26.4 51.7

TS-2 70.5 79.4 79.7 37.3 63.4

Tabla 23. ∆H(kJ/mol) a temperature ambiente

140 138 141 142 143

Min-1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Min-2 - 27.9 29.0 0.2 -

TS-1 48.3 63.3 62.7 22.5 48.5

TS-2 70.5 74.7 75.4 32.7 59.4

Tabla 24. ∆G(kJ/mol) a temperature ambiente

140 138 141 142 143

Min-1 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0

Min-2 - 26.7 30.0 0.0 26.7

TS-1 50.0 67.1 68.1 30.1 67.1

TS-2 70.8 79.7 80.4 39.4 79.7

4.6.2. Momentos dipolares: 

La excitación de las 9-aminoquinolimidas, produce un incremento significativo de la 

magnitud del momento dipolar (Tabla 25) y un cambio de su dirección como se ilustra 

para la 9-aminoquinolimida 140 en la figura 93. 
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Estado Fundamental (GS) Estado Excitado (ES)

Figura 93. Momento dipolar (indicado con una flecha) de la 9-amino-quinolimide 140 en ambos 
estados. La longitud de la flecha es proporcional a la magnitud total del momento dipolar. 

Tabla 25. Momentos dipolares calculados (debye) de las quinolimidas 138-142 en el estado 

relajado y en el estado excitado 

140 138 141 (min1) 141 (min2) 142 143

GS 4.7 5.9 5.3 5.6 4.8 6.5

ES 8.2 10.2 9.3 9.2 9.6 10.5
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4.7. EVALUACIÓN DE LA CITOTOXICIDAD 

Esta evaluación fue realizada mediante ensayos HTS de citotoxicidad en líneas 

celulares de cánceres humanos de pulmón de células no pequeñas (A 549), colon (HT 

29), mama (MDA-MD-231) y páncreas (PSNI) en la compañía farmacéutica PharmaMar 

S.A., utilizando doxorubicina como control positivo y de acuerdo con los protocolos de 

National Cancer Institute (NCI). Se realizó un ensayo colorimétrico, adaptando la 

reacción de la sulforodamina B para observar mediante una medición cuantitativa el 

crecimiento y la viabilidad celular, siguiendo la técnica descrita por Skehan, P.A et al
372

. 

Las células (A 549, HT 29, MDA-MD-231 y PSNI) fueron cultivadas en multiplaca de 96 

pocillos, a una concentración de células de 5x10
3
 por cada alícuota de 195 μl de medio 

RPMI, en una superficie de crecimiento con un medio libre de drogas durante 18 h. 

Despus, las muestras se aadieron en alícuotas de 5 μl [disueltas en una mezcla de 

DMSO/H2O (3:7)]. 

Después de 48 h de exposición, las células se fijaron mediante la adiccin de 50 μl 

de ácido tricloroacético frio a una concentración 50% (wt/vol), incubándose a 4ºC durante 

1 h. Después, los pocillos se lavaron con H2O deionizada y se secaron. Se añadieron 

100 μl de una solucin de SRB (0.4% wt/vol en 1% de ácido acético) en los pocillos y se 

incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. El SRB desanclado se desechó 

mediante lavado con 1% de ácido acético, los pocillos de la multiplaca se secaron y el 

colorante unido se solubilizó en medio Tampón TRIS. Las densidades ópticas se leyeron 

en un espectrofotómetro automatizado multiplaca a una longuitud de onda de 490 nm. El 

análisis de los datos se generó automáticamente mediante el screenning de alta 

resolución LIMS implementado en el laboratorio. Los tres parámetros de respuesta GI50. 



Parte Experimental 

265 

(inhibición del crecimiento al 50%), LC50 (concentración letal al 50%) y TGI 

(concentración total inhibitoria) se obtuvieron mediante curvas concentración- respuesta 

mediante interpolación lineal, de acuerdo con los protocolos del NCI
373
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4.8. VALORACIONES IN VITRO DE FLUORESCENCIA DE 

PÉPTIDOS DERIVADOS DE CDK5 

Los ensayos de valoración de fluorescencia, se realizaron en placas de 96 pocillos 

con 200 μL de fosfato potásico 50 mM (50 mM KH2PO4/K2PO4, pH 7.4) 150 mM de NaCl, 

usando un espectrofluorímetro Clariostar (BMG). Los péptidos marcados 

fluorescentemente con la bromometilacetamida 151 se excitaron a 480 nm y la señal de 

emisión se recogió entre 505 y 740 nm, a menos que se indique lo contrario. Los 

péptidos marcados fluorescentemente con la bromometilacetamida 152 se excitaron a 

490 nm y la señal de emisión se recogió entre 515 y 700 nm, a menos que se indique lo 

contrario. El análisis de los datos se realizó utilizando el software GraFit (Erathicus Ltd). 

Los experimentos se realizaron por triplicado.
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4.9. CULTIVO CELULAR, INTERNALIZACIÓN Y MICROSCOPÍA DE 

CÉLULAS U87 

Los medios de cultivo celular, el suero y los antibióticos se adquirieron de Invitrogen. 

