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RESUMEN

El objetivo de la Tesis es el desarrollo de una nueva metodologia para la determinaciéon de
interacciones moleculares, basada en la transferencia de energia de resonancia (FRET) que
aprovecha las propiedades espectrales caracteristicas y Unicas de los compuestos fotocrémicos
(diheteroariletenos) actuando como aceptores de energia. En este método la emisién del
donante fluorescente es modulada por transformaciones ciclicas de uno de los isdémeros del
aceptor fotocromico. Se sintetizaron tres familias de diheteroariletenos conteniendo
benzotiofenos, tiofenos e indoles, funcionalizados convenientemente para su unién a
biomoléculas y se valid6 el principio del método que denominamos fotocromismo-FRET (pc-
FRET).

Utilizando estrategias simples y convergentes, se sintetizaron diheteroariletenos simétricos
y asimétricos con grupos funcionales adecuados para su unién posterior a biomoléculas. Una
de las nuevas estrategias involucrd la utilizacion de un grupo metoxilo (en el anillo de
benzotiofeno o en fenilo) como precursor que condujo a un intermediario triflato, el cual a su
vez permiti6 realizar distintos tipos de acoplamiento C-C como la unién a triples enlaces y la
introduccion de grupos carboxilo activados como éster succinimidilo.

Otra de las estrategias consistié en la obtencién de diheteroariletenos asimétricos con
indoles y benzotiofenos. Por primera vez se utilizé para este tipo de compuestos el nitrogeno
del indol como punto de unién a grupos funcionales. Para esto se utilizaron dos tipos de
grupos protectores que al ser removidos proporcionaron un extremo funcional ortogonal al
metoxilo.

El método fue validado con compuestos modelo que se disefiaron de modo de disponer un
fluor6foro y un aceptor fotocrémico a una distancia definida. Se estudidé el “encendido y
“apagado” del proceso de FRET por conversién del isbmero abierto al cerrado del compuesto
fotocrémico y viceversa, respectivamente. Se propuso un esquema conceptual que describe los
procesos fotofisicos involucrados, se determinaron las constantes fotocinéticas de cada proceso,
incluyendo rendimientos cuanticos de ciclacion y cicloreversion, y se evalué la interrelacion

entre los procesos involucrados.

Palabras claves: diheteroarileteno, fotocromismo, pcFRET, sintesis organica




ABSTRACT

The aim of the Thesis is the development of a new approach for the determination of
molecular interactions based on fluorescence resonance energy transfer (FRET), taking
advantage of the unique reversible spectral properties of photochromic compounds
(diheteroarylethenes) acting as energy acceptors. In this method, the fluorescent emission of the
donor is modulated by cyclical transformations of a photochromic acceptor. Three families of
diheteroarylethenes were synthesized, containing benzothiophenes, thiophenes and indoles
conveniently functionalized for their coupling with biomolecules. Additionally, a validation of
the principle of the new methodology, that we denominated photochromism-FRET (pcFRET),
was performed.

We developed convergent strategies for the synthesis of symmetric and asymetric
diheteroarylethenes with tethers for attachment to biomolecules. One of the pahts included the
introduction of a methoxy group as substituent of benzothiophene or phenyl groups, which
lead to triflate substituted intermediates. These intermediates were used for different types of C-
C coupling reactions, including the coupling to triple bonds and carbonilation reactions
leading to succinimidyl ester derivatives.

Another strategy for the preparation of functionalized asymetric diheteroarylethenes was
based on the derivatization at the /N atom in the indole substructure. Two types of protecting
groups were used allowing the introduction of a functional group orthogonal to the methoxy
in the benzothiophene moiety.

The validation of the method involved the design and synthesis of model compounds
consisting of a fluorescent donor covalently bound to an acceptor by a tether of a given length.
The reversible activation of the process was evaluated by alternate exposure of the model
compounds to UV and visible light. We developed a general conceptual scheme for such
coupled photochromic-FRET reactions, allowing quantitative interpretations of the
photostationary and kinetic data, from which the quantum yields for the cyclization and

cycloreversion reactions of the photochromic acceptor, were calculated.

Keywords: diheteroarylethene, photochromism, pcFRET, organic synthesis




ABREVIATURAS

REACTIVOS Y SOLVENTES:

AcOEt acetato de etilo

AcOH acido acético

B(iOPr); tri--propilborato

B(nOBu); tri-n-butilborato

Biotina = biot  4cido 5-(2-oxohexahidro-1H-tien|3,4d] imidazol-4-il)pentanoico
Biot-PEG-amino (+)-biotinil-3,6,9-trioxaundecandiamina
Boc ter-butoxicarbonilo

Boc,O di-terbutildicarbonato

DCC diciclohexilcarbodiimida
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DMAP dimetilaminopiridina

DME dimetoxieteno
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dppf 1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno
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EtOH etanol
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n-PrOH n-propanol

Pd(AcO), Acetato de paladio (II)
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pTsOH acido p-toluensulfonico

Py piridina

TBAF Fluoruro de tetrabutilamonio
TBDMS: terbutildimetilsililo

TBDMSiCl cloruro de terbutildimetilsililo

TEA trietilamina

T1,0 anhidrido triflico

TfO = triflato
THF

TMSA
Xantphos

trimetansulfonato

tetrahidrofurano

acetileno de trimetilsililo
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ABREVIATURAS

OTRAS

ccd
CGL
CLAR
DHAE
EMAR
FRET
P.e.

P.f.
PSS

Ry

t.a.

tr

cromatografia en capa delgada
cromatografia gas-liquido

cromatografia liquida de alta resolucion
diheteroarileteno

Espectroscopia de masa de alta resolucion
Transferencia de energia de resonancia
punto de ebullicién
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INTRODUCCION

1.1. FOTOCROMISMO

Se denomina fotocromismo a los cambios de color que se observan en un material o
compuesto por exposicion a la luz. Este fenémeno ha despertado un gran interés desde su
descubrimiento en 1876 y sigue siendo un campo de gran actividad debido a sus aplicaciones
presentes y potenciales. Las isdbmerizaciones! que ocurren con ciertas moléculas por absorciéon
de luz, estin acompafiadas por cambios estructurales con sus consecuentes modificaciones en
las propiedades fisicas y quimicas. Ademas, estos cambios en la geometria de la molécula
generalmente dan lugar a cambios en su interaccién con el entorno y como consecuencia en el
espectro de absorcion.

En el caso mas sencillo, el sistema estd compuesto por dos especies, A y B, que se

interconvierten entre si reversiblemente por absorciéon de luz UV o visible:

0.4
803
c
4]
£0
s 0.2
wn
£0
<
0.1
0.0
200 300 400 500 600 700
A (nm)
A =¥ B
', A

El fotoisbmero generado B puede ser metaestable, en cuyo caso la reacciéon revertira
téermicamente (fotocromismo de tipo T), o bien puede ser estable y la reacciéon inversa se
produce también por absorcién de luz (fotocromismo de tipo P). También puede darse el caso
de que la reversion sea térmica y fotoquimica. Los compuestos fotocromicos son aplicados en
tecnologia fotodptica como asi también en el disefio de dispositivos cuyas propiedades pueden
ser moduladas por luz.

Las reacciones que determinan los cambios estructurales que llevan de A a B pueden ser
electrociclaciones, isomerizaciones en torno a un doble enlace (E-Z), rupturas de enlaces que

implican aperturas de ciclos, migraciones de H, etc. Los isbmeros A y B, en general difieren

3



CAPITULO 1

también en sus indices de refraccidon, constantes dieléctricas, potenciales de 6xido-reduccion y

otras propiedades.

1.1.1. Familias de compuestos organicos fotocrémicos

Estilbeno
Y/ —." -
O hvz 0 A O O
trans (E) cis (2)
Azobenceno
h N=N
N// —_—
@ hV2 0OA
trans (E) cis (2)
Espiropirano
N O Q NO, hv, 0 A
\
Isbmero cerrado Isbmero abierto
Espirooxazina
NO,
—N th
N
—_— ) /
N O NO hvo, 0 A
\ 2 2 Nt 3
\
Isbmero cerrado Isbmero abierto
Cromenos (naftopiranos)
th
hV2 0OA
Isbmero cerrado Isbmero abierto

Figura 1.1. Familias de compuestos fotocrémicos que revierten fotoquimica y térmicamente.

Las familias de compuestos fotocrémicos que revierten térmicamente se muestran en la

figura 1.1, mientras que los compuestos térmicamente estables se muestran en la figura 1.2.
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Fulgidas
O
th
4 o
hV2 (@]
(6]
Isbmero abierto Isbmero cerrado

Diheteroariletenos

Isbmero abierto Isébmero cerrado

Figura 1.2. Familias de compuestos fotocromicos que revierten fotoquimicamente (tipo P).
1.1.2. Transformaciones fotoquimicas

Las moléculas fotocromicas pueden ser clasificadas de acuerdo al tipo de transformaciones
quimicas involucradas en la reaccién inducida por luz. Los cambios estructurales mas
relevantes son isomerizaciones en torno a un doble enlace (E-Z) y electrociclaciones.

Segin IUPAC se puede hacer una clasificacion mas completa: 1) reacciones periciclicas
[electrociclaciones (spiropiranos, diheteroariletenos, fulgidas), cicloadiciones (2+2), (4+4) y
(4+2)], 2) 1somerizaciones cis-trans, 3) transferencia de H intramolecular, 4) transferencia de
grupo intramolecular (estas dos Gltimas corresponderian a tautomerizaciones), 5) procesos de
disociacién, 6) transferencia de electron (red-ox). Nosotros nos concentraremos en la

clasificacibn mas restringida.
1.1.3. Isomerizaciones cis-trans (E/Z)

Una isomerizacién cis-trans de alqueno, que involucra una rotaciéon de 180° alrededor del
doble enlace del alqueno, tiene lugar como parte del mecanismo de la visidn en sus ojos
mientras lee esta tesis. Los pigmentos visuales estin compuestos por la proteina opsina y el 11-
cistetinal. Este altimo sufre una isomerizacién cis-trans por absorcion de luz. Este simple
cambio en la forma de la molécula dispara una cascada de reacciones quimicas, las cuales son
finalmente convertidas en una sefal eléctrica (impulso nervioso) que se propaga en el cerebro y

nos permite ver.>




CAPITULO 1

Una de las reacciones fotoquimicas mejor entendidas y mas ampliamente estudiadas es la
fotoisomerizacion de estilbenos entre las formas cis y trans (Figura 1.3). Tanto el trans como el
cisestilbeno son interconvertidos reversiblemente por la luz. El cisestilbeno no es
térmicamente estable y retorna a la forma trans en la oscuridad. La relacion cis/trans en el
estado fotoestacionario (PSS, photostationary state, en inglés) cuando el compuesto es irradiado
a 313 nm en pentano es 11,5 (92.5% de cis).” La barrera de activacién térmica para la reaccién

se ubica alrededor de 154 kJ/mol para la mayoria de los estilbenos.?

Ph Ph @ O
J:[ hv Jph hv [Ph hv O 0, O
PH Ph Ph hv ph | 2 @ ol O

c a b d e

Figura 1.3. Reacciones fotoquimicas que involucran estilbenos.

En soluciones concentradas el transestilbeno (Figura 1.3, a) puede ser objeto de una
reaccién secundaria no deseada, la cicloadicién [2+2] y formar el derivado ciclobutano (c). El
cisestilbeno puede también ser objeto de una electrociclacion-6m fotoinducida para dar el
sistema 12-1 4a,4b-dihidrofenantreno (d). El dihidrofenantreno, por su parte, puede dar una
apertura de anillo para revertir al compuesto cis o, en condiciones oxidantes, puede ser
convertido irreversiblemente al sistema aromatico mas estable, fenantreno (e). Se cree que la
fotociclacion se alcanza desde el estado singulete excitado m-m* del estilbeno. De acuerdo con
las reglas de Woodward-Hoffmann basadas en la simetria de orbital p para el 1,3,5 hexatrieno,
el cierre del anillo inducido por luz se produce en el modo conrotatorio mientras que la
apertura térmica ocurre via el modo disrotatorio.’ El tiempo de vida de los 4a,4b-dihidro
derivados (analogos de d) depende fuertemente de sus caracteristicas estructurales y varia desde
menos de 1 segundo hasta 36,8 dias en el caso de tener el producto de 1,2-bis(2-naftil)eteno.!?
Las aplicaciones de estilbenos para fotoencendido reversible han sido limitadas debido a todas

las reacciones secundarias no deseadas que tienen lugar.
1.1.4. Fotociclaciones

De acuerdo con las reglas de Woodward-Hoffmann basadas en la simetria de los
orbitales p para el 1,3,5 hexatrieno, el cierre del anillo inducido por luz se produce en el modo

conrotatorio mientras que la apertura térmica ocurre via el modo disrotatorio. Por lo que el
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cierre del anillo para la reaccién fotoquimica genera una relacién trans entre Ry y R, (Figura

1.4). La apertura térmica del anillo es disrotatoria y produce una disposicién cis de R; y R,.”

R \R
SulE oy
Z Ry hv R,

Figura 1.4. Fotociclaciones de derivados de 1,3,5-hexatrieno.

Entre los compuestos fotocromicos que son objeto de estos cierres de anillos estan los

spiropiranos, las fulgidas y los diheteroariletenos (Figura 1.5).

F2
0 Fa Fa
X
O
P AR
S S
o
spiropiranos fulgidas diheteroariletenos

Figura 1.5. Compuestos que dan fotociclaciones.

1.2. DIHETEROARILETENOS

[sdbmero abierto (A) Isémero cerrado (B)
incorolo coloreado

Figura 1.6. Ciclacion y reversion para un diheteroarileteno.

Al irradiar el diheteroarileteno, isébmero abierto (A), con luz UV se produce el cierre del
anillo y se obtiene el isémero cerrado (B) coloreado (Figura 1.6). Al irradiar el sistema con luz
visible retorna a la forma abierta. Las propiedades mas importantes de estos compuestos son la
elevada estabilidad térmica del isdbmero cerrado y la alta resistencia a las reacciones de
fotodegradaciéon denominadas “fatiga” (o bajo rendimiento cuantico de reacciones de

fotodegradacién).

Nuestro objetivo es aplicar los compuestos fotocromicos como aceptores de transferencia

de energia de resonancia (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) (ver pagina 26) en

7



CAPITULO 1

sistemas biolégicos. Para ello requerimos un compuesto fotocrémico que sea térmicamente
estable luego de la irradiaciéon y que pueda ser coloreado y decoloreado repetitivamente sin
degradarse. Ademas, todas estas propiedades deben mantenerse una vez incorporado el
compuesto fotocrémico al sistema biolégico. De todos los compuestos fotocrémicos
mencionados solo las fulgidas y los diheteroariletenos mostraron estabilidad térmica. Por otra
parte los diheteroariletenos poseen una mayor resistencia a la fatiga que las fulgidas. Para una
variedad de diheteroariletenos los ciclos de coloracién y decoloraciéon pueden repetirse mas de
10% veces sin descomposicién mientras que la mayoria de las fulgidas raramente son estables
por mas de 100 ciclos. Otra ventaja es que los diheteroariletenos son mas sencillos de obtener.

Estos motivos nos llevaron a elegir esta familia de compuestos como sistema fotocrémico.
1.2.1. Factores que influyen en la estabilidad térmica

La irradiacion de cisestilbeno conduce a la formacidon de dihidrofenantreno, que es un
diarileteno en forma cerrada. Como ya fue explicado (vide supra), este compuesto no es
téermicamente estable. Para desarrollar un compuesto térmicamente estable es necesario
establecer que factores influyen en las reacciones térmicas. La estabilidad térmica de la forma
cerrada esta controlada por la barrera de energia. Esta barrera de energia se correlaciona con la
diferencia de energia del estado fundamental entre el isbmero abierto y el isémero

fotoquimicamente cerrado.!!

AE = 114,2 kJ/mol
AE =-13,8 kJ/mol

O O OQ /S\ /S\ /SS\

Figura 1.7. Diferencias de energia relativas de los estados fundamentales para los isémeros

abiertos y cerrados fotoquimicamente.

Irie y colaboradores!! realizaron calculos semiempiricos MNDO en el modo conrotatorio

para el mecanismo fotoquimico de la reaccidn electrociclica de cierre del anillo (ciclacién). La
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INTRODUCCION

diferencia de energia en los estados fundamentales para el caso del estilbeno es de 114,2 kJ/mol
(Figura 1.7, izquierda). En consecuencia la barrera de energia para la reaccion de apertura del
anillo (cicloreversién o reversion) resulta menor. En este caso, entonces, tiene lugar la reaccion
de cicloreversién. Por otro lado, en el caso del 1,2-bis(tien-3-il)eteno (Figura 1.7, derecha) la
barrera de energia para la reacciéon de cicloreversion resulta mayor cuando la diferencia de
energia de los estados fundamentales es menor (-13,8 kJ/mol). Es decir, el isébmero cerrado
resulta térmicamente estable cuando su energia del estado fundamental es cercana a la del

1sémero abierto.

La siguiente pregunta es que tipo de propiedad molecular produce esta diferencia entre los
estados fundamentales de los dos isémeros. Se ha observado que la energia de estabilizacion
aromatica de los grupos arilo se correlaciona bien con la diferencia de energia de los estados
fundamentales. La mayor diferencia de energia de estabilidad aromatica fue calculada para el
grupo fenilo (115,9 kJ/mol) y la menor para el grupo tienilo (19,7 kJ/mol). En consecuencia, la
aromaticidad es la propiedad clave que controla la barrera de energia requerida para la
estabilidad térmica de la forma cerrada. Estos requerimientos deben cumplirse para un sistema
térmicamente estable. Por lo que los grupos tienil, benzotienil o tiazol deben estar presentes en
la molécula (al menos uno de ellos) en funcién de introducir una gran barrera de energia para
la reacciéon de cicloreversién. Las formas cerradas de diheteroariletenos que poseen grupos
fenilo, pirroilo o indoilo (en ambos lados del doble enlace) son térmicamente inestables porque
la barrera de energia de estos compuestos es pequefia.

Algunos diheteroariletenos que poseen sustituyentes atractores de electrones se desvian de
esta regla general (ej: iones piridinio, grupos formilo o ciano). La estabilidad térmica de estos
1sébmeros cerrados se asigna al hecho que la unién central carbono-carbono fotogenerada en el

isébmero cerrado se encuentra debilitada por los sustituyentes atractores de electrones.

En la mayoria de los compuestos el alqueno que conecta los grupos arilo es parte de una
estructura ciclica. Esto es til para evitar la isomerizacién cis-trans durante la reaccién de cierre
del anillo inducida fotoquimicamente. Cuando se emplearon anillos de 4, 5 y 6 miembros 1,2-

12 se observo que el maximo de absorcion del isémero

bis(benzotien-3-il)perfluorocicloalquenos
cerrado se desplaza a mayores longitudes de onda al disminuir el tamafio del anillo. Este
Gltimo controla la planaridad y de esta manera la extension de la conjugacién-m en el isdbmero
cerrado. Asimismo, el rendimiento cuantico de ciclacién depende del tamafo del anillo. El

mayor valor fue medido para anillos de 6 miembros.!? Se observa un compromiso entre estos




CAPITULO 1

dos factores, por lo que el anillo de 5 miembros es la eleccibn mas apropiada. Se han utilizado
diversas estructuras ciclicas como unidades puentes, el hexafluorociclopenteno,!?
ciclopenteno,!* dihidrotiofeno,!® anhidrido maleico'® y unién maleimida,!” descriptos en ese
orden en la figura 1.8. De todos estos el hexafluorociclopenteno es el mas frecuentemente

utilizado. Los atomos de flior aumentan la resistencia a las reacciones de fotodescomposicién y

a la estabilidad térmica.!8

Re s o N( 3
B O O O o

Figura 1.8. estructuras ciclicas usadas como alqueno de unién en diariletenos.
1.2.2. Reacciones de fotodegradaciéon o procesos de “fatiga”

En un ciclo el compuesto A es transformado (fotoquimicamente) en el sistema B
(ecuacion (1.1)), el cual retorna a A (térmica o fotoquimicamente). Idealmente, las reacciones
fotocrémicas son un proceso no destructivo que siempre estd acompanado por
reordenamientos de enlaces quimicos. Sin embargo, durante el reordenamiento, pueden ocurrir
reacciones secundarias no deseadas. Esto limita el nimero de ciclos de las reacciones
fotocrémicas. La pérdida de rendimiento en el tiempo, dada por la degradaciéon del compuesto,
se llama “fatiga®. Se puede entender facilmente la dificultad en obtener compuestos
fotocromicos resistentes a la fatiga mediante la siguiente secuencia de reacciones en la cual un

producto secundario B esta involucrado en el proceso.

B % A, 22;\%5: B w

Si el rendimiento cuantico de la reaccidn secundaria, @g, es tan pequeiio como 0,001 y B se
convierte completamente en A (Pg_p = 1), el 63 % de la concentracién inicial de A se
descompondra luego de 1.000 ciclos de coloracién. Por lo que, el rendimiento cuantico de
conversion a subproductos deberia ser menor a 0,0001 para poder realizar los ciclos mas de
10.000 veces. Esta no es una condicion facil de cumplir.

Para determinar la fatiga de un compuesto se realizan ciclos de irradiacién sucesivos de la

siguiente manera: primero con luz UV hasta alcanzar el estado fotoestacionario y luego con luz

visible (por ej 100 veces), posteriormente se determina la absorbancia lograda. La medicién de
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la absorbancia se repite cada 100 ciclos. La fatiga se alcanza cuando la absorbancia disminuye
un 80 % de su valor inicial luego de repetidos ciclos de ciclaciéon y apertura del anillo.

Los compuestos anhidrido 1,2-bis(2,3,5-trimetiltien-3-il)maleico y 1,2-bis(2-dimetil-5-
feniltien-3-il)perfluorociclopenteno se descomponen en menos de 80 ciclos en presencia de
aire.16 19 La baja resistencia estd dada por la formacién de endoperédxidos. La formacion de
anillos de seis miembros (Figura 1.9) puede también contribuir a la degradacién del proceso.
Cuando los anillos tiofeno fueron reemplazados por anillos benzotiofeno, el niimero de ciclos
aument6 de manera notoria.2% 21 El grupo benzotiofeno tiene una reactividad mas baja frente
al oxigeno singulete, y el anillo de seis miembros no puede formarse a partir de derivados de
benzotiofeno. Los ditieniletenos muestran muy buenas propiedades de resistencia a la fatiga,
especialmente en soluciones desgasificadas,?! si el sustituyente apropiado esti presente en la

posicion 4.

Figura 1.9. Producto de degradacién luego de irradiacion prolongada con luz UV-Vis.

Recientemente el producto de degradacién 2 esquematizado en la figura 1.9 fue aislado y
cristalizado por Irie y colaboradores para un ditienileteno con la posicién 4 sin sustituir.l?
Posteriormente un producto de degradacion similar apareci6 luego de una irradiacién
prolongada de un derivado de ciclopenteno.?2 Se cree que la causa de la formacién del
subproducto es una migraciéon de un radical en el sistema conjugado-m.2> También se han
encontrado productos de oxidacidon cuando la posicion 2 del tiofeno no se encuentra
sustituida.2* Por lo tanto, para evitar la formacién de subproductos, los hidrégenos en las
posiciones 2 y 4 del tiofeno deben ser sustituidos por grupos que estabilicen el isdbmero cerrado,
generalmente por grupos metilo.