Se cultivaron células U87 en DMEM + Glutamax suplementado con FCS al 10%, 100 

unidades /ml de penicilina (sal de sodio G) y estreptomicina 100 μg/ml, a 37ºC, en una 

atmósfera que contenía 5% de CO2. Se añadieron los péptidos K5 marcados con 136, 

151 o 152 o el péptido Pep1-K5 sobre células U87 cultivadas hasta un 50-60% de 

confluencia en DMEM, complementado con 10% de glucosa durante 3 horas. Las células 

se fijaron con formalina en PBS durante 10 min, se lavaron en PBS y se tiñeron los 

núcleos con Hoechst. Se realizó un ensayo de inmunofluorescencia indirecta con anti-

p25 policlonal de conejo (C-19 de Santa Cruz) a una dilución 1: 250 en buffer de bloqueo 

(BSA al 4%, suero de cabra al 4% y Triton al 0,1%) durante toda la noche, se lavó y 

luego se incubó con anticuerpos secundarios marcados con Alexa647, a una dilución de 

1: 500 durante 1 h. A continuación, se lavaron de nuevo con PBS, y los núcleos se 

tiñeron con Hoechst. Se volvieron a lavar con agua y se montaron en portaobjetos de 

vidrio en Mowiol. Las células fluorescentes se observaron con un microscopio Zeiss 

equipado con una cámara CoolSnap y las imágenes se adquirieron utilizando el software 

MetaMorph. Los filtros de banda de excitación /dicroico / banda de emisión utilizados 

para la visualización de las señales fluorescentes fueron los siguientes: Hoechst: 340-

380/400/450-490 nm; Los anticuerpos conjugados con Alexa647 se recogieron utilizando 

los filtros Cy5: 590 - 650/660/662 - 737 nm; La fluorescencia de 136, 151 y 152 se 

recogió usando los filtros GFP: 450-490/495</500-550nm.
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4.10. ESTUDIOS DE LA AGREGACIÓN DEL PEPTIDO -AMILOIDE

4.10.1. Valoración espectroscópica del peptido β-amiloide

El péptido Aβ42 (fragmento 1-42 de la proteína de β amiloide, Sigma-Aldrich) se 

incubó a una concentración total de 100 µM, en tampón SSPE ((150 mM NaCl, 10 mM 

Na2H2PO4 ·H2O, 10 mM Na2EDTA, pH 7,4, Sigma-Aldrich) a 37 º C, con agitación 

continua. El péptido liofilizado se disolvió a pH 12 antes de su uso y se filtró para eliminar 

los agregados preformados. En estas condiciones, se detectaron fibrillas amiloideas 

largas y rectas después de 20 h de incubación (figura 40). 

Figura 94. Tiempo de vida de fluorescencia (λex = 485 nm) a diferentes tiempos de incubación tras 

la iuntereacción con 143 (2 µM) con el péptido β-amyloid (100 µM).
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La quinolimida 143 se agregó a una concentración total de 2 µM. Los espectros de 

emisión de estado estacionario (λex = 490 nm) se recogieron en un espectrofluorimetro 

Jasco FP8300. Los tiempos de vida en fluorescencia resuelta en tiempo se obtuvieron en 

un espectrómetro de tiempo de la vida de fluorescencia PicoQuant FT200, basado en la 

sincronización de un solo fotón (SPT) usando un laser pulsado a 485 nm de diodo como 

fuente de la excitación (PicoQuant LDH-485) que trabajaba a 20 MHz. La variación del 

tiempo de vida de fluorescencia de 143 con el tiempo de incubación con Aβ42 se muestra 

en la Figura 94.

4.10.2. FLIM de doble color  

Los experimentos FLIM con dos colores se llevaron a cabo en el microscopio 

confocal invertido (Olympus IX-71, objetivo de inmersión x 100 1.4 NA) de tiempo 

resuelto MicroTime 200 (figura 97, PicoQuant GmbH, Berlín, Alemania). Para la 

excitación a  ʎex= 470 nm se utilizó un diodo láser pulsado (LDH, PicoQuant) con una 

frecuencia de repetición de 20 MHz. La fluorescencia recogida a través del objetivo 

atravesó un pinhole de 75 μm tras pasar por un espejo dicroico de 500 DCXR y un filtro 

de paso largo de 500LP (Chroma). La fluorescencia se separó en dos canales mediante 

un espejo dicroico 600DCXR y recogió en dos detectores (Perkin Elmer). Se utilizó un 

filtro de paso de banda 550/40 (Thorlabs) en el canal verde, para recoger la emisión a 

ʎ550; y un filtro 630/60 (Chroma) para recoger la emisión en el canal rojo a ʎ 630. La 

reconstrucción de imagen, la cuantificación de los fotones y la adquisición de datos se 

llevaron a cabo con un módulo TimeHarp 200TCSPC (PicoQuant, Berlin, Alemania) Las 

imágenes se obtuvieron con una resolución de 512 × 512 con unas dimensiones de 10 × 

10 µm
2
. El análisis de las imágenes se llevó a cabo usando el software SymPhoTime 32 

(PicoQuant) ajustando los decaimientos de fluorescencia obtenidos en los píxeles 

individuales a una función de decaimiento monoexponencial, usando el estimador de 

máxima verosimilitud (MLE) para la optimización de los parámetros
374

. Para lograr el 

mayor número de cuentas posibles en cada píxel se usó una combinación espacial 

previa de 5 × 5 píxeles y un agrupamiento de 8 canales temporales en los decaimientos 

(para una resolución final de 232 ps por canal). La selección de los píxeles 

correspondientes a los agregados se realizó con el software FiJi (ImageJ2). 
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Figura 97. Esquema de la instrumentación para la fluorescencia por imágenes de tiempo de vida 

(FLIM) y la relación de imagen en dos canales de detección diferentes (verde a 550/40 y rojo a 
630/60). 
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4.11. MICROSCOPÍA DE TRANSMISIÓN ELECTRÓNICA (TEM) 

En las imágenes de Microscopía de Transmisión Electrónica (TEM) (Figura 40) 

se muestran los diferentes estados de agregación del péptido β-amiloide. Las

imágenes se recogieron utilizando un microscopio de trasmisión electrónica Libra 120 

Plus (Carl Zeiss, SMT, Germany) operando a 120 KV y equipado con un filamento 

LaB6 y una cámara acoplada directamente SSCCD 2 k x 2 k.
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4.12. CULTIVO CELULAR Y VISUALIZACIÓN DE FLUORESCENCIA 

EN MACROFAGOS 

La respuesta biológica de los productos fue evaluada en monocito macrofagos RAW 

264.7 (ECACC, Sigma P11), Las células se cultivaron en medio Eagle modificado con 

Dulbecco (DMEM) enriquecido con 110 mg/l de piruvato sódico y suplementado con 10% 

FBS, 100 u/ml de penicilina , 100 μg/ml de estreptomicina y 200 mM de L-glutamina 

(medio completo). El cultivo celular se mantuvo en atmosfera humidificada a 37ºC con 

5% de CO2 y 95% de aire.

 La morfología de las células se estudió mediante un microscopio de 

epifluorescencia NIKON TE-2000 y mediante un microscopio confocal Láser (CLSM) 

LEICA TCS SP2 con 7 líneas de laser (457, 477, 488, 496, 514, 543, 633 nm) . 

Las células RAW 264.7 se hicieron crecer hasta una densidad de 8 x 10
4

celulas/ml

en medio completo, en placas de 24 pocillos incubándose durante 24 horas. Pasado este 

tiempo, la mitad de los pocillos en crecimiento se trataron con LPS (Lipolisacaridos de 

Escherichia coli, Sigma Aldrich, Spain) a una concentración de 5 g/ml durante 2 h para 

después ser tratados con los fluoróforos indicados en cada caso (5 M). La otra mitad de 

los pocillos se trataron directamente con los productos a la misma concentración. Las 

células se dejaron en presencia de los fluoróforos durante 1 h o 2 h. 

Despues de este tiempo, las células se fijaron con glutaraldehido (2.5% v/v en H2O) 

durante 15 min. Se lavaron con agua destilada dos veces y se llevaron al servicio de 

microscopia para ser montadas y observadas al microscopio.

Los productos se compararon con al sensor fluorescente nuclear comercial DAPI 

(INVITROGEN)
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4.13. ESTUDIOS DE INTERACCIÓN CON ADN 

4.13.1. Estudios de interacción de la naftalimida 165 y la quinolimida 167 con ADN. 

Los estudios se realizaron mediante valoraciones a concentración constante de 

ligando mediante espectrometría UV, Dicroismo Circular (DC) y excitación de 

fluorescencia. 

El equipo utilizado fue el espectropolarímetro Jasco J-815. 

Condiciones experimentales: Buffer fosfato 10 mM, pH = 7.10, T = 25°C, (NaCl 

200mM solo en las valoraciones con  el oligonucleotido) 

Secuencia del oligo R13: 5’-GCGTACGCCAGCG-3’

3’-CGCATGCGGTCGC-5’

En las Figuras 98-101 se recogen los espectros obtenidos para cada fluoróforo. 

Figura 98. Estudios de interacción entre 165-Fs y ADN observados mediante dicroísmo circular 

(izquierda) y espectrómetro UV (derecha). 
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Figura 99. Estudios de interacción entre 167-Fs-ADN observados mediante dicroísmo circular 

(izquierda) y espectrómetro UV (derecha). 

Figura 100. Estudios de interacción entre 165-R13 observados mediante dicroísmo circular 

(izquierda) y espectrómetro UV (derecha). 

Figura 101. Estudios de interacción entre 167-R13 observados mediante dicroísmo circular 

(izquierda) y espectrómetro UV (derecha).
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