En el caso de utilizar benzotiofeno como anillo heteroaromatico, no se observan este tipo
de subproductos. Los compuestos fotocrémicos sintetizados en esta tesis contienen al menos
uno de los anillos unidos al puente como benzotiofeno. En los casos en que el otro anillo

unido al puente es un tiofeno, este se encuentra sustituido en las posiciones 2 y 4 por grupos

metilo.
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CAPITULO 1

1.2.3. Conférmeros paralelo y antiparalelo

Los diheteroariletenos con anillos heterociclicos de 5 miembros se encuentran en dos
conformaciones (Figura 1.10): (1) la conformacién paralela (izquierda), con los dos anillos en
simetria espejo (plano de simetria) y (2) conformacién antiparalela (derecha), con los anillos en

una orientacién C, (simetria C, axial).16 20- 25

Figura 1.10. Conformaciones paralela (izquierda) y antiparalela (derecha).

La relacién molar de isébmeros conformacionales puede ser determinada por RMN-1H.25 La
velocidad de interconversion entre los dos isomeros se ha estimado en un valor mucho menor
que el tiempo de vida de los estados fotoexcitados. Por lo tanto, ambos conférmeros son
excitados independientemente, y s6lo el conférmero fotoexcitado anti-paralelo puede ser
convertido a la forma cerrada. El estado fundamental para el cierre del anillo disrotatorio a
partir de la forma paralela, que es predicho por las reglas de Woodward-Hoffmann esta
prohibido a causa del impedimento estérico de los grupos metilos centrales y por que el estado
fundamental para el isémero cerrado es mayor que el correspondiente al isémero abierto. En la
practica esto significa que, si la relacion molar de conférmeros es 1:1, como ocurre para un

gran nimero de estructuras, el maximo rendimiento cuantico para la reacciéon de cierre es 0,5.

La figura 1.11 muestra un ejemplo tipico de un espectro de absorciébn de un
diheteroarileteno. El isémero abierto absorbe solamente en la regiéon UV, mientras que el
isdbmero cerrado, a causa de la desestabilizacién del estado fundamental y la disminucion de la
barrera HOMO/LUMO, muestra una absorcion distintiva en la region visible.

La luz UV, que es absorbida por el isobmero abierto, se utiliza para inducir la reaccién de
cierre del anillo. Durante esta reaccion siempre se alcanza un estado fotoestacionario. Dado que
la absorcién de la forma cerrada en la region UV no es nula (Figura 1.11), tanto la reacciéon de
cierre como la de apertura ocurren cuando se irradia el compuesto, lo que lleva a la situacién

de estado estacionario que esta determinada por los rendimientos cuanticos de apertura y cierre.
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Isdmero abierto (a)

Isémero cerrado (b)
0,5 il

Absorbancia

1 1 1
300 400 500 600 700

A (nm)
Figura 1.11. Absorbancia en hexano de los isémeros abierto y cerrado.
El grado de conversién esta determinado no sélo por el coeficiente de absorcion molar a la
Airy para ambos isdémeros (isdmero abierto, IA e isdémero cerrado, IC) sino también por el
rendimiento cuantico de ciclaciéon y apertura (Ecuaciéon 1.2). Estos ultimos pueden ajustarse
modificando la naturaleza de los sustituyentes en posicién 2 del anillo tiofeno o benzotiofeno
y en posicion para del fenilo sustituido en posicion 5 del tiofeno (Figura 1.12). Si se obtiene un
rendimiento cuantico de apertura de varios 6rdenes de magnitud menor que el de ciclacién

entonces la conversién puede resultar cercana al 100 %.

A
En Piasic

}"“'r }"“'r
(glA Dpic +EL CDICHIA)

Conversion = apg = (1.2)

La luz visible es usada para pasar del isémero cerrado al isémero abierto. En este caso, la
conversion ocurre con un 100 % de rendimiento. El corrimiento al rojo del isémero cerrado
depende de la extensién de la conjugacion de los anillos arenos unidos al puente y de los

sustituyentes unidos a esos grupos arilo.

1.2.4. Efectos de los sustituyentes en posiciéon 5 del tiofeno?’

4R=H
5R = 0OCHj;
GR:N(Et)Z
7R=CN

Figura 1.12. Derivados de tiofeno con la posicion para sustituida.

13



CAPITULO 1

Tabla 1.1. Maximos de absorcion, coeficientes de absorcion molar y rendimientos cuanticos de

conversion para los isbmeros abiertos (a) y cerrados (b) de los derivados de tiofeno.

}"max € .
D, Amax (nm) Dy, Conversion

(nm) (M1cm) (M1lcm)

32 234 13.000 021  3b 534 5.000 0,13 62

4a 262 28.000 0,46 4b 562 11.000 0.015 79

5a 270 33.000 0,48 5b 597 14.000 0.008 88

6a 305 40.000 0,37 6b 597 18.000 0.0025 >99

7a 300 30.000 0,50 7b 570 11.000 0.018 98

Para aumentar el coeficiente de absorcién molar € del isémero cerrado, lo mas conveniente
es extender la conjugacién poliénica introduciendo cromoéforos ricos en electrones en la
molécula.2® Reemplazando los hidrégenos en las posiciones 5 y 5° del anillo tiofeno (Figura
1.12) con grupos fenilos (4) el maximo de absorcién se desplaza hacia el rojo en 28 nm y el
coeficiente de absorcién molar es dos veces mayor que el del compuesto 3. Ademas, cuando el
grupo fenilo esta sustituido en la posicidon para, el maximo de absorcién y el coeficiente de
absorcion molar aumentan al aumentar la capacidad donante del sustituyente (5 y 6). El
sustituyente ciano atractor de electrones desplaza el maximo de absorcién a longitudes de onda
mayores pero no aumenta el valor de €. El coeficiente de absorcién de 6b, que tiene un
sustituyente dietilamino, es 3,6 veces mayor que para el isdémero cerrado del compuesto sin
sustituir (3b).

Los rendimientos cuanticos de ciclacién para 4 y 5 fueron de 0,46 y 0,48, respectivamente
y resultaron mayores que los medidos para los anhidridos diheteroarilmaleico. Cuando un
grupo fuertemente donante de electrones, dietilamino, fue introducido en la posicién para del
grupo fenilo, el rendimiento cuantico disminuye en cierto grado. El sustituyente ciano,
electroatractor, aumenta el rendimiento cuantico de ciclaciéon hasta 0,50. Para estos compuestos,
este valor es el maximo posible dado que los conférmeros paralelo y antiparalelo existen en
una proporciodn 1:1.

El rendimiento de apertura de ciclo depende fuertemente de los sutituyentes donantes de
electrones. La introduccién del grupo fenilo en las posiciones 5y 5° disminuye el rendimiento
cuantico de 0,13 a 0,015. El rendimiento cuantico disminuye aiin mas al sustituir el fenilo en
posicidn para con grupos donantes de electrones. Se observa que el grupo atractor de electrones,

ciano, no afecta el rendimiento cuantico de cicloreversion.
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1.2.5. Efecto de los sustituyentes en el carbono central reactivo (C-2)

SR= " —Me 11R= —=— )
9R= —CN
10R= —OMe 12R= 7=\

Figura 1.13. Derivados de benzotiofeno sustituidos en posicion 2.

La introduccién de grupos arilo m-conjugado a los derivados ditienileteno produce un
desplazamiento batocrémico del maximo de absorcién del isébmero cerrado.?>> 27> 28 El grupo
metoxilo en la posicion 2 (Figura 1.13) genera el mismo efecto, desplazamiento en 30 nm a
longitudes de onda mayores (Tabla 1.2, 10b).2° El rendimiento cuantico de ciclaciéon (®,_}) al
sustituir con grupo metoxilo no varia apreciablemente, por lo que esta sustitucién no afecta la
reaccién de ciclacion. El rendimiento cuantico de reversion (®Dy—,,) para el compuesto 10b
disminuye alrededor de un orden de magnitud con respecto al compuesto 8b que posee metilo

como sustituyente.

Tabla 1.2. Maximos de absorcion, coeficientes de absorcién molar y rendimientos cuanticos de
conversion para los isobmeros abiertos (a) y cerrados (b) de los derivados de benzotiofeno

sustituidos en posicion 2.

Amax (nm) € M1cml) @, Amax (nm) & (Mlcm) Dy, Conversion
8a 258 14.000 0,35 8b 517 9.100 0,35 45
9a 273 0,28 9b 496 0,59 58
10a 0,34 10b 547 0,03
11a 309 49.000 0,13 11b 520 11.000 0,55 55
12a 278 33.000 0,21 12b 520 9600 0,58 41

Si el sustituyente en posiciéon 2 es un grupo ciano (9b), se observa un desplazamiento
hipsocromico de 30 nm respecto a 8b. Los valores de rendimiento cuantico de ciclaciéon fueron
similares a los obtenidos para los compuestos con sustituyentes metilo y metoxilo. Por el
contrario, el rendimiento cuantico de reversidon se ve fuertemente afectado por el sustituyente
en el carbono reactivo. El grupo ciano aumenta el rendimiento cuantico de reversiéon (®@y_,,) 30

veces para 9b respecto de 8b.30
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1B
2A \/ =,
2Ab
w hv 1
1A

(A Vis. m
HiC~ 8™ 7 8" ~CH; ~  HC R Ha

isébmero cerrado isémero abierto

Distancia entre carbonos reactivos
Figura 1.14. Superficies de energia potencial del estado fundamental (1A) y los dos estados
excitados mas bajos (2A y 1B) en funcién de la distancia entre los dos atomos de carbono

reactivos, R(C-C). a y b, representan los isbmeros abierto y cerrado, respectivamente.

Irie y colaboradores realizaron cilculos tedricos para un sistema modelo para el estado
excitado de diheteroariletenos con Gaussian 98 y GAMESS para confirmar el efecto de los
sustituyentes. En la figura 1.14 se representan las curvas de energia potencial del estado
fundamental (1A) y los dos estados excitados mas bajos (2A y 1B) en funcién de la distancia
entre los dos atomos de carbono reactivos, R(C-C) obtenidos a partir de los calculos tedricos. a
y b, representan los isdbmeros abierto y cerrado, respectivamente. El estado excitado permitido
1B estd muy cerca en energia del estado 2A (Figura 1.14). Se supone que se llega a 2A por
conversion interna. La energia de superficie de potencial para el estado excitado 2A posee dos
minimos (2Ab y 2Aa) cercanos al estado de transicion del isémero cerrado. Por lo que existe
una barrera de energia en el estado excitado en el camino para pasar del isobmero cerrado al
abierto. Cuando el punto 2Ab es poblado, el rendimiento cuantico depende de la capacidad del
sistema para pasar esta barrera de energia, AE (= E(2Ab) - E(2Aa)). Cuando la diferencia de
energia es pequefa, se espera que la barrera también lo sea. Las diferencias calculadas fueron
1,1, 5,9 y 13,9 kcal/mol para los derivados ciano, metilo y metoxi respectivamente. El orden de
AE, que depende de los sustituyentes, se correlaciona con los rendimientos cuanticos de
reversion obtenidos experimentalmente.

Se observa en los derivados con sustituyentes etinilo en posicion 2 (11 y 12) que poseen
casi idéntico maximo de absorcién del isdémero cerrado y coeficiente de absorcidon que el

derivado metilado (8).3! En consecuencia, el grupo etinilo no afecta la estructura electrénica del

16



INTRODUCCION

diheteroarileteno comparado con los derivados ciano y alcoxi. El rendimiento cuantico de
ciclaciéon disminuye por la introduccién de etinilo. Por otro lado, el rendimiento cuantico de

reversion aumenta.

13a 13b

Figura 1.15. Diheteroarileteno con el maximo de absorcién en su isdbmero cerrado a la mayor

longitud de onda.

La banda de mayor longitud de onda de absorcién que ha sido publicada para el isdbmero
cerrado es 828 nm en benceno (Figura 1.15, 13b).3% 33 En este compuesto, un grupo
CH=benzoditiol (donante fuerte de electrones) y dicianoetileno (atractor fuerte de electrones)
son acoplados a un 1,2-bis(2-metiltien-3-il)perfluorociclopenteno. Sin embargo, el isémero
cerrado es térmicamente inestable y se determin6 que el tiempo de vida medio es de 186

minutos a 60 °C.
1.2.6. Control conformacional

Como ya se ha mencionado, los diheteroariletenos se encuentran en dos conformaciones,
paralela y antiparalela. Solo la conformacién antiparalela da lugar a la reaccion de ciclacion. De
modo que la relacién entre ambas determina el maximo rendimiento cuantico ciclacién. Para
incrementar el rendimiento cuantico se debe aumentar la concentracién relativa de la
conformacion anti-paralela. Esto ha sido conseguido en tres diferentes caminos:

1- Por incorporacién de sustituyentes voluminosos en las posiciones 2-y 2'- de los grupos
arilo4

2- Por incorporacién del diheteroarileteno a un esqueleto polimérico3

3- Por inclusién del diheteroarileteno en un espacio confinado, ej. B-ciclodextrina36-38

Al reemplazar los grupos metilos en posiciones 2- y 2’- por 2-isopropilo (Figura 1.16, 14)
aumenta el rendimiento cuantico de ciclacién de 0,35 a 0,52,3° pero desafortunadamente la
forma cerrada de este compuesto no es térmicamente estable. Cuando el compuesto

fotocromico se incorpora a un esqueleto polimérico, la conformacién anti-paralela es la Gnica

conformaciéon que puede existir (Figura 1.16, 15).3% Este sistema provee el mayor rendimiento

17



CAPITULO 1

cuantico para la reaccion de cierre que ha sido publicado (®}-,,=0,86). La molécula en la
conformacioén anti-paralela posee una estructura extendida como una varilla, mientras que la
molécula en la conformacién paralela posee una estructura cibica. En el caso de la B-
ciclodextrina la conformacién anti-paralela encaja mejor en la cavidad que el conférmero

3633 Este mismo efecto también fue

paralelo, asi incrementa el rendimiento cuantico.
encontrado con la y-ciclodextrina, aunque en este caso el cambio es menos pronunciado. La

cavidad de la a-ciclodextrina resulta ser demasiado pequefia.

14 15

Figura 1.16. Diheteroariletenos que existen predominantemente en la conformacién anti-

paralela.

Las energias de ambas conformaciones y las probabilidades de transiciones se encuentran
influidos por las propiedades fisicas del medio.! Como “medio” deben incluirse un gran
nimero de sistemas ya sean liquidos, sélidos, micelas, films delgados organizados e incluso
vacio. Por ejemplo, un cambio en la constante dieléctrica del solvente afecta los valores de los
maximos de absorcién para los espectros de absorcién y emision. Para aplicaciones de sistemas
fotocromicos a dispositivos optoelectronicos, se requiere la utilizacién de los compuestos en
matrices solidas. La reactividad fotocromica es suprimida en la mayoria de los casos en el
medio polimérico. Se ha estudiado el fotocromismo en medios amorfos y s6lidos incluyendo

monocristales. 42 43

1.3. APLICACIONES DE DIHETEROARILETENOS FOTOCROMICOS

1.3.1. Reactividad fotocontrolada

Para lograr aplicaciones practicas de los compuestos fotocromicos en memoria 6ptica la
longitud de onda necesaria para la lectura no debe interferir con el proceso de conversién

alternada, porque si hubiera interferencia, la informacién almacenada seria borrada. Una
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posible via para lograr esto es por “reactividad fotocontrolada”. Si la molécula puede ser
“atrapada” en el conféormero paralelo éste no conducira a la forma cerrada. Irie y colaboradores
utilizaron este concepto para disefiar un derivado acido de diheteroarileteno, el cual se fija en el
conférmero paralelo por enlace de hidrogeno intramolecular en una solucién de ciclohexano
(Figura 1.17). El agregado de pequefas cantidades de etanol rompe los enlaces de hidrégeno y el
sistema retoma su actividad fotocrémica.*» 4> En decalina el sistema también recupera su
actividad cuando fue calentado por encima de los 100 °C.

Irie y colaboradores realizaron un estudio sobre diheteroariletenos carboxilados tomando
espectros de resonancia magnética nuclear proténica en ciclohexano-d, y en distintas mezclas
de ciclohexano-d|,/etanol-dg. Los protones metilicos brindan la informaciéon concerniente a las
poblaciones relativas de las dos conformaciones. Los protones dan sefiales a diferentes campos
dependiendo de su conformacién, esto es, ya sea que los anillos arilo estén paralelos o
antiparalelos. Las sefiales a campos bajos se atribuye a los protones en la conformacién paralela
mientras que las sefiales a campos altos (regién de proteccién del sistema aromatico) a la

conformacién antiparalela.

Conférmero Confbérmero

antiparalelo (ap) paralelo (p)

Figura 1.17. Formacion del conférmero paralelo por enlace de hidrégeno.

En ciclohexano, no se observa la sefial del metilo a campos altos mientras que esta sefial
aparece con el agregado de etanol. El espectro de resonancia magnética indica claramente que la
molécula estd en su conformacién paralela en ciclohexano. Este atropoisdmero es convertido a

la conformacién antiparalela con el agregado de etanol.
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UV (312 nm)
Vis (> 600 nm)

OH

HO

17a

Figura 1.18. Sistema controlado foto y electroquimicamente.

Un sistema de conversién con mas de un tipo de reactividad puede ser considerado para
llevar a cabo reacciones fotocrémicas de compuertas. Estos sistemas combinan dos procesos
reversibles que pueden ser dirigidos por dos estimulos independientes. Lehn y colaboradores
sintetizaron una molécula que posee dos unidades activas, fotocrémica y electrocromica (Figura
1.18).4648

El comportamiento eléctrico es controlado en una manera encendido-apagado por luz,
ademas, el fotocromismo es regulado electroquimicamente. Luego de irradiar con luz UV
(A=312 nm) se genera la forma cerrada, la cual es convertida quimicamente a un compuesto
quinoide por agregado de exceso de K3Fe(CN) y solucion acuosa de KOH. Este compuesto
puede también obtenerse por irradiacion de 17a a A=254 nm, lo cual conduce a la formacién
de 17b, que es luego oxidado irreversiblemente a 17c. La forma abierta es electroquimicamente
inerte dentro de un rango entre -1 a +1 V, mientras que la forma cerrada posee una onda
reversible de oxidaciéon correspondiente a la formacién de la forma quinoide. La forma
quinoide es fotoquimicamente estable (<2% cambia luego de 8 h de irradiacién a A> 600 nm).
De esta manera, 17b es fotocrémico, por lo que la oxidacién a 17c puede ser usado para
bloquear efectivamente la reaccién de apertura del anillo. Recientemente, el mismo grupo ha

desarrollado un sistema de compuertas similar basado en una modulacién fotocontrolada de

pKa.#
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El rendimiento cuantico de reaccion de cicloreversiéon fotoquimica de 18 (Figura 1.19) es
0,00013 a temperatura ambiente. Este aumenta 34 veces cuando se incrementa la temperatura
de 25 a 150 °C. Este sistema también puede ser considerado para emplear reactividad

fotocontrolada por temperatura.

Figura 1.19. Reactividad del isbmero cerrado controlada térmicamente.
1.3.2. Fluorescencia

Ademas de observarse modificaciones en la region espectral, la conversion resulta en otros

cambios en las propiedades Opticas. Los cambios en las propiedades opticas como

50 51

transmitancia,”® reflectancia,” indice de refracciéon, 24  rotacién 6ptica,”® IR® o

fluorescencia®7-60

pueden usarse para solucionar el problema de la lectura destructiva.t! La
fluorescencia permite lograr una alta sensibilidad y es por lo tanto un método muy satisfactorio
de lectura. La fluorescencia puede utilizarse como un método no destructivo de lectura si (a)
existe una diferencia en la emision fluorescente entre la forma abierta y cerrada del

diheteroarileteno, (b) la longitud de onda de excitacién de fluorescencia no interfiere con el

proceso de conversién del diheteroarileteno.

S 19 R=par de electrones S
20 RZCH3’ CF;S05

21 R=par de electrones
22 R:CH3’ CF3SO3_

Figura 1.20. Ditieniletenos fluorescentes.
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Lehn y colaboradores sintetizaron una serie de ditieniletenos funcionalizados con
oligotiofenos. Estos autores determinaron que la forma abierta de los compuestos descriptos en
la figura 1.20 era fuertemente fluorescente ya sea para los compuestos con R = CHj (20 y 22)
como en los no metilados (19 y 21), mientras que la forma cerrada poseia una muy débil
emisién. Las bandas de absorcién que son usadas para la excitacién de fluorescencia estan

inactivas respecto de las fotoreacciones de ciclaciéon y cicloreversion.

1.4. SINTESIS DE DIHETEROARILETENOS

1.4.1. Unidad puente: ciclopenteno

En los Gltimos afios han aparecido en la literatura métodos para la sintesis de un gran
nimero de derivados de diheteroariletenos (DHAE) funcionalizados con interesantes
propiedades fotocrémicas. Los métodos de sintesis de estos compuestos no son triviales ya que
involucran reacciones de formacién de uniones C-C. Existen diversos sistemas 1,2-bis(tien-3-il) y
1,2-bis(benzotien-3-il)  conteniendo  unidades de anhidrido  maleico, maleimida,
hexafluorociclopenteno y ciclopenteno que han sido empleados recientemente. Cada unidad
posee sus ventajas y desventajas. Los diheteroariletenos con hexafluorociclopenteno como
unidad puente poseen excelentes propiedades fotocrémicas. Los
diheteroarilhexafluorociclopentenos son preparados mediante una reaccibn de doble

sustitucién del octafluorociclopenteno con derivados litiados de heteroarilo (Figura 1.21).62

|
a b
O — Q_&T’
S S

a) I, / HslO4 / AcOH / H,O / H,SO4 b) 1) n-BuLi / éter etilico / -78 °C 11) CsFg / -78 °C
Figura 1.21. Sintesis de DHAE simétrico.

Los heptafluorociclopentenos hemi-sustituidos (Figura 1.22, 23) pueden ser preparados
selectivamente controlando la relacién de octafluorociclopenteno y heteroarillitio. De esta
manera, los compuestos hemi-sustituidos pueden ser utilizados para la sintesis de

diheteroariletenos asimétricos (24).63-66
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Br

a) 1) n-Buli / éter etilico / -78 °C ii) CsFg / -78 °C
b) 1) n-BuLi / éter etlilico / -78 °C i1) 23 / -78 °C

Figura 1.22. Sintesis DHAE asimétrico.

Recientemente ha sido publicada una estrategia basada en la acilacién del derivado
heteroarilo, seguido de un acoplamiento de McMurry®’ para la preparacion de derivados

perhidro y perfluorociclopenteno.!* La ruta se muestra en la figura 1.23.

O g E O
iz_)\ a 70 %
]\ T 5500
0
SC|OFFO C, FFFF/\
/\o 27

25 FFEF

26 2)n-Buli/-78 °C b) TiCly(THF); / Zn / THF

/ \
¢ 9gu T50%

29
¢) dicloruro de glutarilo / AICl; / CS, b) TiCl3(THF); / Zn / THF

Figura 1.23. Ruta que utiliza la reaccién de acoplamiento de McMurry.

El derivado litiado en posiciéon 3 del tiofeno 25 se hace reaccionar con el éster 26 a -78 °C.
La ciclaciéon del producto 27 se lleva a cabo a través del acoplamiento mediado por titanio
utilizando TiCl3(THF); y Zn en THF a 40 °C. El acoplamiento intramolecular de McMurry fue
también utilizado para la sintesis de ciclopentenos 1,2-diheteroarilos sustituidos,®870 los cuales
poseen hidrogeno en lugar de fluor. En este caso el tiofeno 29 se hace reaccionar con el
cloruro de acido para dar el compuesto 30. Este compuesto reacciona mediante el

acoplamiento de McMurry para dar el derivado fotocromico 31. Este procedimiento puede ser
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CAPITULO 1

llevado a grandes escalas con materiales de partida baratos. Los dos compuestos base 28 y 31
pueden prepararse facilmente y dar lugar a una amplia variedad de compuestos fotocrémicos
mediante rutas sintéticas convergentes. El comportamiento fotocromico de los compuestos
hexahidro y hexafluorociclopenteno es notablemente similar. Ambos compuestos combinan
excelentes rendimientos cuanticos (0,6) con altos grados de conversién (0,85).”! La principal
diferencia que se encontr6 fue la menor estabilidad fotoquimica y térmica de los compuestos
hexahidrociclopenteno. Los tiempos de vida media, en todos los casos, para la reversion térmica

exceden las 3 horas a 100 °C.
1.4.2. Unidad puente: anhidrido maleico y maleimida

Los compuestos fotocromicos basados en anhidrido maleico son también ampliamente
utilizados. Su sintesis comienza a partir de tienilacetonitrilos 32, los cuales reaccionan consigo
mismo para formar una molécula de tipo estilbeno 33 (Figura 1.24). Este acoplamiento
oxidativo involucra una sustitucién nucleofilica seguida de una eliminacién de HCIL La
desventaja es que se forman ambos isdbmeros, cis y trans, pero luego de la hidrélisis, sélo el
isdbmero cis puede sufrir un cierre de anillo para generar el anhidrido deseado 34. En algunos
casos ha sido posible obtener altos rendimientos del producto deseado 34 llevando a cabo

primero una isomerizacién fotoquimica trans-cis seguida de hidrélisis para dar el anhidrido. 16

NC - CN
I\ / \
S S
3-cis
0
S 47% - \
32 — a) CCly /BuyNBr / 50% NaOH
I\ CN (ac) b) 50 % NaOH (ac)
S
3-trans

Figura 1.24. Sintesis de derivados anhidrido.

Los derivados de maleimida son menos frecuentemente utilizados. En la figura 1.25 puede
observarse un ejemplo de estos derivados con su correspondiente sintesis. Ademas del hecho de
que los derivados maleimidas pueden ser preparados a partir de los derivados anhidridos, se ha

desarrollado una ruta alternativa para sintetizar, por ejemplo, derivados asimétricos 38.17 El
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compuesto 36 es preparado por acilacion de 35 con cloruro de oxalilo en presencia de
aminoacetonitrilo. Luego, el compuesto 38 se obtuvo por condensacién del cloruro de acido

de 37 y el compuesto 36.

o H COOH
CN
N~
/\ b
/ N\ o " s 71%
s” ~OCH
36 ’ 37
a
92%
/7: j\ ~OCH a) H,NCH,CN.H,SO4(COCI), b) (COCI),
S 3
35

Figura 1.25. Sintesis de derivado de maleimida.
1.4.3. Unidad puente: dihidrotiofeno

Ademas, Fan y colaboradores han publicado recientemente una nueva ruta para sintetizar
derivados ditienileténicos funcionalizados simétricos y asimétricos con 2,5-dihidrotiofeno como

unidad de puente (Figura 1.26).72

O (@] (@] (@]
e T T
N /S\ 53% /S\ 65% /S\ /S\ ol

C
70%
S
a)Bl‘z/ CHCI3 —
b) Na,S / EtOH 39
¢) TiCl, / Zn / DMF ]\ ]\
Cl S s~ Cl

Figura 1.26. Derivados con unidad de 2,5 dihidrotiofeno.

El compuesto 39 puede ser facilmente derivado para generar una amplia variedad de
compuestos fotocromicos. La sintesis puede realizarse a gran escala con materiales de partida
POCo costosos.

La mayoria de los derivados que hay publicados son simétricos y con tiofeno y

benzotiofeno como heteroarilo.
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1.5. TRANSFERENCIA DE ENERGIA DE RESONANCIA (FRET)73-76

1.5.1. Teoria de la transferencia de energia de resonancia entre el par donante-

aceptor

La transferencia de energia de resonancia es un proceso fisico en el cual la energia se
transfiere no radiativamente desde el estado excitado de una molécula cromé6fora donante (D) a
otro cromoéforo aceptor (A). Esta transferencia es principalmente el resultado de una
interaccién coulémbica dipolo-dipolo de larga distancia entre el donante y el aceptor.””> 78 Para
que la transferencia sea efectiva se requiere que: (a) la distancia donante-aceptor sea de 1-10 nm,
(b) exista una buena superposicion entre el espectro de emisiéon del donante y el espectro de
absorcion del aceptor (esto hace que varias transiciones vibracionales del donante posean la
misma energia que las correspondientes transiciones en el aceptor, por lo que estan acopladas es
decir, en resonancia) y (c) sean suficientemente altos el rendimiento cuantico del donante (@p)
y el coeficiente de absorcién molar del aceptor (&y), (e.g. @®p > 0,1y &4 > 1000). Ademas, para
que la interaccién vectorial dipolo-dipolo ocurra, los momentos dipolares de D y A deben estar
orientados favorablemente uno con el otro. En general se quiere que uno (o ambos) tengan un
cierto grado de libertad rotacional (que implique rotaciones rapidas en el tiempo del proceso de
fluorescencia) para utilizar un valor restringido del factor de orientacién, .

El fenémeno de transferencia se expresa en la literatura de diversas maneras. Las mas
comunes son resonance energy transfer (RET), fluorescence energy transfer (FET) y fluorescence
resonance energy transfer (FRET). En esta tesis nos referiremos al proceso adoptando la
denominacién FRET.

Forster derivo la siguiente ecuacion jError! No se encuentra el origen de la referencia.
para la constante de velocidad de transferencia a partir de consideraciones clasicas y de

fundamentos mecanico-cuanticos, 77> 78

Ro) (1) RoY
kT:kD(FJ :(EJ(Hj (13)

donde kp es la constante de emisiéon del donante, 7y es el tiempo de vida de fluorescencia
del donante D en ausencia de transferencia, R es la distancia entre D y A (la cual supone que
permanece sin cambios durante el tiempo de vida del donante), y Ry es la distancia critica o

radio de Forster, la distancia en la cual la transferencia y el decaimiento espontaneo del
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donante excitado son igualmente probables (k;=kp, cuando R=R,, k;=1/1p). Debe notarse la
caracteristica dependencia de k7 con la inversa de la sexta potencia de la distancia.

R, puede determinarse a partir de datos espectroscopicos y esta dada por:

re _ 2000(In10) @
’ 1287°N,n*

j: I, () (A)A'dA (1.4)

onde es el factor de orientacidn, es el rendimiento cuantico de fluorescencia de
donde &2 | factor d t o) | d t tico de fl del

donante en ausencia de transferencia, n es el promedio del indice de refraccién del medio en el

rango de longitudes de onda donde la superposicion espectral es significativa, I, es el espectro
de fluorescencia del donante normalizado tal que '[OmID(i)d/”tzl y £,(1) es el coeficiente de

absorcion molar del aceptor. Por lo tanto, para Ry en A, 1 en nm, &,(1) en Mlem,

obtenemos:
- 1/6
R, =O,2108[1{2CI)DH_4 . IA(/i)gA(/i)/T‘d/”t} (1.5)

La integral de superposicion, J, la cual expresa el grado de superposicién espectral entre la

emisién del donante y la absorcion del aceptor, esta dada en longitud de onda como:
J= j: |, (e (A)A'dA (1.6)

El factor de orientacién &Z esta dado por:
x* = (cos O, —3cos b, cosb, )’ (1.7)

donde Gpy es el angulo entre los momentos de transiciones del donante y el aceptor, py
64 son los angulos entre el momento de transiciéon respectivo y el vector separacion. En
principio, k2 puede tomar valores desde 0 (momentos de transiciébn perpendiculares) a 4
(momentos de transicién colineales). Cuando los momentos de transicién estan paralelos, x2=1.
Cuando las moléculas, donante y aceptor, rotan libremente a una velocidad mayor que la
velocidad de desexcitacion del donante (promedio dindmico isotropico), el valor promedio de
k2 es 2/3. Este es el valor que se supone para cilculos de Ry. En un medio rigido, el promedio
para k7 es 0,476 para un arreglo de aceptores que estan estadisticamente distribuidos de manera
aleatoria con respecto al donante en distancia y orientacién (este caso es comunmente

nombrado promedio estadistico isotropico).
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La eficiencia de la transferencia de energia (E) es una medida cuantitativa del namero de

“cuantos” que son transferidos de D a A. Esencialmente, E es el “rendimiento cuantico” de

transferencia de energia, el cual se define como:

_ n°de "cuantos" transferidos de D a A

E (1.8)

n® de "cuantos" absorbidos por D

Ademas, E puede expresarse como la relaciéon de k7 con la suma total de las constantes de
todos los procesos por los cuales una molécula D excitada retorna al estado fundamental,
incluyendo kz.

kK
ko +k 75 +k

(1.9)

La eficiencia E se puede determinar empleando mediciones de estado estacionario o
resueltas en el tiempo. Para medir E por el método del estado estacionario, se determina la
intensidad de fluorescencia del donante en estado estacionario para una muestra que solo
contiene D (Fp) y a una correspondiente muestra conteniendo A y D (Fp,). Los valores de Fpy
Fp4 son normalizados a las respectivas concentraciones de D, por lo que la eficiencia de par D-

A puede ser calculada de la siguiente manera:

(1.10)

100
S N i
W 50
0 1 1 1
0 Ro 2Rp

R—-—

Figura 1.27. Eficiencia de la transferencia (E) versus distancia donante-aceptor.

Cabe destacar que la eficiencia de la transferencia es igual al 50% cuando la distancia
donante-aceptor es igual al radio critico de Forster (Figura 1.27). La gran utilidad de la

transferencia de energia (FRET) proviene de la fuerte dependencia de la constante k7 y la
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eficiencia de transferencia de energia con la sexta potencia de la distancia R entre D y A. Dada
esta fuerte dependencia de E con R, frecuentemente, se hace referencia a FRET como “regla

espectroscopica’.
1.5.2. Aplicaciones de FRET

La metodologia de FRET ha sido extensamente utilizada para el estudio de las
interacciones a escala molecular. Aplicada en forma cualitativa, FRET permite determinar si dos
entidades moleculares se encuentran préximas como resultado de agregacién, asociacion,
cambios conformacionales, etc. Valoraciones cuantitativas de la eficiencia de FRET permiten la
determinacién de distancias de separacion y por lo tanto de aspectos estructurales y dinamicos
de la interaccién.”®: 80

Se ha utilizado asimismo en a) polimeros para interpenetracién de cadenas poliméricas,
separacion de fases, compatibilidad entre polimeros, interdifusién de particulas de latex, b)
sistemas supramoleculares como dispositivos moleculares, fotosintesis artificial, efecto antena,
c) sensores quimicos, d) proteinas para interacciones proteina-proteina in vivo, cinética de
plegamiento de proteinas, intercambio de subunidades de proteinas, ensayos de actividad
enzimatica e) membranas y modelos para dominios de membrana, distribucién de lipidos,
asociacion peptidica, orden de lipidos en vesiculas, ensayos de membranas de fusiéon f)
estructuras de acidos nucleicos para determinar la estructura primaria8l: 82 y secundaria de
fragmentos de DNA, translocacion de genes entre dos cromosomas, deteccion de hibridizacion
de acidos nucleicos, formacién de estructuras de horquilla, interaccién con drogas, triple hélice

de ADN, interaccion ADN-proteina g) inmunoensayos h) biosensores.

La utilizacién del fenémeno de FRET asociada a microscopia de fluorescencia permite
estudiar con gran selectividad interacciones moleculares en células vivas. La evaluacion de
asociacién molecular dentro de un dado pixel o voxel estd basada en el proceso fotofisico
involucrado y no en las restricciones impuestas por el sistema Optico per se. Esto significa que
se puede superar la resolucién optica limitada por la difracciéon (~0,3 um) en la mayoria de los
instrumentos.

Existen dos problemas fundamentales asociados a la determinaciéon cuantitativa de FRET
en el microscopio: (i) las relaciones estequiométricas de los componentes involucrados y las
distribuciones y los microentornos del donante y aceptor son generalmente desconocidas. De
este modo el formalismo para estimar la eficiencia E de FRET debe ser apropiado para

condiciones arbitrarias; y (i1) para estudios de células vivas se requieren métodos continuos de
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observacién.3? Hasta el momento se utilizan dos técnicas principales para la determinacién de
FRET en el microscopio. Una de ellas consiste en la mediciébn del tiempo de vida de
fluorescencia ((FLIM), del inglés fluorescence lifetime imaging microscopy) y la otra a través de
la medicién de la cinética de fotodegradacion de donante o aceptor (pbFRET, transferencia de
energia por fotodestruccion selectiva del aceptor, del inglés: photobleaching FRET).84 En
ambos casos la limitacion (i) es superada por evaluacion de la absorcion del donante
determinada a través de la vida media relativa (FLIM), o por evaluacién de la cinética relativa
de fotodegradacion (pbFRET) mediante la determinaciéon de la intensidad del donante
normalizada.

En los dos casos, se requiere un estado de referencia en el cual el donante no se encuentre
extinguido por transferencia de energia, r.e. un estado donde el aceptor no se encuentre
presente. Esto puede lograrse en el caso de pbFRET preparando una regiéon en la cual el
aceptor sea eliminado por destrucciéon fotoquimica. La limitacién fundamental es que la

fotodestruccion es irreversible y por eso la determinacién sélo se puede realizar una vez.

Jares-Erijman y Jovin® han publicado un trabajo de revisién sobre el fenémeno fotofisico
de FRET y han catalogado de manera sistematica las técnicas de determinacién cuantitativa de
FRET en microscopia. Se incluye una seccion de la Tabla 1 (Tabla 1.3) expuesta en ese trabajo
en donde se describen los métodos utilizados hasta el momento asi como se proponen otros

basados en la eliminacion del aceptor.

Tabla 1.3. Métodos de determinacién de FRET por deplecion del aceptor (adFRET).”

Método Parametros de transferencia de energia  Referencias
1 A directo pb (irreversible) 8688
1-1,, /14
2 A fotocrémico (pcFRET) p=1- on/ ° ; p=1/1, 8
on — ot (Ion/loff )
3 Saturacion de A (FRET frustado) P =0y, ( L. /I +og, — 1)_l Propuesto

*Modificado de la referenciad®

En la tabla se presenta un grupo de metodologias para la cuantificacién del proceso de
FRET basadas en la eliminaciéon del aceptor de la region de interés. En esta region se debe
determinar la relacién Dg,/D, (donante en presencia de aceptor/donante en ausencia de

aceptor). El método mas utilizado es la fotodestruccion del aceptor en la regiéon de interés

debido a su simplicidad. La desventaja de este método es que es destructivo. El segundo,
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introducido en esta tesis, estd disefiado para permitir determinaciones reversibles y continuas.
El tercero, propuesto en el trabajo de revisidon, es un método que involucra la saturacion del

aceptor por su irradiacion selectiva de manera de anular su capacidad de actuar como aceptor.

1.6. TRABAJO REALIZADO

La tesis estd basada en la utilizaciébn de compuestos fotocrémicos en transferencia de
energia de resonancia. El trabajo consisti6 en la sintesis de compuestos que puedan ser
aplicados en biologia y la caracterizaciéon del fenémeno de pc-FRET. El trabajo se ha centrado
en la sintesis de diheteroariletenos donde al menos uno de los grupos heteroarilo sea un 1-
benzotiofeno (Figura 1.28).

Los capitulos 2, 3 y 4 tratan sobre la sintesis de los compuestos fotocrémicos (Figura 1.28).
Cada uno de ellos presentard, en primer término, la obtenciéon de la unidad funcionalizada
correspondiente. Luego esta unidad se  acoplard, en wuna estrategia convergente, a

perfluorociclopenteno que actia de puente.

Br CAPITULO 3

CAPITULO 4
Figura 1.28. Esquema general de los capitulos 2, 3 y 4.

Especificamente, en el Capitulo 2 se describe la sintesis de derivados simétricos y
asimétricos de 1-benzotiofeno, desarrollando una ruta que posibilitéd la funcionalizaciéon de un

extremo para su unién con biomoléculas.
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El Capitulo 3 se dedica a la sintesis de derivados asimétricos con indol como el otro
grupo heteroarilo, mientras que el Capitulo 4 trata sobre los derivados de tiofeno.

El Capitulo 5 describe la determinaciéon de las propiedades fotoquimicas de los
compuestos sintetizados. Estas propiedades incluyen espectros de absorcion y emision,
coeficientes de absorcién molar y rendimientos cuanticos de ciclacion y cicloreversion.

En el Capitulo 6 se presenta la validacién del método propuesto.

Finalmente, la descripcién detallada de todo el trabajo experimental efectuado, se muestra

en el Capitulo 7.
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OBJETIVOS

La metodologia de FRET ha sido extensamente utilizada para el estudio de interacciones a
escala molecular. Para la determinacion de FRET, se requiere un estado de referencia en el cual
el donante no se encuentre extinguido, i.e. un estado donde el aceptor no se encuentre presente.
La técnica mas utilizada actualmente por su simplicidad es la fotodestruccién del aceptor.! La
limitacion fundamental de esta técnica es que como se realiza la destruccién fotoquimica de
una region de la célula, la medicion puede realizarse s6lo una vez.

Se plante6 como objetivo general de este trabajo de Tesis el desarrollo de una metodologia
basada en el uso de compuestos fotocrémicos como aceptores para FRET para que en el futuro
puedan hacerse determinaciones cuantitativas de FRET en el miscroscopio. Un compuesto
fotocromico se caracteriza por ser objeto de una transformacién fotoreversible entre dos
estructuras quimicas isoméricas que poseen diferentes espectros de absorcién. Las dos sondas
utilizadas para FRET (donante y aceptor) son seleccionadas de acuerdo a sus propiedades
espectroscopicas, de tal modo que s6lo uno de los isbmeros fotocrémicos sea eficiente como
aceptor. Se estudia si la emision de fluorescencia del donante es de este modo modulada por la
manipulacién sistematica fotoquimica del aceptor fotocrémico. Esto es, si la fluorescencia del
donante podra ser medida en "presencia" o en "ausencia" del aceptor, esto Gltimo corresponde
al estado de referencia mencionado mas arriba.

Los diheteroariletenos fueron seleccionados porque han demostrado ser térmicamente
estables y con elevada resistencia a la fatiga. Dado el interés en las aplicaciones bioldgicas que
motivaron el proyecto de tesis, un aspecto importante para poder utilizar los compuestos es su
conversion en medios acuosos. Cabe destacar que los derivados de anhidrido maleico y
maleimida disminuyen su grado de conversién con el incremento de la polaridad del solvente.?
3 Este hecho limita su utilidad en medios acuosos. Los derivados de perfluorociclopenteno no
modifican apreciablemente su conversién en estos medios por lo que son los elegidos para estas
aplicaciones.

Otro aspecto importante para su aplicacién en medios acuosos es la solubilidad en dicho
medio. Para incrementar la solubilidad se puede: (a) introducir grupos cargados (ej: SOj3,* -
NH;*, entre otros), (b) conjugar con grupos polares (ej, polietilengliocoles (PEG)) o utilizar
derivados que puedan conjugarse covalentemente con biomoléculas ya que una vez unido la

solubilidad estara determinada por la biomolécula.
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Para introducir los compuestos fotocrémicos en sistemas bioldgicos, estos se pueden
conjugar con biomoléculas covalentemente o unir a ligandos que a su vez interactien con las
biomoléculas de interés. En ambos casos es Gtil contar con grupos funcionales que ofrezcan
versatilidad al momento de introducir estas moléculas en diferentes sistemas.

En este contexto, nos dedicaremos la sintesis de tres familias de diheteroariletenos
convenientemente funcionalizados para su unién a otras moléculas. Asimismo, se busca que
estos compuestos posean diferentes propiedades espectroscopicas para que puedan utilizarse

como aceptores de energia de diferentes compuestos fluorescentes.
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DERIVADOS DE 1-BENZOTIOFENO

2.1. SINTESIS DE DERIVADOS SIMETRICOS DE 1-BENZOTIOFENO

2.1.1 Benzotiofeno sin sustitucidén en el anillo aromatico

Se seleccion6 comenzar con la sintesis de diheteroariletenos simétricos debido a que estos
compuestos resultaban ser los mas simples de preparar y de acuerdo a la literatura,
posteriormente se podia introducir grupos funcionales de forma simétrica o asimétrica.

La estrategia sintética involucré como paso inicial la halogenaciéon en posicion 3 del 2-
metil-1-benzotiofeno. Posteriormente el compuesto halogenado se sometié a una reacciéon de
intercambio halbgeno-litio para dar el intermediario reactivo que se acoplaria con el carbono

vinilico del octafluorociclopenteno (Figura 2.1).

F>

\ . ! b F2 F2
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42

S

S
40 41

a) I, / HglOs5 / AcOH:H,0:H,SO4 (100:20:3) b) 1) n-BuLi / éter
etilico / -78 °C 11) CsFg / -78 °C

Figura 2.1. Sintesis del diheteroarileteno simétrico 42.

Los ioduros aromaticos son mas reactivos hacia la reaccion de intercambio metal-hal6geno,
aunque también resultan mas costosos que los respectivos bromuros o cloruros. Para la
preparacioén de estos derivados existe un considerable nimero de métodos diferentes, ya sea
directos o indirectos.l> 2 La iodacién directa de arenos puede llevarse a cabo con diversos
agentes iodantes.’> La iodacién con iodo molecular ocurre inicamente con fenoles y aminas.
Esta falta de reactividad del iodo puede ser explicada por su muy baja electrofilicidad. La
reaccidn directa requiere de un agente oxidante que convierta el iodo en un electrofilo mas
potente. El acido 16dico y el acido periddico son agentes oxidantes muy buenos y suaves para
la iodacién de alquilbencenos.* > Ademas, la iodacién en presencia de acido i6dico o acido
periddico puede acelerarse considerablemente con el agregado de H,SO,4 y en algunos casos,
también con el agregado de agua.

En principio, todas las moléculas de iodo podrian ser introducidas al ser convertidas en el

cation iodonio (I*) de acuerdo a la ecuacién (1.1).

¥ HJIO s+ % 1, +H - I" +% H,0 (1.1)

El catién (I*) seria un electrofilo ideal para iodacién via sustitucion electrofilica aromatica.

Sin embargo, existe evidencia que el I" en presencia de H,SO4 dismuta en los iones 10" y I,*
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por lo que la identidad del electréfilo real es incierta. A pesar de esto, es Gtil suponer que la
ecuacion (2.1) representa a las especies reactivas que se conservan para calcular las cantidades de
reactivo necesarias. Las condiciones descriptas han sido aplicadas a heterociclos aromaticos.®
En este trabajo, el compuesto 2-metil-1-benzotiofeno 40 fue halogenado por iodaciéon
directa en las mismas condiciones que se describen en literatura.* De acuerdo con la ecuaciéon
(2.1) de formacién de I*, se requiere para los reactivos una relacibn molar de 1,/HsIO4 (0,5/0,2
con respecto al sustrato) para la monoiodacién.” La reacciéon se llevd a cabo en una mezcla de
AcOH/H,0/H,;SO4 (100:20:3) a temperatura ambiente durante 3 horas. El compuesto 41 se
obtuvo con un rendimiento de 95%. El tiempo de reacciéon sé monitored por ccd (compuesto
40: Ry = 0,48 y compuesto 41: Rr= 0,61) y por cgl. En la figura 2.2 se observan los
cromatogramas correspondientes al compuesto inicial 40 ((a) tg = 7,85 minutos) y al producto
de iodacién 41 ((b), g = 12,78 minutos) luego de tres horas de reaccion. Las condiciones

cromatograficas se detallan en la figura.

Counts _ o (a)
| ® 250 °, 3 min
80000 i
B
60000 S 10°/min
40000 '
100 °, 3 min Columna: HP5
20000 | | Detector: FID
(i , . 2.5. R .7;5. g 125 T 1_{:5. —
Counts ____ AR . IR E 1N B Nl RER l (b)
| I
| 80000 i
| . B B
| 60000 : S <
. : [
40000
20000 i ,
3 | I
o 25 5 75 10 125 15 ' 175 min

Figura 2.2. Cromatogramas de la reaccién de iodacion (a) Compuesto 40, (b) compuesto 41.

Dixon? plantea el mecanismo esquematizado en la figura 2.3, que se incluye en la variante
de adiciéon nucleofilica seguida de eliminacion.

Este mecanismo plantea la formaciéon por adiciéon nucleofilica (Agy) de un intermediario
carbaniénico. Este intermediario posee una vida media corta y espontineamente elimina
fluoruro de litio con retencién de la configuracion para dar la nueva olefina. Este mecanismo
en dos pasos es valido cuando el grupo nucledfugo (F-) es un grupo electronegativo por lo que

serd un activante para el ataque nucleofilico, siendo este primer paso el determinante de la
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velocidad de la reaccién. La ruptura del enlace C-F se producird en un segundo paso. La

estereoquimica depende del tiempo de vida del carbanion.

F
Y- F Y. R Y. R
-~ R) Adicién Eliminacién i
| D | —_— —— | + LiF
Li  nucleofilica )
Xl X2 Xl Li Xl X2
X2

Y = F o fluoruro de alquilo
X1y X5 = atomo o grupo electronegativo

Figura 2.3. Sustitucién nucleofilica vinilica.

En nuestro trabajo, la litiacién del compuesto 41 se llevd a cabo con nbutil litio en éter
etilico a -78 °C. Se obtuvo el derivado litiado que precipité en el medio de reaccién. Este se
hizo reaccionar con octafluorociclopenteno a -78 °C en una relaciéon estequiométrica de 2:1,

observandose la desaparicion del precipitado, para dar el compuesto 42 con un 49 % de

rendimiento.
H-4,H7 p H-5, H6 p CH3 p CH3ap
H-4, H7 ap H-5, H6 ap ? X
o™ o™
© o« == o (=]]
< w N N
M~ M~ P~ I~ M~
K '
L '} J L T J L - J
(1] (] (=1 w
- - (4] w
w © o ~
J LI L | I i I LI | LI L | LI | I T I LI I
7.70 760 7.50 740 7.30 7.20
(ppm) D
—

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 2.4. Espectro RMN-'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 42.

El compuesto 42 ha sido caracterizado por RMN-'H, RMN-13C, APT, COSY, HSQC,
HMBC y espectrometria de masa de alta resolucién. Este compuesto ha sido sintetizado

previamente por Irie y sus colaboradores pero no se ha reportado en literatura un analisis
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detallado de las seiales (espectros RMN-'H y RMN-13C: Figuras 2.4 y 2.6, respectivamente).
Este compuesto, como se describi6 en la introduccién, se encuentra en dos isémeros
conformacionales, paralelo (p) y antiparalelo (ap).’ En los espectros de RMN pudieron
distinguirse sefiales pertenecientes a ambas conformaciones. Se asignaron los hidrégenos
metilicos a campos maés bajos a los correspondientes al isébmero paralelo.!® En consecuencia, las
seflales a 2,22 y 2,49 ppm en el espectro de RMN-H corresponden a los hidrégenos metilicos
antiparalelo (ap) y paralelo (p), respectivamente (Tabla 2.1). La integracién relativa de los
hidrogenos metilicos permite establecer una relaciéon 65:35 para los conférmeros ap/p en
solucién de CD;Cl.

Ambos isdbmeros presentan sefiales distinguibles en la regién aromatica. En la figura 2.5 se
muestra una secciéon del espectro COSY correspondiente a la regién aromatica. Pueden
asignarse las correlaciones entre los hidrogenos del anillo para la conformaciéon paralela y las
correlaciones que corresponden a la conformacién antiparalela. Las sefiales aromaticas que
aparecen a campos mas altos se atribuyeron al confébrmero paralelo porque los anillos

aromaticos enfrentados entre si generan protecciéon a los hidrogenos aromaticos.

Tabla 2.1. Asignacién del compuesto 42.

Asignacion S (ppm) HSQC HMBC
C2 ap 142,6 2,22
C2p 142,1 2,49

C-3a* ap 138,3 7,68/7,38
C-7a* ap + C-32** p 138,2 7,68//7,30//7,20-7,16
C7a* p 138,0 7,617,55

C-5*** ap 124.,6 7,36
C5yC-6p 124,4 7,20-7,16
C-6*** ap 124,3 7,30

C4y C7ap 122,1 7,68

C4yCT7p 121,8 7,61-7,55
C3p 119,4 2,49
C3ap 119,1 222
CH; p 15,2 2,49
CHj; ap 15,1 2,22

(*), (), (***) Estas senales son intercambiables.

Los espectros de correlacion C-H a corta y larga distancia permitieron realizar la
asignacion de las sefales correspondientes a hidrogeno y carbono de ambos conférmeros como
se muestra en la tabla 2.1. Las sefiales correspondientes a los carbonos del ciclopenteno no

fueron observadas debido a su acoplamiento con flor.
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H-5, H6 ap

H-4, H7 ap

H-5, H6 p

H-4, H7 p
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Figura 2.5. Region aromatica del espectro COSY (300 MHz, CDCl;) del compuesto 42.
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Figura 2.6. Espectro RMN-13C (75 MHz, CDCl5)
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La reaccion de sustitucion vinilica del benzotiofeno litiado sobre el octafluorociclopenteno
se optimizd posteriormente incrementando la escala 5 veces (de 7 mmol a 36 mmol) para el
compuesto 41. Esto permitié un control preciso del volumen de ciclopenteno utilizado ya que
este liquido de P.e.: 27 °C es dificil de manipular. Una de las dificultades encontradas al utilizar
escalas mayores fue el control de la temperatura de la reaccién a -78 °C. En este caso se hizo el
agregado de octafluorociclopenteno en la relacién 2:1 ya mencionada. Cuando la reaccién
finaliz6 y se analizd el producto de reaccion (43) se observd que no se obtuvo compuesto
fotocromico. En su lugar se obtuvo un compuesto de un Ry = 0,11 (ccd, hexano). Esta
movilidad era menor que la del compuesto fotocromico deseado (Ry = 0,3). En RMN el
compuesto presentd sefiales muy similares a las del compuesto de partida pero con
desplazamientos ligeramente desplazados (Figura 2.7). Por espectrometria de masas se obtenia

un peso molecular igual al compuesto fotocromico.

H-5 H-6
_ [
N
'\ .-:.-’ I\ 4
s M
=\ ={ _
43 (_/ 'Sf S— \}
i
N/

H-7 H-4

I I 1 1 I I I 1 1 1 1 I I I L 1 I 1 T T Ll | 1 1 1 1 I I 1 1 1 I 1 ] I I I 1 1 1

7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20
(ppm)

Figura 2.7. Comparacion de la regién aromatica para los compuestos 41, 43 y 45.

En vista de que el compuesto se obtenia forma cristalina (cristales monoclinicos) se
procedié a estudiarlo por cristalografia de rayos X. De esta manera pudimos observar que se

trataba del compuesto 43 (Figura 2.8).

52



DERIVADOS DE 1-BENZOTIOFENO

Figura 2.8. Estructura cristalografica del compuesto 43.

Este tipo de reaccién ya habia sido descripto para los derivados de tiofenos litiados en
posicion 3. Estos también deben generarse a bajas temperaturas dada su baja estabilidad
térmica. En la figura 2.9 se muestra el mecanismo propuesto, que consiste en una apertura del
anillo tiofeno que resulta en la formaciéon de un tiodxido de litio 44 que posteriormente

actuaria como nucleéfilo.11-13

Li _
=R:1 px — R
LB T e
Ry s Ry SLi SRy

44

Figura 2.9. Reaccion de apertura del anillo tiofeno.

Dadas las evidencias que surgen del analisis cristalografico, es muy probable que este
mismo mecanismo sea el responsable de la formacién del subproducto obtenido cuando la
reaccidbn no se realiza a una temperatura suficientemente baja en el caso de los derivados de

benzotiofeno.

Los heptafluorociclopentenos hemi-sustituidos pueden ser preparados selectivamente
controlando la relaciéon de octafluorociclopenteno y heteroarillitio. De esta manera, los
compuestos hemi-sustituidos pueden ser usados para la sintesis de diheteroariletenos

asimétricos.1+17
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40

a) 1) n-Buli / éter etilico / -78 °C i1) CsFg (1,5 equiv) / -78 °C

Figura 2.10. Sintesis del compuesto 45.

El compuesto 45 se generd a partir del derivado 1odado 40 utilizando n-butil litio en éter
etilico a -78 °C seguido de la adiciéon de 1,5 equivalentes de octafluorociclopenteno (73 % de

rendimiento). El tiempo de reaccion fue monitoreado por cromatografia gas liquido.
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Figura 2.11. Cromatogramas correspondientes a los compuestos.
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En la figura 2.11 se incluyen los cromatogramas correspondientes a (a) benzotiofeno
iodado 41 de partida (¢t =12,78 minutos), (b) control luego de 30 minutos de agregado de
octafluorociclopenteno, que muestra la completa reaccién del compuesto 1odado para dar el
producto hemi-sustituido 45 (tz =9,89 minutos). También se observa un pico a 7,85 minutos.
asignado al compuesto 40, que puede provenir de la reaccidon del carbanién con agua. Ademas,
se observa la aparicién de un pico a 21,87 minutos. Este Gltimo pico se asign6d al compuesto
fotocromico 42 de acuerdo al cromatograma (c), correspondiente al compuesto purificado

analizado en las mismas condiciones cromatograficas.
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Figura 2.12. Espectro RMN-13C (75 MHz, CDCl5) de 45. Ampliacién de la sefial a 121,6 ppm.
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En la figura 2.7 (ver pagina 52) se muestra la regiéon aromatica del espectro RMN-IH del
compuesto 45. Por otra parte, en la figura 2.10 se observa el espectro RMN-13C y la sefial a
121,6 ppm ampliada para el compuesto 45. En este caso, la asignacién (Tabla 2.2) fue también
realizada basandose en las correlaciones H-C a corta y larga distancia.

La sefial que aparece a 14,7 ppm se asignoé al carbono metilico. EI C-2 se asigné a la sefial
que aparece a 144,1 ppm por su correlaciéon a 2 enlaces con los hidrogenos metilicos. Mientras
que la sefial a 114,3 ppm se asign6 al C-3 por su correlacidon a 3 enlaces con los mismos
hidrégenos metilicos. Este C-3 presentd, ademas, una correlacién con un hidrégeno aromatico
(7,49 ppm, doblete) que se atribuy6 al H-4. El H-7 se asign6 a la otra sefial que aparece como
doblete en 7,80 ppm y su correspondiente carbono en 122,2 ppm. El C-5 se asign6 a la sefal
que aparece a 125,1 ppm por su correlacién a 3 enlaces con el H-7. Los carbonos cuaternarios
3ay 7a se atribuyeron a la sefial que aparece a 138,2 ppm.

Es interesante que la sefial de RMN-13C para el C4 a 121,6 ppm aparece en forma de
triplete (J = 2,3 Hz). A pesar de encontrarse a 5 enlaces de distancia de los atomos de fluor, se
considerd que este carbono podria tener un acoplamiento con los dos atomos de flior ubicados
en el metileno mas cercano en el anillo ciclopenteno. Esta observacion se realizé también para
los compuestos 62 y 111. Como se describe mas adelante con el compuesto 62, se establecio
que el triplete corresponde al acoplamiento con los dos atomos de fltor a 5 enlaces favorecido

por la geometria de la molécula.

Tabla 2.2. Asignaciéon del compuesto 45.

Asignacién 3 (ppm) HMQC HMBC

C2 144,1 2,53
C3 114,3 7,49 / 2,53

C4 121,6 7,49 Triplete (J = 2,3 Hz)
(oX 125,1 7,40 7,80

C6 124,8 7,36

Cc7 122,2 7,80

C3a 138,2 7,80

C7a 138,2

CH; 14,7 2,53

2.1.2 Benzotiofeno sustituido en el anillo aromatico

En la literatura se han publicado condiciones de iodacién!® 1 y acilaciones de Friedel-
Crafts2®: 21 para el compuesto fotocrémico simétrico 42. Estas reacciones permiten
funcionalizar el compuesto fotocromico. Sin embargo, a pesar de reiterados intentos y atn

variando diversas condiciones de reaccibn no se obtuvieron en nuestro laboratorio los
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resultados informados en literatura. En consecuencia, se decidi6 cambiar la estrategia sintética e

introducir la funcionalizacién como paso previo a la formacién del compuesto fotocrémico.

Antecedentes: Se ha informado en la literatura una gran variedad de métodos para la
sintesis de 1-benzotiofeno y sus derivados. Entre los métodos que fueron utilizados con relativo
éxito se encuentra la ciclaciéon de (ariltio)acetaldehido dietilacetales o dimetilacetales o cetonas
en presencia de acido polifostérico (PPA) a presion reducida o a presién atmosférica y en
presencia o ausencia de solventes aromaticos a ebullicion tales como benceno, clorobenceno u

o-diclorobenceno (Figura 2.12).22-24

R10.__OR; — R, = Me, Et
N PPA ey
| j/ S [\ Ry=OMe,Cl Br, Me
Rz/ s Ra S
>/ \ R, = Br, Me, MeO, NO,
RPN R, re L g,

— Presién reducida o presion atmosférica
— Benceno, Cl-benceno o o-diclorobenceno a ebullici6n o sin solvente

Figura 2.13. Condiciones para la ciclaciéon de 1-benzotiofeno con PPA.

Estos procesos de ciclacion, sin embargo, poseen muchas desventajas. En la mayoria de los
casos, el l-benzotiofeno se encuentra atrapado en el acido polifosforico y se degrada
rapidamente, lo cual conduce a bajos rendimientos.2* Asimismo, en presencia o en ausencia del
solvente, la manipulacion y el descarte de los residuos acidos de PPA resultan
significativamente dificultosos. Ademas, en el medio dcido ocurre como reaccién secundaria
una adiciéon de protén al doble enlace en la posicidon 2,3 del 1-benzotiofeno, 46 (Figura 2.14).
Los carbocationes resultantes (47 y 48) reaccionan con otra molécula de 1-benzotiofeno u otro
compuesto aromatico generandose a una mezcla compleja de subproductos (49 y 50).2° En la

figura 2.14 se muestra el mecanismo general ejemplificado para un grupo fenilo.

H s s
H HY 47 H s M
gt |
o TH
H+
46 H H
\H\ H  PhH H H
/+ H
s~ H S
48 50

Figura 2.14. Reacciones secundarias para la ciclaciéon de 1-benzotiofeno con PPA.
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Las mejores condiciones que se encontraron para los casos en los que se utiliza el 4cido
polifosforico como agente deshidratante resultaron al hacer reaccionar 1-(2,2-dietoxietilsulfanil)-
3-metoxibenzeno con PPA en clorobenceno a 180 °C durante 24 horas.2¢ Se obtuvo una mezcla
de 6-metoxi-1-benzotiofeno/4-metoxi-1-benzotiofeno de 3,3:1 con un rendimiento del 58%.

Para mejorar los rendimientos evitando las reacciones secundarias ya mencionadas y
facilitar la purificacion de los productos se han utilizado diversos catalizadores, que actian
como 4cidos de Lewis promoviendo la ciclacién mediante una reacciéon de tipo Friedel-Crafts.?’

8 El mecanismo planteado, para los diversos 4acidos de Lewis, involucra la coordinacién de
uno de los oxigenos del acetal con el dcido de Lewis (Figura 2.15). De esta manera se genera un
complejo 51 donde el carbono “carbonilico” se encuentra activado para dar una reaccién de
ciclaciébn intramolecular, rindiendo el compuesto 52. La coordinacién del compuesto 52 a

través del oxigeno genera el producto de ciclacion deseado 53.

oy L — @J

EtO OEt EIOO OEt
A A

A: sitio acido

B: solucion S / C/‘OE’[
o <70
53 n

Figura 2.15. Mecanismo de ciclacion de tioacetal con acido de Lewis.

Clark y sus colaboradores?” estudiaron la ciclacién de (feniltio)acetaldehido dietilacetalico
a l-benzotiofeno en presencia de K-10 (arcilla montmorillonite) impregnada con ZnCl, en
solucién y en fase vapor. Los autores lograron mejorar los rendimientos respecto al uso de PPA
solo en la fase vapor requiriendo una alta relacién reactivo/catalizador y condiciones severas
(200-300 °C, 30 minutos) para conseguir la ciclacibn. Murugesan y sus colaboradores?’
realizaron la ciclacion de (feniltio)acetaldehido dietilacetal con beta zeolitas con intercambio de
ion por Zn%*. El 1-benzotiofeno se obtuvo con rendimientos muy buenos (87-89%) a 90 °C y
con una relaciéon de reactivo/catalizador de 2,5. Este catalizador es una alternativa factible,

econdémica y mas razonable ecoldgicamente que el PPA.

En esta tesis se utilizé el método propuesto por Graham y sus colaboradores3? en el que a partir
de 3-metoxitiofenol se obtiene por ciclacion con eterato de trifluoroborano como catalizador,

una mezcla 1:10 de 4-metoxi y 6-metoxi-l-benzotiofeno. Los autores modificaron las

31, 32

condiciones planteadas por Tilak, utilizando un acido de Lewis en lugar de un agente
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deshidratante como el PPA. La eleccion del acido de Lewis se basé en un estudio de sintesis
Pomeranz-Fritsch de isoquinolinas (ciclacion) en el que Uff*? y colaboradores utilizaban
trifluoroborano como catalizador con buenos resultados. La reacciéon se llevd a cabo en
solucién a baja concentracion de los reactivos para evitar polimerizaciones y se complet0 en 30

minutos con rendimientos de moderados a buenos.

\
o)
a ~
\O/©\SH 70-90% /@\ j/ 40-68% O% +@
57

entre 10:1 y 15:1

c
/@\ relacion 15:1
82 95% / \

58

a) bromoacetaldehidodietilacetal / K,COj3 / acetona b) BF3.Et,O / CH,Cl,
¢) 1) n-Buli / a,a’-bipiridilo / THF / -20 °C 11) CH5I

Figura 2.16. Sintesis del 2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno 58.

La ruta sintética que utilizamos se muestra en la figura 2.16 y se obtuvieron 1-benzotiofeno
con las posiciones 4 y 6 oxigenadas. El 3-metoxifenotiol fue alquilado con dietilacetal
bromoacetaldehido a través de una reaccion de sustitucion. El producto 2 fue ciclado con
eterato de trifluoroborano.3? La relacién de la mezcla de 6-metoxi-1-benzotiofeno y 4-metoxi-1-
benzotiofeno (56 y 57, respectivamente) obtenida vari6 entre 10:1 y 15:1. El rendimiento de
los dos pasos fue de 36-48%. La ciclacién se llevd a cabo a una baja concentraciéon <0,05 M para
evitar la formacion de polimeros. La mezcla de los productos 56 y 57 resulté dificil de separar
(Rg= 0,31 para 56 y Ry= 0,39 para 57 en hexano) por lo que el paso siguiente se realizd sin
separacion de los mismos, considerando que los derivados metilados ofrecerian una mejor
posibilidad de separacion.

La mezcla de 6-metoxi-1-benzotiofeno y 4-metoxi-1-benzotiofeno fue metilada en la
posicion 2. La formacién del carbocation se realizé con n-butil litio a -20 °C en THF con
o,o’-bipiridilo como indicador de carbocatién (solucién azul). Luego, por adiciéon de ioduro de
metilo a -20 °C (solucién incolora y precipitado blanco) se obtuvo la mezcla de productos
metilados (R = 0,37 y 0,29 en hexano/acetato de etilo 98:2) en una relacién 15:1 con
rendimientos que variaron entre 82-95%. En este paso fue posible una separacion de los
productos. Uno de ellos, el mayoritario, se podia obtener puro. El minoritario, sin embargo, se
obtenia contaminado con el mayoritario y como no era el compuesto de interés se continud

con el 6-metoxi-1-benzotiofeno puro.
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El paso siguiente fue la halogenacion de la posicion 3 del compuesto 58 metoxilado en
posiciéon 6. A diferencia del trabajo realizado por Mehl y colarboradores3? en donde realizan
una reaccion de bromacidn, en esta tesis se realizd una iodacion (Figura 2.17) por el método

anteriormente descripto para el compuesto 40.

|
\O/%\ 9;0/0 \Ow

S S
58 60

a) I, / HslO4 / AcOH:H,0:H,S0, (100:20:3)

Figura 2.17. lodacién del compuesto 58.

El compuesto 58 fue halogenado por iodacién directa con iodo y acido periddico en
condiciones de monoiodacién (relacibn molar 0,5/0,2 respecto del benzotiofeno) en
AcOH/H,0/H,SO,, obteniéndose el compuesto 60 como un sélido blanco brillante con un

rendimiento del 92%. Este compuesto fue sintetizado por primera vez en esta tesis.

Tabla 2.3. Asignaciéon del compuesto 60.

Asignacién 8 (ppm) APTC HSQC HMBC
C-2 136,3 C 2,55
C3 80,1 C 2,55
C-3a 1359 C 7,21 /7,01
C4 1254 cH 7,53 (d, ] = 8,7 Hz)

C-5 114,6 CH 7,01(dd,J=23y38,7Hz) 7,21

C6 157,8 C 3,87 /7,53 /7,21

Cc7 104,8 cH 721(d, ] = 2,3 Hz) 7,01

C-7a 139,2 C 7,53
CH;0- 55,7 CH3 3,87

CH, 18,6 CH3 2,55

El espectro de RMN-13C del compuesto iodado 60 se muestra en la figura 2.18. En la tabla
2.3, se observa la asignacién completa de las senales de todos los carbonos correspondientes al
compuesto 60. Mehl y colaboradores informaron el compuesto analogo bromado.3? Sus datos
de RMN estan listados. En nuestro caso observamos diferencias que exceden las esperadas para
uno de los carbonos cuaternarios correspondiente al C-2 o C-3a o C-7a que los autores listan
en 105,8 ppm y en nuestro caso aparece entre 135 y 139 ppm.

El doblete que aparece a 7,21 ppm (/= 2,3 Hz) en el espectro de RMN-H se atribuy6 al H-
7 y su correspondiente carbono aparecié a 104,8 ppm. El H-5 se asign6 al doble doblete que
aparece a 7,01 ppm y el C-5 a 114,6 ppm. Mientras que el H-4 se asigné al doblete que aparece a
7,53 ppm y el C4 a la sefial a 125,4 ppm. El C-3a se atribuy6 a la sefial que aparece a 135,9
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ppm dada su doble correlacién a 3 enlaces con los hidrégenos 5y 7. La sefial que aparece a 80,1
ppm se atribuy6 al C-3 ya que el desplazamiento quimico resultd similar al observado para el
compuesto 41 (datos en la parte experimental). Mientras que la sefial a 136,3 ppm se atribuy6
al C-2. Estas dos ultimas senales presentaron una correlaciéon a 3 y 2 enlaces, respectivamente

con los hidrogenos metilicos a 2,55 ppm.

[= =] [ I or IO o R - w0 0
N S 6 ww o - N ©
e eceed b = 3 4 e
C-6 C-7a C-3a C-5 C-7 C-3 CH3-0- CH3
C-2 C-4
5 4 |
3a A
I Meom
7 Ta S 2
! I
|
|
I |
|I |
SENSOPRPL TR, onispdiobaciaigiy e el
T I T T T ] I T T T T I T T T
150 100 (ppm) 50

Figura 2.18. Espectro de RMN-13C (50 MHz, CDCI;) del compuesto 60.

En la tabla 2.4, se han listado los desplazamientos quimicos correspondientes a algunos
protones y carbonos para los compuestos 56, 58 y 60. Es interesante notar que la introduccién
de un grupo metilo en posiciéon 2 lleva no solo a la desaparicién de la sefial del hidrégeno
correspondiente sino que induce un cambio en el desplazamiento quimico (3) del hidrégeno
vecino en posicion 3 (-0,39 ppm). Las sefales de los H-4, H-5 e H-7 también se desplazan a &
menores pero sus corrimientos no resultan tan importantes (0,09-0,18 ppm). La iodacién no
conduce a desplazamientos significativos, s6lo la desaparicién, como era de esperar, de la sefal
correspondiente a H-3. Las sefiales de metoxilo y metilo (seccién experimental) no muestran un
desplazamiento apreciable.

En los espectros de RMN-13C se observa un comportamiento similar al de los espectros de

RMN-'H. En la tabla 2.4, se observa los corrimientos correspondientes a C-2 y C-3.
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Tabla 2.4. Comparacién de sefiales de RMN-'H (400 MHz, CDCl;) y RMN-13C (50 MHz,
CDCl;) entre los compuestos 56, 58 y 60.

|
S S S
8 (ppm) m, J (Hz) 8 (ppm) m, J (Hz) 8 (ppm) m, J (Hz)
H2 726 s
H3 726 s 6,87 s
H4 7,70 d, 8,7 7,52 d,8,7 7,53 d, 8,7
H5 7,02 dd, 8,7y 2 6,93 dd, 8,7y 23 7,01 dd, 8,7y 23
H7 736 d,2 7,24 d,23 7,21 d,23
C2 123 138,1 136,3
C3 123 129,9 80,1

El tratamiento de 60 con n-butil litio en THF a -78 °C seguido de la adicién de 0,5
equivalentes de octafluorociclopenteno a la misma temperatura gener6 el compuesto
fotocrémico 61 con un rendimiento del 12%. El producto de hemi-sustitucién 62 se obtuvo
con un rendimiento de 65% a partir de 60 utilizando n-butil litio a -78 °C seguido de la

adicién de 1,5 equivalentes de octafluorociclopenteno (Figura 2.19).

F>

F
a 2 F>
N I S S
AT § — wo o

S F2 F2
60 b

62

65% o I\

a) 1) n-Buli /THF / -78 °C i1) CsFg (0,5 equiv) / -78 °C
b) 1) n-BuLi /THF / -78 °C ii) CsFg (1,5 equiv) / -78 °C

Figura 2.19. Sintesis de compuesto fotocrémico simétrico 61 y compuesto hemi-sustituido 62.

En la figura 2.20 se observa el espectro de RMN-!H para el compuesto fotocrémico 61. Se
encuentra sefialados los hidrogenos correspondientes a cada uno de los conférmeros, paralelo
(p) y antiparalelo (ap). La relacion de isomeros resulté conférmero paralelo/conférmero
antiparalelo 36:64. Los valores de desplazamiento quimico de los hidrogenos, las asignaciones

de los hidrégenos y la relacién de isdbmeros concuerdan con los informados por Frigoli y

Mehl.33
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H-4 ap H-4 p H-7ap H-7p H-5ap H-5p CH30-ap CH30-p CHz-p CHgz-ap
& 3 e 5 a 2 2 2 z
~ |-' ~ ~ o o 3 o o

— 2,42

(ppm)

Figura 2.20. Espectro de RMN-H (600 MHz, CDCl;) del compuesto 61.

Las asignaciones de las sefiales de los carbonos correspondientes a los confoérmeros paralelo
y antiparalelo del compuesto 61 se muestran en la tabla 2.5. En la figura 2.21 se muestra la

region aromatica del espectro de RMN-13C para el mismo compuesto.

Tabla 2.5. Asignaciéon del compuesto 61.

Asignacién 3 (ppm) HSQC HMBC Asignaciéon & (ppm)  HSQC HMBC
C-6p 157,3 7,52 /7,16 / 6,98 C3 ap 119,0 7,39 /2,43
C6 ap 157,2 7,39 /7,07 / 6,76 C3p 118,8 7,52 / 2,15

C-2* ap 139,7 C-5 ap 114,4 6,98 7,16
7,52/ 2,15
C-7a* ap 139,6 C5p 1142 6,76 7,07
C2** p 139,4 C7 ap 104,7 7,16 6,98
7,39 / 2.43
C7a** p 139,3 C7p 104,5 7,07 6,76
C3aap + 7,16 / 7,07 / 6,98
132,2 CH;0 ap 55,6 3,84
C3ap /6,76 / 2,43 /2,15
C4 ap 122,8 7,52 CH,0 p 55,5 3,77
C4p 122,6 7,39 CH; p 15,1 243
CH; ap 15,0 2,15

(*), (**) Estas sefiales son intercambiables.

Nuevamente, como para el compuesto 42, las sefiales aromaticas protdnicas que aparecen a
campos altos se atribuyeron al conférmero paralelo (6,79, 7,07 y 7,39 ppm para los H-5, H-7 y
H-4, respectivamente) y la sefal alifitica que aparece a campos bajos (2,42 ppm) se asigné al
metilo unido a C-2. Mientras que para el conférmero antiparalelo se asignaron las sefales
aromaticas a campos bajos (6,98, 7,16 y 7,52 ppm para los H-5, H-7 y H-4, respectivamente) y la

sefial alifatica que aparece a 2,14 ppm al metilo unido a C-2. Los espectros a dos y tres enlaces

63



CAPITULO 2

permitieron completar la asignacién de los carbonos para ambas conformaciones, que no han

sido informados por Mehl y Frigol.
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Figura 2.21. Region aromatica del espectro de RMN-13C (150 MHz, CDCI;) para 61.

Tabla 2.6. Asignacion del compuesto 62.

Asignacion S (ppm) HSQC HMBC
C-2 141,2 2,47
C3 113,9 2,47 /7,37
C-3a 139,7 7,37
C4 122,3 7,37 triplete, /= 2,5 Hz
C-5 114,8 7,01 7,27
C6 157,6 737 /7,01 /7,27 / 3,87
C7 104,9 7,27 7,01
C7a 132,0 247 /701/727
CH;0 55,7 3,87
CH; 14,6 2,47
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El compuesto 62 se caracteriz6 mediante espectrometria de resonancia magnética 'H, 13C,
HSQC y HMBC. La asignacién completa del compuesto 62 se muestra en la tabla 2.6.

La sefial que aparece a 122,3 ppm en el RMN-13C se observé como un triplete (J= 2,5 Hz),
asignada al C4 (Figura 2.22). En forma similar se observo un triplete a 121,6 ppm (/= 2,3 Hz)
en el compuesto 45 (ver pagina 55). Nuestra interpretacién supuso que estos tripletes se deben
al acoplamiento con los atomos de fltor del ciclopenteno en C-5. El acoplamiento

corresponderia un °Jf favorecido por la geometria y la extension de la conjugacion.

C-6 C-2 C-7a C-5 C-7

C-3a Cc-4 Cc-3 CH30 CH3
NN M Qa9

< & < ™~ ©

- O w0 <

™ T Ty ] h

—157,6

—T T T T 7T
122.50 122.00

Figura 2.22. Espectro RMN-13C (75 MHz, CDCls) de 62. Ampliacién de la sefial a 122,3 ppm.

Para comprobar nuestra suposicién se realizé un espectro RMN-13C desacoplado de fltior
(Figura 2.23, inferior). En el espectro inferior de la figura 2.23 se muestra la sefial del C-4 como
un doblete acoplado con hidrogeno, lo que comprueba el acoplamiento con fltor observado en
el espectro de RMN-13C desacoplado de hidrégeno (Figura 2.23, superior). Ademas, en el
espectro desacoplado de flior pueden observarse las sefiales de todos los carbonos del anillo
ciclopenteno, que no se observan en el espectro desacoplado de protéon por su acoplamiento

con fluor. El C-2°, no mostrado en la figura 2.23, aparece a 154,8 ppm.
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Figura 2.23. Espectro de RMN-13C (75 MHz, CDCI;) del compuesto 62. Superior:

Desacoplado de hidrégeno. Inferior: Desacoplado de fltor.

2.2. SINTESIS DE DERIVADOS ASIMETRICOS DE 1-BENZOTIOFENO

2.2.1. Sintesis de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-en-

1-11]-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno

El compuesto asimétrico 63 se generd mediante la condensacion del derivado litiado de 60

con compuesto hemi-sustituido 45 a -78 °C con un rendimiento del 66% (Figura 2.24).

Fy F,

F F2 Fo F,
| F )
\O/Q_§\ + /s\ ﬁ» /s\ /s\ o~
60 45 63

a) 1) n-Buli / THF /-78 °C 11) 45 / -78 °C

Figura 2.24. Sintesis de compuestos asimétrico 63.
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La purificacién por columna cromatografica del producto de reacciéon rindidé en ced una
fraccién fotocrémica (rosa al UV) de Ry= 0,24 (hexano/AcOEt 98:2). Cuando se realizé el
espectro de RMN-H, se observoé la presencia de 9 sefiales metilicas (Figura 2.25, (a)). Se
esperaban obtener seis sefiales correspondientes a los tres metilos de los dos conférmeros,
paralelo y antiparalelo. En consecuencia, se procedi6 a re-purificar la fracciébn por
cromatografia liquida de alto rendimiento (CLAR). Para esta separacion (Figura 2.26) se utilizo

una columna de silica 60 y una mezcla hexano/AcOEt 98:2 como solvente de desarrollo.

< O — [ =] — ) o
© ~ < < < < N~ O
T T « compuesto 63 + 64 ‘\l' °|‘ T “i °|‘ T
b A AAL M (a)
compuesto 64
N l JL (b)
CH3 (C-2') ap
CH30 ap compuesto 63 CH3 (C-2) ap
CH30 p CH3 (C-2) p
CH3 (C-2)p
(c)
T T T T I T T T T ] T T T T ] T T T T
3.50 3.00 2.50
(ppm)

Figura 2.25. Regioén alifatica de los espectros de RMN-IH de: (a) compuesto 63 y 64 (300
MHz, CDCI;) (b) 64 (300 MHz, CDCI;) y (c) compuesto 63 (600 MHz, CDCI,).

3.5 4

Compuesto 63
3.0 4

25 4

2.0 -
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1.5 - impureza, 64
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Figura 2.26. Cromatograma de CLAR, en hexano/AcOFEt 98:2 monitoreado a 300 nm.
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El pico con tg = 38,2 minutos correspondia al compuesto fotocrémico 63 dado que por
irradiaciéon con luz UV se tornaba de color rosa. Mientras que el pico con tg = 46,2 minutos se
asigno al subproducto 64. La relacion de area resultd para los compuestos 63:64 de 70/30 a la
longitud de onda de monitoreo de 300 nm. Posteriormente se realizaron los espectros de RMN-
'H para los compuestos aislados. La figura 2.25 muestra la region alifatica de la mezcla (a) y de

los compuestos 64 (b) y 63 (c). Mientras que en la figura 2.27 se muestra la region aromatica.

(a)

(b)
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©
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T T I T T T T [ T T T T I T T T
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(ppm)
Figura 2.27. Regién aromatica de espectro de RMN-TH: (a) compuesto 63 y 64 (300 MHz,

CDCI;) (b) 64 (300 MHz, CDCl3) y (c) compuesto 63 (600 MHz, CDCI3).
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En este caso, ain cuando se tuvo un cuidadoso control de la temperatura de reaccidon, se
obtuvo un 30 % del subproducto que se asigno6 al compuesto 64. Se propone que el compuesto
64 es el originado por apertura del anillo tiofeno, que se muestra en la figura 2.28, de manera

analoga al subproducto 43.
F2
Fy Fy OMe

S
/ \
S
64 / /
Figura 2.28. Subproducto 64.

Tabla 2.7. Asignacion del RMN-13C para el compuesto 63.

Asignacion d (ppm) HSQC HMBC Asignacidn 8 (ppm) HSQC HMBC
3,84 /7,52 /
C-6 ap 157,3 C4 ap 122,1 7,69 7,36
7,46 / 7,00
3,76 / 7,44 /
C6p 157,2 C4’ p** 122,0 7,52
7,07 / 6,79
C2’ ap 142,6 2,21 C-7 p** 121,8 7,60 7,18
C2p 142,2 2,49 C3p 119,4 7,52 / 2,49
C-7a ap 139,8 7,52/ 7,16 C-3 ap 119,2 7,66 /221
C-2 ap 139,6 2,15 C3p 118,9 7,44 /2,43
CT7ap 139,4 7,44 C3 ap 118,7 7,52/ 2,15
C2p 139,3 2,43 C5 ap 114,4 7,00 7,16
7,36 /7,00 /
C3a’ ap 138,3 C5p 114,2 6,79 7,07
7,69 / 2,21
C-72’ ap + C- 7,66 /7,52 /
138,1 C-7 ap 104,7 7,16 7,00
32’ p 7,30 / 7,60
C72 p 138,0 7,18 C7p 104,4 7,07 6,79
C-3a ap +C-3a 7,16 /7,07 /
132,2 CH;0- ap 55,5 3,84
P 7,00 / 6,79
C5 ap 1246 736 7,69 CH;0- p 55,4 3,76
c5 p* 1245 7,18 7,60 CH; (C-2)) p 153 2,49
C6 ap + C-6p* 1243 7,30 7,66 CH; (C2) p 152 2,43
C4 ap 1228 7,52 CH; (C2)ap 151 2,21
C4p 1227 744 CH; (C2)ap 150 2,15
C-7 ap 122,2 7,66 7,30

(*), (**) Estas sefiales son intercambiables
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El analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear 'H, 13C, HSQC y HMBS para

el compuesto 63 permiti6 la asignacion completa de las sefales y se muestra en la tabla 2.7.

2.2.2. Estrategia para la sintesis de éster succinimidilo de 1-benzotiofeno

Un objetivo de importancia en este trabajo es obtener compuestos fotocrémicos que
puedan ser unidos a biomoléculas. En consecuencia se diseié obtener un compuesto
fotocrémico reactivo, que pudiera ser unido covalentemente a diversas moléculas (compuestos
fluorescentes, biotina, proteinas, ADN, etc). Los ésteres de N-hidroxisuccinimida han sido
ampliamente utilizados en sintesis organica como agentes acilantes (ésteres activos).
Especialmente, estos ésteres activos son ttiles como intermediarios en la sintesis de péptidos y
proteinas via MN-acilaciébn. Ademds, ciertas moléculas importantes biolégicamente como
antagonistas de receptores y agentes marcadores, han sido quimicamente modificados
utilizando un éster succinimidilo intermediario. Se penso, entonces, en disponer de un acido
carboxilico derivatizado como éster succinimidilo.

Ademas, se desea que el compuesto fotocromico activo extienda su conjugacidn, lo que
genera un corrimiento hacia el rojo en el maximo de absorcién del isébmero cerrado. Para ello
se introduce ya sea un alquino o un anillo aromatico, mediante una reaccion de acoplamiento
cruzada carbono-carbono. La retrosintesis planteada (Figura 2.29) posee un compuesto
intermediario en comun, el derivado triflato, que puede reaccionar por variadas reacciones de
acoplamiento C-C. Este derivado se obtendria por desproteccion de metoxilo y posterior
activacion del fenol. El fenol, mismo puede reaccionar directamente con, por ejemplo acido

bromoacético, para dar un acido carboxilico. En un paso posterior se activa el acido como éster

succinimidilo.
B / \
S S
OHC
O 0
I\ N N
N—O S TfO / \ \o / \
S S
° l
= /S\

Figura 2.29. Esquema retrosintético de DHAE funcionalizados.
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Los triflatos son especialmente utiles en reacciones de acoplamiento C-C, en parte porque
pueden generarse facilmente a partir de fenoles o enolatos. El mayor impacto proviene del
descubrimiento de reacciones de acoplamiento cruzado con diferentes compuestos
organometalicos las cuales ocurren con alta regioselectividad, en condiciones suaves y toleran la
presencia de varios grupos funcionales.34 33

6 propusieron un proceso tal que el éster N-

Wentland y sus colaboradores?
hidroxisuccinimidilo podia ser generado en un solo paso a partir de materiales de partida
disponibles, como ser triflatos o haluros de arilo. Dado que esta reaccibn no habia sido
aplicada a derivados de 1-benzotiofeno se realiz6 la misma con un compuesto modelo
partiendo de 2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno. Posteriormente se realizd la activacion del
compuesto fotocromico (mas costoso y dificil de obtener).

El primer paso fue la desproteccién del grupo metoxilo con tribromuro de boro en
CH,Cl, a -30 °C dejando llegar a temperatura ambiente y permaneciendo asi por 2 horas,
condiciones suaves de reacciéon.3’ El compuesto 58 se hizo reaccionar en las condiciones
indicadas produciendo el 2-metil-1-benzotien-6-0l 65 con un rendimiento de 98% (Figura 2.30).
La desproteccién también puede hacerse con cloruro de trimetilsililo/ioduro de sodio a 82 °C

durante 48 hs.3® Luego se procede a activar el fenol 65 como triflato 66 (Figura 2.30).

R R R
S S

S
58 R=H 65 R=H 98% 66 R=H 82%
F> ) F>
Fz F2 F2 F2 F2 F2
63 R= “f, 67 R= o, 68 R= “af,
7\ I\ /A
S
S 78% 500

a) BBr3 / CH,Cl, / -30 °C b) T£,0 /Py / CH,Cl, / 0 °C

Figura 2.30. Obtencién de trifluorometansulfonatos 66 y 68.

El altimo paso consisti6 en la obtencidon del éster activado. Dentro de las metodologias
disponibles para generar ésteres N-hidroxisuccinimido se encuentran: a) reaccion de la sal de
NHS de sodio, potasio, plata o talio con el cloruro de acido, b) esterificacion del acido
carboxilico con NHS en presencia de diciclohexilcarbodiimida o
azodicarboxilato/trifenilfosfina ¢) reaccion de carbonato de bis(N-succinimidilo) con acidos
carboxilicos. La utilidad del método se encuentra limitada a la real disponibilidad del
carboxilato requerido. Por lo tanto, Wentland y sus colaboradores3¢ propusieron un proceso tal
que el éster N-hidroxisuccinimidilo se genera en un solo paso a partir de materiales de partida

accesibles, como ser triflatos o haluros de arilo. Especificamente, los autores aplicaron la
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conocida reaccién de carbonilacién catalizada por paladio en una novedosa ruta por reaccién
del triflato (o haluro) de arilo con CO y NHS. Los triflatos y haluros de arilo han sido
convertidos a amidas y ésteres de arilo, sin embargo, no se habia empleado este proceso para

generar eésteres activos.

66 0 69
a ) Pd(AcO), / Xantphos / NHS / CO / TEA / DMSO / 70 °C

Figura 2.31. Activacién modelo de triflato como éster succinimidilo 69.

El triflato 66 se hizo reaccionar con monoéxido de carbono y N-hidroxisuccinimida
(anhidra) en las mismas condiciones de literatura con Pd(AcO), como catalizador y Xantphos
como ligando, en presencia de TEA. Se obtuvo el compuesto 69 con un rendimiento del 44%
(Figura 2.31). Por espectrometria de masa se determiné que se trataba del ester succinimidilo 69
y en el espectro de RMN-H se observéd la sefial correspondiente a los metilenos de anillo

pirrolidinona.

Ademas, el triflato 66 se acoplé a TMSA mediante la reaccion de acoplamiento cruzada de
Sonogashira-Hagihara para la formaciéon de enlace C-C. La reacciébn se realizd con
Pd(II)(PPh;),Cl, como catalizador en presencia de TEA y DMF como solvente a 60 °C.3° La
reaccidon se monitoreb por ccd hasta desaparicion del triflato 66 y su tiempo de reaccioén fue de

7 horas obteniéndose el compuesto 70 con un rendimiento del 51 % (Figura 2.32).

Tfo% ﬁ' TMS/%\

S S
66 70

TMSA / TEA / Pd(PPh;),Cl, / DMF / 60 °C
Figura 2.32. Reaccién de Sonogashira-Hagihara entre el compuesto 66 y TMSA.

En la tabla 2.8 se listan las sefiales de RMN de los hidrogenos para los compuestos 65, 66,
69 y 70. Las diferencias mas significativas se observaron para los hidrogenos del anillo
aromatico. Como era de esperar la introducciéon del grupo carbonilo en el éster succinimidilo
69 produce un desplazamiento quimico a campos bajos para los hidrogenos en posiciéon 5y 7

respecto del compuesto 66.
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Tabla 2.8. Desplazamiento quimico de benzotiofenos sustituidos en posicién 6.

H-3 6,86 7,00 7,07 6,95
H-4 7,49 7,67 7,72 7,55
H-5 6,85 7,21 8,02 7,38
H-7 7,19 7,67 8,57 7,87
CH3 (C-2) 2,53 2,61 2,64 2,58
OH 4,64 - - -
CH, (NHS) - - 2,92 -
=— Si(CHa)3 . . . 0.26

2.2.3. Nueva estrategia para la sintesis de éster succinimidilo fotocrémico

El compuesto asimétrico 63 se hizo reaccionar para obtener el triflato 68 correspondiente
(Figura 2.31). El rendimiento global para los dos pasos involucrados fue de 40%.
Posteriormente, el triflato 68 se hizo reaccionar con N-hidroxisuccinimida y monodxido de
carbono con Pd(ACO), como catalizador, Xantphos como ligando en presencia de TEA y con
DMSO como solvente y se obtuvo el derivado activado como succinimidil éster 71 en un 12 %
y un derivado acido 72 en un 44 % (Figura 2.33). Cabe aclarar que el derivado acido es, para
nuestro caso tan util como el éster succinimidilo, ya que posee el grupo funcional COOH

facilmente activable para su acoplamiento con aminas.

a ) PdAcO, / Xantphos /
NHS / CO / TEA /
DMSO / 70 °C

Figura 2.33. Obtencion de éster succinimidilo 71 y subproducto 72.

La identificacién por resonancia magnética nuclear de los compuestos 68, 71 y 72 se

realiz6 por comparacién con el fotocrémico asimétrico 63 y el éster succinimidilo 69.
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Para obtener un derivado activo para su unién a biomoléculas, se realiz6 la reacciéon de
acoplamiento del éster succinimidilo 71 con el compuesto 73 que corresponde a una biotina
con un espaciador trietilenglicol-diamino. La reacciéon dio lugar al compuesto 74 con un

rendimiento del 79% (Figura 2.34). Este compuesto ha sido utilizado posteriormente para

estudiar el proceso de fotocromismo-FRET con un modelo proteico.

HNWH/\/O\/\O/\/O\/\NHZ 790
S

73

a) NHS / DCC / THF b) TEA / DMF
Figura 2.34. Conjugacion de DHAE con biotina.

[-=] [=2] o0 M~ o™~ I~ - <

N s * ~~ w T "

[-=] [--] ~ M~ ~ ~ ~ ~
H-arom p y ap H-5" ap*

H-6' ap*

7,22

H-5'+ H-6'p

T T T I T T T T I T

8.00

(ppm)

Figura 2.35. Region aromatica del espectro de RMN-1H (500 MHz, MeOD) del compuesto 74.
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En la figura 2.35 puede observarse la asignaciéon de algunos hidrogenos aromaticos para los
dos conférmeros presentes en el compuesto 74. La relaciéon de atropoisomeros resultd ser
paralelo (p)/ antiparalelo (ap) = 45:55. Se muestra en la figura 2.36, una seccién de la region

alifatica en donde se observaron las sefiales caracteristicas de la biotina y los metilos de ambos

conférmeros.
w o [{e]
S & 3 ) S
) o o o~ o~ [ ]

CHj3 ap

CH (a) CH (d')* CH (d)*

(ppm)
Figura 2.36. Region alifatica del espectro de RMN-IH (500 MHz, MeOD) del compuesto 74.

En conclusion, en este capitulo se describié la sintesis de unidades de 1-benzotiofeno
adecuadamente sustituidas. Estas unidades se acoplaron a perfluorociclopento generando
derivados hemi-sustituidos y di-sustituidos en forma simétrica y asimétrica. Los compuestos
resultantes se caracterizaron completamente. Se logré un diheteroarileteno asimétrico con un
extremo carboxilico activado como éster succinimidilo 71 a partir de un derivado triflato en un

solo paso de reaccién.
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El objetivo en esta parte del proyecto fue obtener diheteroariletenos asimétricos con grupos
tiofeno y benzotiofeno uno a cada lado del puente alqueno, de modo de obtener extremos con
diferente funcionalizacién. Este tipo de compuestos fotocrémicos presenta estabilidad térmica y
son resistentes a la fatiga.

Considerando la variedad de compuestos fotocromicos diheteroariletenos con
hexafluorociclopenteno como puente de unién que se informaba en la literatura sélo unas
pocas estructuras correspondian a compuestos asimétricos con un grupo tiofeno en un lado
del puente y un grupo benzotiofeno al otro.l”

La ruta sintética involucra la obtenciéon de unidades de tiofeno funcionalizados de manera
apropiada. Estas unidades de tiofeno se acoplaron de forma convergente con una unidad
benzotiofeno a través de un puente de perfluorociclopenteno.

Un requerimiento en la construccién de las unidades de tiofeno es que el anillo tiofeno
posea las posiciones 2 y 4 sustituidas, dado que se ha informado que de no estarlo se obtienen
productos de descomposicion. La reaccion de ciclacion por irradiaciéon con luz UV cuando la
posicidon 2 no se encuentra sustituida, produce un compuesto coloreado que corresponde al
producto de ciclacién. Sin embargo, la reaccién de apertura del ciclo al irradiar con luz visible
no regenera el compuesto de partida, sino que se obtiene un producto cuyo espectro de
absorcion difiere del isébmero abierto.® En el caso en que la posiciéon 4 no se encuentre
sustituida, los compuestos fotocromicos poseen baja resistencia a la fatiga. Como se menciona
en la introduccidn, se observa la aparicion de un subproducto que también absorbe en la

region visible pero no es fotocrémico luego de unos cuantos ciclos de irradiacion.’

X

X
3 Metilacién 4  Halogenaciéon Acoplamiento de T\
/ /N /d Miyaura-Suzuki
2 s~ X S

S S

Figura 3.1. Esquema de sintesis de la unidad tiofeno.

En consecuencia, la ruta sintética que se llevd adelante involucr6 la obtencion de la unidad
tiofeno dimetilado en posiciones 2 y 4 como primer paso. La halogenacién posterior de la
misma hizo posible el acoplamiento a derivados de arilo con diversos sustituyentes mediante

una reaccion acoplamiento cruzado C-C de tipo Suzuki (Figura 3.1).
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3.1. ANTECEDENTES DE LA REACCION DE ACOPLAMIENTO DE SUZUKI-MIYAURAS

En la reaccién de acoplamiento cruzado de tipo Suzuki, un acido arilborénico se acopla
con un halogenuro de arilo mediante complejos de Ni(0), Pd(0) o Fe (0) como catalizadores.
Generalmente, estas reacciones de acoplamiento cruzado ocurren en condiciones suaves, el
compuesto organoborano es activado con una base adecuada. El paso clave en esta reaccion
involucra la insercién del Pd(0) en el enlace haldgeno-arilo. Esta técnica ha demostrado ser
bastante general para un amplio rango de reacciones de formacion selectiva de enlace C-C. Los
acidos organoboroénicos son reactivos convenientes y generalmente son estables térmicamente e
inertes a agua y oxigeno, permitiendo su manipulacién sin precauciones especiales. Muchos de
los acidos organoborodnicos se encuentran disponibles comercialmente o pueden ser preparados
a partir de reactivos organiliticos o de magnesio y trialquilboratos. Un amplio rango de
catalizadores de paladio (0) pueden utilizarse en esta reaccion. El Pd(PPhs); es mas
frecuentemente utilizado pero PdCly(PPh;s), y Pd(OAc), con PPh;y u otros ligandos de fosfina
son también muy eficientes. Los catalizadores de Pd(II) son muy estables frente al aire y se
reducen al complejo de Pd(0) activo con las fosfinas o los compuestos organometalicos
utilizados en la reaccion de acoplamiento cruzado. Como base, se utiliza frecuentemente
soluciones acuosas de Na,CO3 y el DME como solvente. Como material de partida para las
reacciones de Suzuki, los compuestos mas utilizados son bromuros, ioduros y triflatos de arilo

dada su alta reactividad.

X X
Pd-cat, L, base, T\
/ \ + X R2 —>1
BORY), solvente S
S R,
X=10B
Rl — 191’ if’r, Bu L= PPh3 o dppf

R, = CHO, OMe

Figura 3.2. Esquema basico de reaccién de acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura.

Mecanismo de Suzuki-Miyaura:

El ciclo catalitico para las reacciones de acoplamiento cruzado de compuestos
organometalicos involucran una secuencia de adicidon oxidativa-transmetalacién-eliminacion
reductiva como muestra la figura 3.2. Aunque cada paso involucra un proceso mas intrincado,
que incluye el intercambio de ligandos, no existe duda sobre la presencia de los intermediarios

75 y 76, los cuales han sido aislados y caracterizados por analisis espectroscopico.” 10
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Pd(0
RoX

Ri—R>

o, Adici6n

Eliminacién oxidativa
reductiva

v
Ry—Pd(I)—R; Rp—Pd(I)—X
76 75

Transmetalacion

MX RyM

Suzuki: R R, =arilo o heteroarilo, X= I, TfO, Br, M: B(OH), o B(OR),

Figura 3.3. Ciclo catalitico general para acoplamiento cruzado.

Los mecanismos de adicién oxidativa y eliminacién reductiva de la secuencia estan bien
comprendidos y son presumiblemente los procesos comunes a todas las reacciones de
acoplamiento cruzado de organometalicos. Sin embargo, el paso de transmetalacion es el menos
conocido porque el mecanismo depende fuertemente del compuesto organometalico y de las
condiciones de reaccion utilizadas para el acoplamiento.

Las reacciones de acoplamiento cruzado para compuestos organoboranos con haluros o
triflatos de arilo reaccionan selectivamente en presencia de una base cargada negativamente,
tales como carbonato, fosfato, hidréxido o alcéxido de sodio o potasio.ll'15 Las bases pueden

usarse en solucioén acuosa o en suspension en dioxano o DMF.

3.2. SINTESIS DE LA UNIDAD TIOFENO FUNCIONALIZADA

3.2.1. Sintesis de unidades de tiofeno, metiladas y iodadas

La sustitucion electrofilica de tiofenos metalados es una reaccion muy til. Los tiofenos
son metalados facilmente y selectivamente para dar intermediarios que reaccionan con un
amplio rango de electrofilos. Los compuestos tienillitio son los mas utilizados. Los tiofenos
mas sencillos sufren intercambio hidrogeno-litio selectivamente en la posicién 2 por reaccidén
con nbutillitio en éter etilico o tetrahidrofurano a temperatura ambiente o a reflujo.

El litio puede ser introducido en otras posiciones si se dispone de derivados bromados o

iodados por reaccion de intercambio metal-haldgeno. Los tiofenos litiados en posicién 3 son
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utilizados para la sintesis de tiofenos sustituidos en la misma posicién. Sus reacciones con

electrofilos se realizan a bajas temperaturas dada su pobre estabilidad térmica.l6

| |
N R s N C s S s €
S S S s | I s
77 82 83

8 (85:15) 79

b a) i) n-BuLi / THF / -78 °C
ii) CH,I / 78 °C

b) I, / HslOg /
]\ /A AcOH:H,0:H,S0,
s~ 7 1T g (100:20:3)
80 81

Figura 3.4. Metilacién e iodaciéon del compuesto 77.

En este trabajo, cuando el compuesto 3-metiltiofeno 77 (P.e.: 114 °C) se metil6 con n-butil
litio en éter etilico a -78 °C e ioduro de metilo (Figura 3.4), se obtuvo una mezcla de isbmeros
dimetilados en las posiciones 2,4 (78) y 2,3 (79). No fue posible separar esta mezcla por
ninguna de las metodologias empleadas. En cromatografia de capa delgada, se observo una sola
mancha cuando se realiz6 la cromatografia en éter de petréleo, siendo el Ry = 0,6. Si bien los
productos eran liquidos, una destilacion fraccionada de los mismos Unicamente permitid
separarlos del 3-metiltiofeno. Este resultado era esperable ya que la diferencia de temperatura de
ebulliciéon de ambos isdémeros era menor que 1 °C, (2,3-dimetiltiofeno: 141,6 °C y 2.4-
dimetiltiofeno: 140,7 °C).17 Irie y colaboradores, quienes describieron esta ruta, no mencionan
en sus trabajos la formacién del isébmero 2,3 dimetilado. Sin embargo, Ramanathan y Levinel8
describieron que la carbonilacién de 3-metiltiofeno con nmbutil litio en éter etilico a reflujo
durante 2 horas y posterior adiciéon de diéxido de carbono ocurre en posicién 2 y 5 en una
proporcion de 19:68. Estos resultados concuerdan con la mezcla de isémeros dimetilados
obtenida en nuestro trabajo.

La proporciéon de la mezcla de isdbmeros obtenida luego de la destilaciéon fue determinada
por espectroscopia de resonancia magnética nuclear y cromatografia de gas-liquido. En el
espectro de RMN (Figura 3.5) pueden distinguirse claramente las sefiales de los metilos para
ambos isdémeros (6= 2,47 y 2,22 para el isomero 2,4 y 6=2,37 y 2,16 para el isomero 2,3). En la
figura 3.6 se muestra un cromatograma de la reaccién previa a la destilacion. Los tiempos de
retencion correspondientes a los isomeros 2,3 y 2,4 dimetiltiofeno son 5,28 y 5,13 minutos,

respectivamente, con una relacién de area de 16:84.
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H-5 (78) CH3 (C-2) CH3 (C4)
H-5 (79) H-4 (79) H-3 (78) (78) cH3(c-2) (78) cHs (c-3)
(79) (79)
3 4
2 2 g 8 5 5 § e
w w w w 2 S 5 (3] o™ (3] o~
| | 78 o [ ]

Figura 3.5. Regiones alifaticas y aromaticas del espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl;) de la

mezcla de isdbmeros 78 y 79.

Countsg = 33 250 °, 3 min
[==] ~ P
80000 & o il
{ E o
60000 10°/min
S
40000 ° ;
g 60 °, 3 min Columna: HP5
20000 o Detector: FID
0 2 4 6 8 10 min

Figura 3.6. Cromatograma correspondiente a la reaccion de metilacion del compuesto 77.

Se buscaron condiciones para incrementar la relacion del isébmero 2,4 variando la
temperatura de reaccion (-78 °C, 0 °C, t.a.) y también todas estas condiciones en presencia o en
ausencia de TMEDA. Sin embargo, estos cambios en las condiciones no fueron utiles para

mejorar la relacion en favor el isémero 2,4.

Se decidi6é entonces realizar el paso siguiente, halogenar las dos posiciones libres del
dimetiltiofeno, con la esperanza de poder separar en esta etapa los isomeros. Se realizd la
bromacién con bromo en 4cido acético pero la reaccidon resultd en multiples productos. Se

probd entonces la iodaciéon en las mismas condiciones utilizadas para el benzotiofeno. Para
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realizar la iodaciéon se utilizd, como se describié previamente (Capitulo 2), iodo y acido

periddico.
Esta halogenacion procedié limpia y suavemente pudiéndose controlar las condiciones
para obtener el producto de monoiodacién (iodo/acido periddico/sustrato 78-79, 0,5:0,2:1), o

de diodacién iodo/acido periédico/sustrato 78-79, 1:0,4:1) variando la relacién molar de los

reactivos.
> 3 $ 5 : 2
w0 w (3] (3] o™ o™
|
3/ \A H-5 (81) H-4 (80) CH3(C-2) CH3(C-4)
/N (80) (80)
2 S)S\I
80
RS CH3 (C-2) CH3 (C-3)
I ../S-KS/;H (81) (81)
81
| | |
I \ o )
=7
e
T T T ] T T T T I T JJ I T T T T ]
7.00 6.50 2.50 2.00

Figura 3.7. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl5) de la mezcla de productos 80 y 81.

El espectro de resonancia magnética nuclear protonico de la mezcla de los productos de
monoiodacién se muestra en la figura 3.7. Las sefiales alifaticas que aparecen a 2,14 y 2,42 ppm
se asignaron a los metilos del compuesto 80 y la sefal a 6,44 ppm correspondi6é al tnico
hidrégeno aromatico. Mientras que para el compuesto 81, las sefiales metilicas aparecen a 2,10
y 2,31 ppm y la sefial aromatica a 6,91 ppm. La proporciéon de los isbmeros monoiodados

80/81 se mantuvo similar a los reactivos en 8:2.
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Figura 3.8. (a) Cromatograma de diiodacién parcial a las 3 horas de reaccion. (b) Espectro de
masas para el compuesto 80, tg= 7,57 minutos. (c) Espectro de masas para el compuesto 82, a

tg= 12,17 minutos.

Tanto los reactivos de partida como los produtos de monoiodacién y diiodaciéon poseen
movilidades muy parecidas en ccd (82-83, Ry= 0,67 y 78-81 Ry= 0,61 en éter de petréleo). En
consecuencia, para determinar si la reaccion de diiodaciéon se completd se realizd una
cromatografia gas liquido. En la figura 3.8.(a) se muestra el control a las 3 horas de reaccion.
En este cromatograma, cada uno de los picos fue identificado por espectrometria de masa. Los

picos a 7,29 y 7,57 minutos muestran un M*™ a m/z = 238 correspondiendo a los productos de
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monoiodacién, 80 y 81. El espectro de masas para el compuesto 80 se muestra en la figura
3.8.(b). Mientras que los picos a 12,17 y 12,68 minutos presentaron un M* a m/z = 364 que se
atribuy6 a los productos de diiodaciéon 82 y 83. En la figura 3.8.(c) se muestra el espectro de
masas que se obtuvo para el compuesto 82.

El cromatograma a las 5 horas de reaccion, que se muestra en la figura 3.9, nos indico la
finalizacién de la misma. Se observan los dos isémeros 83 y 82 en una relacién de areas de
10:90. Luego, se realizd una ccd en hexano y se observaron sélo dos manchas Rg= 0,44 y 0,54
correspondientes a los compuestos 83 y 82, respectivamente. Realizando una columna

cromatografica en silica gel 60H y eluyendo con hexano se logrd separar ambos compuestos.

Counts | | 250 o’ 3 min
80000 N
I\ & N A
60000 s | | S min
40000 2 o 4 mi
o 60 °, 1 min Columna: HP5
20000 Detector: FID
0 5 10 15 20 min

Figura 3.9. Cromatograma correspondiente a los compuesto 82 y 83.

Con el objetivo de ensayar las mejores condiciones para la reaccién de acoplamiento C-C
de Suzuki-Miyaura se sintetiz6 el 2-iodo-3-metiltiofeno. El compuesto 84 se obtuvo con iodo y

acido periddico (en condiciones de monoiodacién) con un rendimiento del 80% (Figura 3.10).

78 84
a) I, / HslOg / AcOH:H,0:H,SO4 (100:20:3)

Figura 3.10. Sintesis del compuesto 84.

La asignacion del espectro de RMN-H para el compuesto 84 fue sencilla. El espectro
mostr6é una sefial a 7,36 ppm como un doblete (J = 5,4 Hz) que correspondi6 al H-5 mientras
que la seial a 6,76 ppm (d, /= 5,4 Hz) al H-4. Ademas, los hidrogenos metilicos se observaron
a 2,23 ppm. En el espectro de resonancia magnética de carbono se observd como sefal

distintiva la del C-2 (unido a iodo) a 74,4 ppm.
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3.2.2. Obtencién de acidos bordnicos y acoplamiento de Suzuki-Miyaura

Para la obtencién de los respectivos acidos borénicos, los compuestos 84 y 82 (Figura 3.11)
se trataron en las mismas condiciones informadas en literatura. Primero, se hicieron reaccionar
con n-butil litio en éter etilico a -78 °C durante una hora, luego se adicion6 el tributilborato
manteniéndose a -78 °C durante 4 horas, posteriormente se permitié llegar a temperatura
ambiente y se dejo reaccionando durante 14 horas.!® El compuesto 85 se obtuvo en un 49% de

rendimiento mientras que el compuesto 86 se obtuvo en un 72 %, ambos como sélidos

_ = 85
@| 49 % @B(OH)Z
|
—_— 86
/S\ | 72% /@B(OH)Z

1) n-BuLi / éter etilico / -78 °C / 1h
i) B(nOBu); / -78 °C - 4h / ta 14h

blancos.

84
I
82

Figura 3.11. Obtencién de acidos boronicos.

En la tabla 3.1 se listan las sefiales correspondientes a los RMN-1H de los compuestos 85 y
86. Nuevamente, la asignacién de los espectros de RMN-'H para ambos compuestos resultd
sencilla. La sefial alifatica que aparece a 2,37 ppm para el compuesto 85 se atribuy6 al metilo en
C-3. Los dobletes que aparecen a 6,95 y 7,55 ppm se asignaron a los hidrégenos aromaticos de
posicion 4 y 5, respectivamente. Mientras que el singulete ancho a 7,77 ppm correspondié6 a los
hidrégenos del acido borénico.

Respecto al compuesto 86, las sefiales que aparecen a 2,34 y 2,38 ppm se atribuyeron a los

metilos de C-2 y C4 y el singulete ancho a 7,97 se asign6 al acido.

Tabla 3.1. Sefiales de RMN-H (200 MHz, DMSO) para los 4cidos borénicos 85 y 86.

85 ) m, J Area 86 S m Area
-B(OH), 7,77 sa 2H -B(OH), 7,97 sa 2H
H-5 7,55 d, J=4,7Hz 1H CH; 2,38 s 3H
H+4 6,95 d, J=4,7Hz 1H CHj; 2,34 s 3H
CH; 2,37 s 3H

En el espectro de RMN-13C del compuesto 85, que se muestra en la figura 3.12, se puede

observar una sefial a 145,5 ppm que se asigné al carbono cuaternario de posiciéon 3. Las sefales
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a 131,4 y 129,6 ppm corresponden a los carbonos 4 y 5. Estas sefales pueden ser
intercambiables. Mientras que la sefal del carbono 2, directamente unido al &tomo de boro, no
pudo observarse. Los desplazamientos quimicos de los carbonos unidos al 4tomo de boro no

han sido informados en la literatura disponible.

wn < w0
w - o @«
b oo w
C3 C4 | C-5* CH3
|
'Ifll \
/2N
g~ "B(OH)
I | I | ] | ] I | ] I ] I | ] I
150 100 50 0
(ppm)

Figura 3.12. Espectro de RMN-13C (125 MHz, DMSO) del compuesto 85.

R
/ \ —

Ri™ Ng~ “B(OH),

85:R1:R2:H 87:R1:R2:H
86: Rl = CH3’ RZ =1 88: Rl = CH3’ Rz =1

Pd(0) o PA(II) (4%) / 4-bromobenzaldehido (89) (1,1
equiv) / Base (2 equiv) /reflujo / 2 horas

Figura 3.13. Acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura
Una vez obtenidos los acidos borénicos 85 y 86, se procedi6é a realizar la reaccién de

acoplamiento cruzado con 4-bromobenzaldehido variando el catalizador, la base y el solvente

(Figura 3.13). El catalizador que se utilizo fue a base de paladio ya sea como Pd(0) (Pd(PPhs),) o
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como Pd(II) (Pd(AcO),/PPh;s). La base vari6 entre Na,CO;3; y Cs,CO3. Mientras que los
solventes empleados fueron THF, n-propanol y DME. En la tabla 3.2 se muestran los

rendimientos que se obtuvieron en las diferentes condiciones ensayadas.

Tabla 3.2. Acoplamiento cruzado de Suzuki-Miyaura entre los compuestos 87 y 88 con (89).

Entrada Compuesto Catalizador Base Solvente Rto (%)
1 85 Pd(PPh;), Na,CO; THF 11
2 85 Pd(AcO),/PPh; Na,CO; THE 20
3 85 Pd(AcO),/PPh; Na,CO; n-Propanol 28
4 86 Pd(AcO),/PPh;, Na,CO; THF ;
5 86 Pd(AcO),/PPh; Na,CO;3 DME 4
6 86 Pd(AcO),/PPh; CsCO3 DME 8

Cuando se emple6 como catalizador Pd(II) se obtuvieron mejores rendimientos que al
utilizar Pd(0) (entradas 1 y 2). Ademas, mejoré levemente el rendimiento al emplear un
solvente de mayor punto de ebullicién (entrada 3). En todos los casos en que se utilizd el
compuesto 88 (entradas 4-6) los rendimientos resultaron nulos o muy bajos. El compuesto 88
posee un grupo -1, este es descrito en la literatura como un mejor grupo para el acoplamiento
que el -Br.8 Es posible que los bajos rendimientos se deban a un acoplamiento con el mismo
compuesto. Sin embargo, los productos de esta reaccibn no pudieron caracterizarse
adecuadamente como para probar esta afirmacién.

Es interesante notar que ambos productos de acoplamiento (87 y 88) resultaron
fluorescentes. En ccd (en fase normal) poseen igual movilidad que el 4-bromobenzaldehido 89
(Rg= 0,32 en hexano/AcOEt 95:5). Se lograron aislar los productos de acoplamiento en fase
reversa C18 (MeOH/H,0O 8:2) donde las relaciones de frente resultaron ser 0,49, 0,35 y 0,19
para los compuestos 89, 87 y 88, respectivamente.

La asignacién de las sefiales de RMN-'H correspondientes a los compuestos 87 y 88 se

muestran en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Sefiales de RMN-'H (200 MHz, CDClI;) correspondientes a los compuestos 87 y 88.

87 d m, J Area 88 S m, Area
CHO 9,98 sa 1H CHO 10,01 s 1H
H-3>-H-5 7,86 d, /=83 2H H-3>-H-5 7,89 d, /=85 2H
H2-H-6’ 7,57 d, /=83 2H H2-H-6’ 7,59 d, /=85 2H
H-5 7,24 d, /=5,1 1H CHj; 2,48 s 3H
H-4 6,91 d, J=5,1 1H CH; 2,32 s 3H
CH; 2,32 s 3H
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Por otra parte, la reaccién de acoplamiento con el compuesto 85 resultdé mejor aunque
también en rendimientos bajos (28%). Para asegurarnos que la reacciéon de acoplamiento se
estaba realizando en condiciones adecuadas, se llevo adelante el acoplamiento con dos acidos

borénicos comerciales, 90 y 92.

CHO
ﬂ . I
| 940 S
S CHO
B(OH),
80 90 91
OMe
e, O e ®
70%
B(OH S
S ( )2 OMe
[
92 93 94

Pd(dppf)Cl, (5 %) / Na,COs5 (2 equiv) / THEF / reflujo / 2h

Figura 3.14. Acoplamiento con acido borénicos comerciales.

En este caso, los rendimientos fueron de buenos a excelentes (Figura 3.14). Cabe destacar
que se utilizé Pd(dppf)Cl, como catalizador y como se verd mas adelante este catalizador rindi6
los mejores resultados. Atin asi, consideramos que esta notable diferencia en los rendimientos
no se debia Unicamente al catalizador sino también posiblemente a estabilidad, y en

consecuencia pureza, del acido borénico utilizado.

El espectro de resonancia magnética del compuesto 91 se muestra en la figura 3.15. Se
observaron las sefiales desprotegidas de los hidrégenos H-3"-H-5" del anillo fenilo a 7,88 ppm y
las senales de los hidroégenos H-2'-H-6" aparecieron a 7,59 ppm. Mientras que la sefial del
hidrogeno 4 del tiofeno apareci6 a 6,63 ppm.

En la figura 3.16 se muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 94. Se observaron las
sefiales protegidas de los hidrogenos H-3-H-5" a 6,96 ppm y los hidrégenos H-2"-H-6"
aparecieron a 7,65 ppm. Se asigné la sefial que aparece a 7,43 ppm al hidrégeno 3 del anillo

benzotiofeno.
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Figura 3.15. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl5) del compuesto 91.
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Figura 3.16. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl3) del compuesto 94.
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Hasta este punto la reaccion de acoplamiento presentaba dos dificultades. La primera
relacionada con la eleccion del derivado diiodado, que habia sido obtenido en forma suave y
limpia pero que luego no permitia obtener productos de acoplamiento. La segunda relacionada
con los bajos rendimientos que se obtenian por reaccién con acidos borénicos. Para el primer
aspecto se decidié intentar nuevamente la bromacién, invirtiendo mayores esfuerzos en la
optimizacidon de las condiciones de reaccién. Para el segundo aspecto, se considerd realizar el

acoplamiento utilizando ésteres bor6nicos en lugar de acidos.

3.2.3. Sintesis de unidades de tiofeno bromadas y acoplamiento directo de Suzuki-

Miyaura

Como habiamos observado inicialmente, la bromacién con bromo en acido acético daba
lugar a reacciones laterales. Cuando esta reaccién se repitid a temperatura ambiente se
identificd el subproducto 96. En el espectro de RMN-'H se observé una sefial a 4,60 ppm

correspondiente a los hidrégenos metilénicos del compuesto 96.

s SRN G ii vd

S
78 79

a) Br, / AcOH o CH,Cl, o THE / 0°C 0 5 °C o t.a.

Figura 3.17. Bromacién de dimetiltiofeno.

Luego se intentd variar la temperatura y se realiz6 la reacciéon a 5 °C. También, se probd la
reacciéon con CH,Cl, y THF a 0 °C y a ta. Las mejores condiciones resultaron cuando la

reaccion se llevo a cabo a baja temperatura (Tabla 3.4)

Tabla 3.4. Condiciones de bromacién ensayadas.

Entrada Solvente  Temperatuta Rendimiento
1 - ta. 4 % (96%)20
2 AcOEt ta. 50 % (65%)%1
3 AcOEt 5°C 91%
4 CH,Cl, 0°C 88%
5 THF 0°C 84%

Un detalle importante fue realizar el agregado de la solucién de bromo en el solvente

correspondiente muy lentamente (entre 30 minutos y 1 hora). Mediante sucesivos controles se
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determiné la duraciéon de la reaccion. Los controles fueron analizados por cromatografia gas
liquido como se describi6é anteriormente para la iodacién. Siempre que la reaccion se realizd

entre 0-5 °C, la misma se complet6 a las 4-5 horas de iniciada la adicién.

Tabla 3.5 Asignacién de las sefiales proténicas de los metilos y los carbonos para los

compuestos 78, 82 y 95.

3 4 4 3 Bra 3
s 3 gt
2775 S 5 g 2 Br

d (ppm) Asignacién S (ppm) Asignacién S (ppm) Asignacién
2,45 CH;(2) 2,41 CH;(5) 2,34 CH;(5)
2,20 CH;(4) 2,29 CH;(3) 2,17 CH;(3)
139,5¢ C2 143,2 C5 133,9 G5
127,6 C3 84,9 C4 111,3 C4
137,5* C4 143,6 C3 136,2 C3
118,1 G5 68,3 C2 104,5 C2

(*) Estas senales son intercambiables.

En la tabla 3.5 se muestran las asignaciones de los espectros de resonancia de hidrégeno y
carbono para los compuestos 78, 92 y 95. Las sefales metilicas no varian apreciablemente entre
los tres compuestos. Sin embargo, es interesante notar que los carbonos unidos a halégeno
sufren desplazamientos importantes respecto del compuesto sin halogenar, (C-4: -42,7 ppm y C-

2:-49,8 ppm para el compuesto 82 y C-4: -16,3 ppm y C-2: -13,6 ppm para el compuesto 95).

El derivado borado se gener6 con mnbutil litio y posterior agregado de B(:OPr); o
B(nOBu)3. Luego, la solucion del compuesto 97 se acoplé a 4-bromobenzaldehido (89) y 4-
iodoanisol (93) por dos métodos (Figura 3.18). Método A: se agregd el haluro de arilo a la
soluciéon del compuesto 97 que contenia catalizador y base. Método B: la soluciéon del
compuesto 97 se agregd al haluro de arilo que contenia catalizador, base y etilenglicol como
cosolvente.??

En la tabla 3.6 pueden observarse los resultados obtenidos para la reaccion de
acoplamiento del compuesto 95 y un haluro de arilo (89 o 93) por el método A y B y variando

el catalizador y el borato. En este caso, los catalizadores de paladio utilizados fueron

Pd(0)(PPhs), y PA(TT)(dppf)Cl,,
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Br Br Br
a b
s, = | i —e ]
S Br s B(OR1)2 S R,
95 97
B ) 98 R,= CHO
Ri=nBuo rPr 99 R, = OMe

a) 1) n-Buli / THF / -78 °C i1) B(OPr); o B(nOBuj3 b) Pd(PPh3),4 o
Pd(dppf)Cl, / Na,CO3 /haluro de arilo / 65 °C

Figura 3.18. Acoplamiento directo

Cuando se gener6 el derivado borado con B(iOPr); y posteriormente se realizd la reaccion
de acoplamiento por el método A, entrada 1, utilizando con Pd(dppf)Cl, como catalizador el
rendimiento fue del 11%, en 6 horas de reaccién. Al aumentar el tiempo de reaccién a 19
horas, el rendimiento también aumenté al 36 % (entrada 2). Cuando se utilizé el método B se
obtuvo un mejor rendimiento atn con sélo 6 horas de reaccion (entrada 3). Los rendimientos
hasta aqui obtenidos resultaron comparables con los obtenidas anteriormente para el
compuesto 86. En este punto, se decidié comparar la reaccion en las mismas condiciones
planteadas en la entrada 3 utilizando como reactivo de partida el compuesto 82, no
obteniéndose producto de acoplamiento (dato no mostrado). Esto nos confirma que el
compuesto diiodado no resultaba 1til como reactivo de partida para la reaccion de
acoplamiento deseada. Una alternativa puede ser realizar la reaccién de acoplamiento con un
tiofeno mono-iodado y posteriormente iodar la posicién 4 del tiofeno pero esto conduciria a
varios pasos mas de reaccion con el consecuente tiempo que esto lleva y la disminucién de

rendimiento final.

Tabla 3.6. Condiciones ensayadas para el acoplamiento de 95 con haluros de arilo.

Haluro Tiempo

Entrada Método B(OR); Catalizador Rto (%)
de arilo  (h)
1 A B(iOPr); Pd(dppf)Cl, 89 6 11
2 A B(iOPr); Pd(dppf)Cl, 89 19 36
3 B B({OPr); Pd(dppf)Cl, 89 6 23
4 B B(nOBu); Pd(dppf)Cl, 89 5 62
5 B B(nOBu);  Pd(PPh;), 89 5 49
6 A B(iOPr); Pd(dppf)Cl, 93 5 45
7 B B(iOPr); Pd(dppf)Cl, 93 5 40
8 B B(nOBu); Pd(dppf)Cl, 93 5 57
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Cuando se utiliz6 B(nOBu); para generar el compuesto borado y luego se realiz6 la
reaccion de acoplamiento por el método B (que como discutimos daba lugar a mejores
resultados), el rendimiento aumentd al 62% (entrada 4). Esto se corresponde con una mayor
reactividad del trialcoxiborato. Cuando se cambid6 el catalizador por Pd(PPhj)s se observd una
disminucién en el rendimiento (entrada 5).

Cuando se realiz6 la reaccion de acoplamiento con 4-iodoanisol como haluro de arilo los
rendimientos fueron semejantes ya sea por el método A o el B (entradas 6 y 7, respectivamente).
Y se logré el mejor rendimiento 57%, entrada 8, cuando se generd el compuesto borado con

B(nOBu); al igual que cuando se utiliz6 el 4-bromobenzaldehido.

El compuesto 98 fue analizado por resonancia magnética nuclear. La sefial proténica que
aparece a 7,92 ppm (2H, d, /= 8 Hz) se asign6 a los H-3"y 5"del anillo aromatico, corrimiento
a campos bajos producido por el carbonilo vecino sustituido en posicion 4. Mientras que la
sefial a 7,57 ppm (2H, d, /= 8 Hz) se asign6 a los H-2" y 6"del anillo aromatico. Los metilos
que aparecen a 2,45 y 2,31 se asignaron a los correspondientes metilos sustituyentes del tiofeno
en posicion 2 y 4. Estas asignaciones se corresponden con los desplazamientos ya observados
para estos metilos en los compuestos 78, 82 y 95 (ver tabla 3.5) y a las correlaciones observadas
en el espectro HMBC.

Tabla 3.7. Asignacién de las sefiales de RMN-13C correspondientes al compuesto 98.

Asignacion d (ppm) APTC HSQC HMBC
C2 133,9 C 2,45
C3 114,4 C 2,31/ 2,45
C4* 134,2 C 2,31
C-5* 133,1 C 2,31

C-1’ 140,6 C 7,92
C2'yC6’ 129,2 CH 7,57 7,92
C3'yC5’ 130,0 CH 7,92 7,57/ 10,03

C4’ 134,9 C 10,03 /7,57

C=0 191,6 CH 10,03 7,92

CHj;(C-2) 15,3 CH3 2,45
CH,(C-4) 15,9 CH3 2,31

(*) Estas sefiales son intercambiables

Basados en el analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de 13C, HSQC y
HMBC se realizaron las siguientes asignaciones: la sefial a 191,6 ppm se asign6 al C carbonilico

con su correspondiente sefial de hidrogeno a 10,03 ppm (Tabla 3.7). La sefial a 134,9 ppm se
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asign6 a C-4’del anillo aromatico dada su correlacion a larga distancia con H aldehidico y los
H-2" y 6. La sefial a 140,6 ppm correspondi6 al C-1"por su correlaciéon a larga distancia con
los H-3"y 5. Mientras que la sefial a 114,4 ppm se asign6 al C-3 del tiofeno por su correlacién
con los hidrogenos metilicos en posicién 2 y 4 y por su valor de desplazamiento quimico que

se corresponde a un carbono sustituido con un atomo de bromo (Figuras 3.19 y 3.20 ).

Figura 3.19. Esquema de correlaciones a larga distancia para el compuesto 98.

CHO H-3'-H-5' H-2'-H-6'

[ 125.0

! :
C-2'y C-6' I
C-3'y C-5' 1] -130.0

L L

l " [ 135.0

L

C-4'| 1349

Cc-1 —

! [ 145.0
" (ppm)
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10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 (pPpm)

Figura 3.20. Seccién del espectro de correlacion HMBC para el compuesto 98.

En el caso del compuesto 99, realizando el mismo anilisis se observd que la sefial
proténica que aparece a 6,94 ppm (2H, d, / = 8 Hz) se asignd a los H-3"y 5'del anillo
aromatico, corrimiento a campos altos producido por grupo metoxilo vecino sustituyente en
posicion 4. Mientras que la sefal a 7,32 ppm (2H, d, /= 8 Hz) se asign6 a los H-2" y 6" del

anillo aromatico. Los metilos que aparecen a 2,42 y 2,24 se asignaron a los correspondientes
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metilos sustituyentes del tiofeno en posiciéon 2 y 4, respectivamente. El metilo CH;30- se asign6
a la senal a 3,84 ppm.

La asignacion de los carbonos del compuesto 99 se completé basaindonos en los espectros
de 13C, APTC, HSQC, HMBC y se muestra en la tabla 3.8. La sefial a 113,4 ppm se atribuyé al
C-3 del tiofeno dada su doble correlaciéon a 3 enlaces con los hidrogenos metilicos de C-2 y C4
y porque su valor es similar a los compuestos 95 y 98. Mientras que la sefial a 131,7 ppm se
asigné a los C-2 y C-4. La sefial que aparece a 134,4 ppm, por su doble correlacién a tres enlaces
con los hidrégenos metilicos a 2,24 ppm y los hidrégenos aromaéticos a 7,32 ppm, se atribuy6
al C-5 del tiofeno (Figura 3.22). El C-1" se asigné a la sefial que aparece a 126,9 ppm. Mientras
el C4" a la correspondiente a 159,0 ppm dada su correlaciéon a 2 y 3 enlaces con las sefales a
3,84, 7,32 y 6,94 ppm (Figura 3.21) y por su valor de desplazamiento quimico que nos indica la

proximidad a un atomo electronegativo como el oxigeno.

Figura 3.21. Esquema de correlaciones a larga distancia para el compuesto 99.

Tabla 3.8. Asignacion de las sefiales de RMN-13C correspondientes al compuesto 99.

Asignacion S (ppm) APTC HSQC HMBC
C2yC4 131,7 C 224 /2,42
C3 13,4 C 224/ 2,42
C-5 134,4 C 7,32/ 2,24
C1’ 126,9 C 6,94
C2'yC6’ 130,2 CH 7,32
C3y C-5 114,0 CH 6,94
C4’ 159,0 C 3,84/ 7,32/ 6,94
CH;(C-2) 15,1 CH3 2,42
CH,(C-4) 154 CH3 2,24
CH;-O- 55,3 CH3 3,84
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H-2'-H-6' H-3'-H-5'
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Figura 3.22. Seccion del espectro de correlacion HMBC para el compuesto 99.

Por consiguiente, se obtuvieron ambos productos de acoplamiento 98 y 99 con
rendimientos moderados. Estos compuestos se utilizaron en el paso siguiente para la

construccidén de diheteroariletenos asimétricos.

3.3. SINTESIS DE DIHETEROARILETENOS ASIMETRICOS

A partir del derivado litiado de los productos de acoplamiento 98 y 99 se generaron los
correspondientes diheteroariletenos. Previamente, el aldehido del compuesto 98 se protegié con
etilenglicol generandose el acetal 100 (Figura 3.23). Este Gltimo se utiliz6 sin una posterior

purificacion.

Br

S

s 82 % 0o
CHO _:7
98 100 O

Br

etilenglicol /acido p-toluensulfénico / tolueno

Figura 3.23. Proteccién el carbonilo del compuesto 100.

100



DERIVADOS DE TIOFENO

El compuesto fotocrémico 101 se obtuvo por reaccién del derivado litiado del compuesto

100 con el compuesto hemi-sustituido 45. El rendimiento de este paso de reaccion resultd del

11 % (Figura 3.24).

F> Br
Fy F, / \
a
+ —_
S o}
F 11 %
8 b
S (@]
45 100

101

a) 1) n-Buli / THF / -78 °C 1i) 45 /THF / -78 °C 2h -> t.a.

Figura 3.24. Obtenci6on del compuesto fotocromico 101.

El compuesto 101 presenté dos conférmeros. En la region alifatica del espectro de RMN-

IH, que se muestra la figura 3.25, pueden observarse 6 sefiales metilicas correspondientes a los

dos atropoisdémeros. En este caso la proporcion de isémeros antiparalelo/paralelo fue de 1:1.

Las senales que aparecen a campos bajos en 1,96 y 2,21 ppm se atribuyeron a los metilos de C-2

y C-2”, respectivamente, del atropoisémero antiparalelo. Mientras que la sefial a 2,24 ppm se

asign6 al metilo de C4 del isbmero paralelo porque en esa conformaciéon el metilo se

encontraria protegido por el anillo de benzotiofeno. La sefial a campos altos en 2,50 ppm se

asigné al metilo de C-2” por su similitud con el diheteroarileteno simétrico 42 (Tabla 3.9).

2,50
2,43
2,42

\_ ]

2,24

~——2,21

1,96

F2
Fo O F
o 2 2
= 3"//’ \3 4, o
1"~ 3
L Ry |
6,“----- ~ 4 CHQ
101 5

Figura 3.25. Region alifatica del espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 101.
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Tabla 3.9. Asignacién de las sefiales protonicas del compuesto 101.

Asignacion 3 (ppm) Area Multiplicidad J (Hz) COSY

CHO ap* 10,02 1 s
CHO p* 9,97 1 s
H-3y H-5 ap 7,89 2 d 81 7,51
H-3yH-5 p 7,32 2 d 8,1 7,39
H4” y H7” ap 7,74 2 d 7,9 7,32
H4” y H7” p 7,60 2 2d 8/8 735
H-2’y H-6 ap 7,51 2 d 8,1 7,89
H-2’yH-6 p 7,39 2 81 7,82
H5” y H6” p 7,35 2 2d 77 7,60
H-5”y H-6” ap 7,32 2 ddd 7,6/7,5/1 7,74
CH; (C2”) p 2,50 3 s
CHj; (C4) ap™* 2,43 3 s
CH; (C2) p*™* 2,42 3 s
CH; (C4) p 2,24 3 s
CH; (C2”) ap 2,21 3 s
CH; (C2) ap 1,96 3 s

(*), (**) Estas sefiales son intercambiables.

En la figura 3.26 se muestra una seccioén del espectro COSY correspondiente a la parte de

las sefiales aromaticas del compuesto 101.

[=;] o ol [=] - h N
© @ N e R
I~ I~ I~ I~ I~ P = P~
H-5"-H-sll ap ;7-30
H-5"-H-6" p -
H-2'-H-6' p —7.40
H-2'-H-6' ap :—7.50
H-4"-H-7" p 7.60
~7.70
H-4"-H-7" ap .
H3-H-5' p :—7.80
H-3'-H-5' ap . 7.90

||||||||||||||||l||||]||||||||||||||-{ppm)
790 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 (ppm)

Figura 3.26. Espectro COSY (300 MHz, CDCI;) del compuesto 101.
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A partir del derivado litiado del compuesto 99 y el compuesto 45 se obtuvo el compuesto

fotocrémico asimétrico 102. Este compuesto ha sido sintetizado por primera vez en esta tesis.
Es interesante destacar que la ruta sintética aplicada para la obtencion de 101 y 102 ha sido
similar y los rendimientos obtenidos hasta el paso previo a su sintesis han resultado
comparables. Sin embargo, el rendimiento alcanzado para la obtencién del compuesto 102 ha
resultado notablemente superior respecto del compuesto 101. Este hecho se debe posiblemente

a que el compuesto 100 se utilizéd sin purificacién.

F2 Br
o~ %
a
+ N
S
S 45 99

a) 1) n-Buli / THF / -78 °C 11) 45 /THF / -78 °C 2h -> t.a.

Figura 3.27. Obtencién del compuesto fotocromico 102.

102

El extremo metoxilo del diheteroarileteno asimétrico 102 puede utilizarse, como se ha
planteado en el capitulo 2, para la obtencién de un éster succinimidilo que se conjuga con

biomoléculas.

2,45
2,42
2,40
2,17

i

3,83
1,87

~———3,78

\—2,15

3.50 3.00 2.50 2.00
(ppm)

Figura 3.28. Region alifatica del espectro de RMN-1H (600 MHz, CDCls) del compuesto 102.
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Nuevamente, el compuesto 102 se presenta como dos conférmeros paralelo/antiparalelo
en una relacién molar de 1:1. En el espectro de RMN-IH se observan 8 sefiales alifaticas, dos de
ellas corresponden a los metoxilos de ambos conférmeros y las otras 6 a los metilos unidos a
los anillos de tiofeno y benzotiofeno (Figura 3.28). Para completar las asignaciones de ambas
conformaciones, mostradas en la tabla 3.10, se realiz6 un espectro COSY. La region aromatica
del mismo se muestra en la figura 3.29. Los hidrogenos 3” y 5 de ambos conférmeros se
asignaron a las sefales que aparecen a 6,84 y 6,91 ppm por correlaciéon se asignaron los H-2"y
H-6" a las sefales que aparecen a 7,14 y 7,26 ppm, respectivamente. Estos valores en los
desplazamientos quimicos son consistentes con los obtenidos para el compuesto 99. Las senales
a campos mas bajos se atribuyeron a la conformacién antiparalela (6,91 y 7,26 ppm). Los
hidrogenos aromaticos del anillo benzotiofeno se asignaron a las sefiales que aparecen entre
7,31y 7,73 ppm. Los H-4"y H7" del conférmero antiparalelo se asignaron a la sefial que aparece
a campos bajos a 7,73 ppm mientras que los H-4"y H7" del conférmero paralelo se atribuyeron
a la sefial a 7,61 ppm. Basados en el espectro de correlacion COSY se asignaron los H-5"y
6 para el confébrmero paralelo y antiparalelo a las sefiales que aparecen a 7,34 ppm y 7,31

pmm, respectivamente.

Tabla 3.10. Asignacidn las sefales proténicas del compuesto 102.

Asignacién 3 (ppm) Area Multiplicidad J (Hz) COSY

H-4”y H-7” ap 7,73 2 d 7,8 7,31
H-4”yH-7" p 7,61 2 d 7,9 7,34
H-5” y H6” p 7,34 2 m 7,61
H-5” y H6” ap 7,31 2 m 7,73
H2’y H6 ap 7,26 2 d 8,4 6,91
H-2’yH-6 p 7,14 2 d 8,5 6,84
H-3y H-5 ap 6,91 2 d 8,4 7,24
H-3yH-5 p 6,34 2 d 8,5 7,14
CH;0- ap™ 3,83 3 s
CH;0- p* 3,78 3 s
CH; (C2”) p** 2,45 3 s
CHj; (C4) ap™ 2,42 3 s
CH; (C-2) p*™* 2,40 3 s
CHj; (C4) p*** 2,17 3 s
CH; (C27) ap™™* 2,15 3 s
CH; (C-2) ap 1,87 3 s

(*), (), (***) Estas sefales son intercambiables.
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Figura 3.29. Espectro COSY (600 MHz, CDCI;) del compuesto 102.

El compuesto 102 fue sometido a desproteccion del metiléter?® y la posterior activacion
del fenol como el triflato 103 (Figura 3.30). El derivado 103 ha sido preparado para en

posteriores acoplamientos C-C y para su activacién como éster succinimidilo.

a) 1) BBI‘3 / CH2C12 / -30 OC (840/0) 11) szo / Py' /CH2C12/ 0 OC (870/0)

Figura 3.30. Obtencién de triflurometansulfonato 103.

En conclusion, en este capitulo se sintetizaron dos diheteroariletenos asimétricos con
diferentes grupos funcionales en el anillo fenilo a partir de adecuadas unidades de tiofeno. Los
pasos de sintesis de estas unidades se optimizaron de manera tal de obtener rendimientos
buenos. Posteriormente, el acoplamiento con el perfluorociclopenteno hemi-sustituido rindi6d
los diheteroariletenos asimétricos buscados. Ambos compuestos 101 y 102, resultan utiles para

su unidén con otras moléculas.
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Los diheteroariletenos que poseen grupos indol o pirrol a ambos lados del puente
ciclopenteno (Figura 4.1) producen isémeros cerrados que ademis de la isomerizacidén
provocada por reaccidon con la luz, dan lugar a una apertura por un mecanismo térmico, o sea,
son térmicamente inestables. Cuando se reemplaza uno de los grupos indol o pirrol por un
grupo furano, tiofeno o benzotiofeno, el isomero cerrado del diheteroarileteno asimétrico se

convierte en térmicamente estable.

Diheteroarileteno simétrico Diheteroarileteno asimétrico
termicamente inestable termicamente estable

Figura 4.1. DHAE que poseen grupos indol.

Irie 'y sus colaboradores han publicado la sintesis de dos derivados de
hexafluorociclopenteno y cinco derivados de anhidrido maleico de I-metilindol.l® Los
compuestos fotocrémicos resultantes muestran interesantes propiedades Opticas (sus formas
cerradas exhiben corrimientos al rojo respecto a los correspondientes diheteroariletenos
simétricos con anillos de benzotiofeno) las cuales, en principio, los hacen posibles candidatos
como aceptores de transferencia de energia para una variedad de donantes fluorescentes. Es
interesante destacar que los derivados de anhidrido maleico y maleimida disminuyen su grado
de conversion con el incremento de la polaridad del solvente.* > Este hecho limita su utilidad
en medios acuosos. Contrariamente, no se ha observado dependencia con la polaridad del
solvente para los derivados de hexafluorociclopenteno.

Los derivados indélicos informados hasta el momento de comenzar esta tesis! presentan al
atomo de nitrégeno metilado. Sin embargo, los derivados indélicos ofrecen la posibilidad de
preparar sustituyentes funcionalizados en el atomo de nitrégeno. Dada la acidez del enlace NH,
usualmente este es sustituido durante la litiacibn (paso necesario para la unién al puente
ciclopenteno). Por lo tanto, la estrategia elegida para introducir el sustituyente reactivo en el
atomo de nitrogeno, utiliza un grupo protector durante las reacciones de preparacion del
diheteroarileteno.

Como ya hemos discutido, en la estrategia sintética que utilizamos, los diheteroariletenos
se obtienen mediante una reacciébn nucleofilica de un heteroarillitio  sobre

octafluorociclopenteno seguida de la eliminacién del atomo de fltior.® El derivado indélico que
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utilizamos posee la posiciébn 2 metilada mientras que la posicién 3 es reactiva frente a la
adicién nucleofilica vinilica (Figura 4.2). El derivado inddlico litiado en posicién 3 no puede
obtenerse por metalacién directa. En consecuencia, encaramos la obtencién de las especies
heteroarillitio por reaccién de intercambio haldgeno-litio de los 3-haloindoles N-protegidos.
Generalmente, la funcionalizacién del anillo indo6lico en la posicion 3 se logra por
sustituciones electrofilicas. Sin embargo, dada la baja estabilidad de los indoles halogenados es
necesario utilizar un grupo protector apropiado para alcanzar este objetivo. La proteccién de
los indoles puede realizarse antes o después del paso de halogenacion (Figura 4.2). En
consecuencia, los requerimientos del grupo protector estan dictados por las condiciones de
reaccioén de intercambio haldgeno-litio. La sintesis y aplicaciones de los indoles N-protegidos
esta bien documentada;’> 8 alquil, silil, alcoximetil, acil y otros grupos protectores han sido

utilizados.

(1)

X
D>
- N\
L)~
H

RN

\ (i) m 7
N

\
GP

Figura 4.2. Esquemas de obtencién de unidad reactiva de indol.

La ruta sintética (1) consiste en halogenaciéon seguida de proteccién y es aplicada para la
incorporacién de Boc como grupo protector.

La ruta sintética (i1) es ampliamente utilizada cuando se realiza la incorporacién de grupos
protectores sililados. Asimismo, Benhida y colaboradores’ proponen que el derivado indélico
protegido con Boc puede ser iodado con un sistema de reactivos de bis(trifluoroacetoxi)-

1odobenceno/iodo con buenos rendimientos.

4.1. SINTESIS DE DERIVADOS ASIMETRICOS UTILIZANDO BOC COMO GRUPO PROTRECTOR

4.1.1. Sintesis de la unidad 1indélica

La primera clase de grupos protectores para N-indol que fue investigada en esta Tesis fue el

terbutoxicarbonilo (boc) (Figura 4.3). En la secuencia sintética (1) (Figura 4.2), el primer paso
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es la halogenacion del indol en la posiciéon 3. Cuando el dtomo de nitrégeno se encuentra
protegido, por ejemplo metilado, se deben variar las condiciones de reaccién para que la
sustitucion ocurra. En el caso de encontrarse el atomo de nitrégeno libre se ha propuesto la
participacion de una especie anidnica con densidad de carga negativa localizada en el nitroégeno
del indol en resonancia con la posicién 3.10 De esta forma la posiciéon 3 se encontraria activada
para la sustitucion electrofilica.

Los reactivos mas utilizados en estas sustituciones donde el indol se encuentra libre son ICl
en piridina,!! bromo en DMF o iodo y hidréxido de potasio en DMFE.12 Se eligi6 esta Gltima
opcion dado que los compuestos iodados son mas reactivos frente al intercambio metal-
halbgeno y la reaccidon con iodo resulta mas sencilla que con ICL En todos los casos la reaccion
de sustitucidon ocurri6 con rendimientos de buenos a excelentes. El producto halogenado es
inestable por lo que debe protegerse inmediatamente.

Los derivados indolicos protegidos con Boc pueden obtenerse mediante diversos reactivos.
Por un lado, Fowler y Levy han generando el ani6n correspondiente con una base fuerte
(hidruro de sodio) y el posterior tratamiento con terbutilazidoformiato.!3 Mientras que
Dhanak y Reese® utilizaron 3 equivalentes de hidruro de sodio y un leve exceso de fenil ter
butil carbonato en THF a temperatura ambiente con rendimientos satisfactorios (67-91%). Por
otra parte, se ha encontrado que el grupo protector puede ser incorporado en condiciones mas
suaves con di-terbutildicarbonato (Boc,O), trietilamina como base y en presencia de un
poderoso catalizador acilante como dimetilaminopiridina en acetonitrilo o cloruro de metileno

con muy buenos rendimientos.!4

| ) \,//\ :'
QN_§\ 95% %\ 90% [ ]
N

H H |
104 105 106
a) KOH / I, / DMF b) Boc,O / TEA / DMAP / CH,Cl,

Figura 4.3. Sintesis de compuesto 106.

En este trabajo, el 3-iodoindol 105 se obtuvo por iodacién del indol 10412 con iodo,
hidroxido de potasio en DMF a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, el N
del ntcleo indélico del compuesto 105 fue protegido con di-terbutildicarbonato (Boc,0O),
trietilamina y dimetilaminopiridina en cloruro de metileno a temperatura ambiente durante 30

minutos para dar 106 con un rendimiento total de los dos pasos del 86% (Figura 4.3).
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El compuesto 106 es un nuevo derivado inddlico. Este compuesto ha sido caracterizado

por microanalisis y por espectros de resonancia magnética nuclear de 'H, 13C, APTC, HSQC y
HMBC.

En el espectro de RMN-'H (Figura 4.4) se observa como sefial caracteristica un singulete
que integra para 9H correspondientes a los hidrogenos metilicos del grupo protector. El
hidrogeno en posicion 7 (H-7) aparece a 8,06 ppm por encontrarse en la zona de desproteccion

del carbonilo del Boc.

(N 3
S 8 &8 o~ -
| [N
H-7 H-4 H-6
H-5 CH3 (CH3)3-C-O/
s 0 '
If | <ot
] 7 N
" Tso0 780 780 770 760 750 740 730
|
ste
1 11 | L
1 I l T 1 T T I 1 T T 1 ] T T 1 T l 1 T T T I T T T I ] T 1 T T I 1 T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
(ppm)

Figura 4.4. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl5) del compuesto 106.

En el espectro de RMN-3C (Figura 4.5) se observan 3 sefiales caracteristicas
correspondientes al grupo protector a (i) 28,2 ppm (carbono metilico de terbutilo), (i) 84,3
ppm (carbono cuaternario de terbutilo) y (ii1) 149,8 ppm (carbono carbonilico de #Boc).
Ademas, se observa una sefial a 71,4 ppm que se asign6 al C-3 unido al atomo de iodo. La
asignacion de los hidrogenos y carbonos se realizd con los espectros bidimensionales ya
mencionados y se muestra en la tabla 4.1. Las correlaciones tipicas de anillos aromaticos a dos y
tres enlaces obtenidas del espectro HMBC permitieron asignar las sefiales de los anillos. Por

ejemplo, la sefal de 8,06 ppm (H-7) mostrd correlacidon a dos y tres enlaces con las sefiales
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correspondientes a C-6 y C-3a respectivamente (Tabla 4.1). La sefial a 138,2 ppm fue asignada al

C-2 dada su correlaciéon a dos enlaces con los hidrogenos metilicos. Mientras que el C-3a se
asigné a la sefial a 131,2 ppm por su doble correlaciéon a larga distancia con H-5 y H-7. De la
misma manera la sefial a 136,0 ppm se asign6 al C-7a por su correlaciéon con los H-4 y H-6. De

esta forma se completd la asignacion de las sefales correspondientes al compuesto 106.

Tabla 4.1. Asignacién del compuesto 106.

Asignacion 8 (ppm) APTC HSCC HMBC
C=0 149,8 C
C2 138,2 C 2,72
C-7a 136,0 C 7,36 / 7,29
C3a 131,2 C 8,06 /7,27
G5 124,5 CH 7,27 7,36
C-6 123,2 CH 7,29 8,06
C4 120,9 CH 7,36 7,29
C7 115,4 CH 8,06 7,27
(CH3);CO- 84,34 C 1,69
C3 71,4 C 2,72 /7,36
(CH3);CO- 28,2 CH3 1,69
CH;- 17,9 CH3 2,72
) NO NW NO
o OO =<t IS 0 ©, < N R
= 22S2SSC T 3 ~ & =
|
C=0 C-2 C-3a C6 C-7 (CH3)3-C-0- cC-3 (CH3)3-C-O- CH3
C-7a C-5 C4
4
N
195
7 _};'\N 2
o] ;)\
11
! I
I
1
| | |
AL |
I T I I ] I I I I T | I T I I
150 100 (ppm) 50

Figura 4.5. Espectro de RMN-13C (50 MHz, CDCl;) del compuesto 106.

115




CAPITULO 4

4.1.2. Sintesis de compuesto fotocrémico asimétrico

El paso siguiente fue el ataque nucleofilico a la unidad puente perfluorociclopenteno. Irie
y colaboradores informan la formacién del carbanién de 1,2-dimetilindol a -78 °C. En nuestro
caso, hemos trabajado con un indol inicial diferente al informado en literatura y debimos
generar el carbanién a -30 °C dado que a mas baja temperatura no obteniamos el intermediario
deseado. En nuestro laboratorio, recientemente, Maria Etchehon ha trabajado con el 1,2-
dimetilindol informado en la literatura. En este caso sblo fue posible generar el carbanion
correspondiente trabajando a temperatura ambiente.

El compuesto 106 (Figura 4.6) fue litiado con nbutil litio (1 equiv) en THF a -30 °C
durante 30 minutos. Posteriormente el compuesto 45 fue tratado con el litio-indol a -78 °C
para dar el compuesto 107. Sin embargo, la reacciéon procedié lentamente y s6lo un 29% del

compuesto deseado (107) fue aislado recuperandose un 50% del iodoindol de partida 106.

F2
Fo Fy |
/ \ N L
S Boc 29%
45 106

a) 1) n-Buli (1 eq) / THF /-30 °C i1) 45 / THF / -78 °C

Figura 4.6. Sintesis de compuesto fotocrémico asimétrico 107.

Dado que se recuperaba el compuesto 106 sin reaccionar, se intentd optimizar las
condiciones de reacciéon para la litiacibn y posterior sustituciéon electrofilica a -30 °C
variandose la relacion molar de agente litiante (n-butil litio) y de un electrofilo modelo (CHjl)
respecto del derivado indélico (Figura 4.7). Los mejores rendimientos, 65 y 80%, se obtuvieron
cuando se utilizaron 2 equivalentes de nbutil litio y 1 y 3 equivalentes de CH;l

respectivamente (Tabla 4.2). En estos casos la reaccién del compuesto 106 fue completa.

Boc Boc Boc
a) i) n-BulLi (x eq) / THF / - 30 °C ii) CH;l (y eq) / -78 °C

Figura 4.7. Condiciones de metalacion.
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Tabla 4.2.
equivalentes de n-BuLi equivalentes de CH3I 106 (recuperado) 108 109
1 1 50% (479%) - 50% (479%)
2 1 - 75% (65%) 25% (229%)
2 3 - 85% (8000) 15% (13%)

Entre paréntesis se muestran los rendimientos después de la purificacién.

Sin embargo, cuando se utilizaron 2 equivalentes de n-butil litio para la obtenciéon del
compuesto fotocromico no se logré mejorar el rendimiento del producto deseado, este fue de
un 20%. Ademas, se generd un producto secundario 110 no deseado por reacciéon del exceso de

nbutillitio con el compuesto 45 con un rendimiento del 48% (respecto del compuesto 45).

/ \

Boc

106 110

48%

a) i) n-Buli (2,2 eq) / THF / -30 °C ii) 45 / THF / -78 °C

Figura 4.8. Sintesis de compuesto asimétrico 107 y subproducto 110.

El espectro de RMN-H del compuesto 107 (Figura 4.9a) adquirido a 25 °C muestra sefiales
anchas. Ademas, en la region alifatica solo se observo una sefial metilica. Se decidi6 realizar el
mismo espectro pero a 50 °C (Figura 4.9b). En este caso las sefales presentaban un ancho de
linea menor y mejor resoluciéon. Se observaron dos sefales metilicas a 2,31 y 2,35 ppm
correspondientes a los metilos unidos a los anillos aromaticos (indol y benzotiofeno). Es
interesante notar que las sefiales de los metilos se encuentran protegidas respecto del indol y
benzotiofeno de partida (Tabla 4.3). Ademas, a diferencia de lo observado para los compuestos
fotocromicos asimétricos de benzotiofeno y tiofeno, solo se observaron dos sefiales metilicas.
Este comportamiento puede deberse a dos motivos a) la velocidad de interconversién entre un
atropoisomero y el otro es mas rapida que el tiempo de adquisicion b) existe una sola

conformacién o una conformacién promedio que es similar a la conformacioén antiparalela.

Tabla 4.3. Comparacién de la sefial metilica de C-2.

42
106 108 109 111 41 - 45

p ap

CHj; (C-2) 2,72 2,53 2,60 2,55 2,60 2,49 2,22 2,53
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8,02
7,67
2,24

(a) 25°C

S~—17,52
~—17,24

(b) 50 °C

H-4, H-7 H-4'

oS

8,60 ?,160
S — et —
W —_
w0 o
[=-]
T T I T T T T ] T T T T ] T T T T I 1 T T T I T T 1 T ] T T T T | 1 T T T
8.0 7.0 6.0 5.0 (ppm) 4.0 3.0 2.0

Figura 4.9. Espectros de RMN-'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 107:
(a) 25 °C y (b) 50 °C.
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Los datos de los espectros de RMN-13C y bidimensionales HSQC y HMBC del compuesto
107 presentan superposiciones que no permitieron realizar una completa asignacién de los
carbonos. Sin embargo, es interesante notar que en el espectro de RMN-13C se observa una
sefial a 118,9 ppm que aparece como un triplete (J = 3 Hz). A pesar de no poder asignarla
fehacientemente, puede atribuirse a uno de los carbonos de posicién 4, dado que es el mismo
tipo de sefial que se observo para los compuestos hemi-sustituidos 45, 62 y 111 (vide infra). En
todos los compuestos fotocromicos simétricos y asimétricos presentados en los capitulos 2 y 3
se observaron dos conformaciones, paralela y antiparalela. Cuando se analizaron los espectros
de RMN-13C que contenian ambos atropoisémeros ninguna de las sefiales aparecié6 como un
triplete. Los siguientes hechos: a) poder distinguir como un triplete en el compuesto 107 la
sefial a 118,9 ppm, b) que no aparecen las sefiales correspondientes a los dos isémeros y ¢) el
desplazamiento a campos altos de las sefiales metilicas (como ocurre con la conformacién
antiparalela de los compuestos de los capitulos 2 y 3) indicaria que el compuesto 107 presenta

una conformacién promedio similar a la antiparalela.

O N T W N D ) N~ W
N v e Qe e TN~
N~~~ ] 3] - O
|
H-7 H-5 CH2 CH3 CHa CH3
H-4 H-6 CH;

F2
F F
2 2 4 5
-/ ! g)s [
s” 7

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.10. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl;) del subproducto 110.

En el espectro de RMN-'H para el compuesto 110 se observaron los hidrégenos de la

cadena lineal alquilica correspondientes a la sustitucién vinilica del carbanién butilo que se
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CAPITULO 4

encontraba en exceso (Figura 4.10). Las sefiales correspondientes a la cadena alquilica se
distinguen claramente en la regién alifatica que también muestra el metilo unido al anillo
aromatico a 2,53 ppm. Las sefiales aromaticas fueron asignadas basandonos en la comparacién

con los espectros obtenidos para el anillo aromatico.

La obtencion del derivado 111 es la base de una buena estrategia para la sintesis de
compuestos asimétricos. La reaccion del 3-litioindol con exceso de octafluorociclopenteno
produjo el compuesto 111 con un rendimiento del 42% (Figura 4.11). Este compuesto puede

utilizarse para el acoplamiento con un derivado litiado de benzotiofeno en un paso posterior.

)
| F2 F2
a
Crs. 4 F
y 42% ]\
Boc '}‘
106 Boc 111

a) 1) n-Buli (2,2 eq) / THF / -78 °C 11) CsFg (exceso)

Figura 4.11. Sintesis del compuesto hemi-sustituido 111.

El compuesto 111 se identific6 mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
Nuevamente, en el espectro de RMN-13C se observan las sefiales caracteristicas del grupo
protector a 28,2, 85,1 y 149,9 ppm. Cabe destacar el desplazamiento del C-3 (+43,3 ppm,
respecto del compuesto 106) al sustituir el atomo de iodo por el perfluorociclopenteno.
Ademais, la senal del C4 que aparece en 118,7 ppm (como en los compuestos hemi-sustituidos

45y 62) se ve como un triplete con un °Jp-= 3 Hz (Tabla 4.4 y Figura 4.12).

Tabla 4.4. Sefales caracteristicas de los espectros RMN-13C de los compuestos 106,
1-Boc-2-metilindol y 111.

Asignacion Compuesto 106 1-boc-2-metilindol® Compuesto 111

C3 71,4 108,0 114,7

C4 120,3 no asignado 118,7 (t, °Jcr= 3 Hz)
(CH;);-C-O- 28,2 28,3 28,2
(CH3)5-C-O- 84,3 83,6 85,1

C=0 149,8 150,7 149,9
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Figura 4.12. Espectro RMN-13C (125 MHz, CDCI;) del compuesto 111.

Si bien se obtuvieron los compuestos deseados, los rendimientos obtenidos cuando se

utilizd Boc como grupo protector fueron bajos. Esto nos llevo a intentar la obtencién de estos

compuestos con otro grupo pl’OtCCtOl‘.

4.2. SINTESIS DE DERIVADOS ASIMETRICOS UTILIZANDO TBDMS COMO GRUPO PROTECTOR

4.2.1. Sintesis de la unidad 1nddlica
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CAPITULO 4
El grupo protector terbutildimetilsililo (TBSMS) se aplicO como una estrategia de

proteccion alternativa (Figura 4.13), utilizandose la ruta (i1) (Figura 4.2). Los derivados de 2-
metilindol 104 y 112 fueron desprotonados con hidruro de sodio y protegidos con cloruro de
ter-butildimetilsililo generando los compuestos 113 y 114 con rendimientos de 89 y 75%,
respectivamente. La bromacion se llevo a cabo con N-bromosuccinimida a -78 °C para dar 115
y 116 con rendimientos del 68 y 87%, respectivamente.l®> Inmediatamente, se realizé6 una
cromatografia en columna (silica flash, ciclohexano) de la mezcla de reaccién para separar el
producto deseado de trazas de 3-bromo-2-metilindol contaminante (de menor Ry, el cual da

lugar a una rapida descomposicion.

R R " R Br
a
9 R gy
N 75-89% 68-87%

w w

H TBDMS TBDMS
104 R =H 113R=H 115R=H
112 R = OCH;, 114 R = OCH, 116 R = OCH;

a) i) NaH / THF ii) TBDMSCI b) NBS / THF / -78 °C
Figura 4.13. Sintesis de derivados indélicos protegidos con TBDMS.

Tabla 4.5. Senales de RMN-'H (200 MHz, CDCl;) y 13C (50 MHz, CDCl;) para los
compuestos 113, 114, 3-bromo-1-TBDMS-indol, 115 y 116.

Compuesto Compuesto 3-bromo-1- Compuesto Compuesto

Asignacion

113 114 TBDMS indol!® 115 116
(CH3),-Si- 0,67 0,69 0,6 0,64 0,65
(CHj3);3-C-Si 0,97 1 0,92 0,95 0,97
CH3- 2,49 2,53 - 2,46 2,49
CHj3-O- - - - 3,83 3,88
H-3 6,34 - 7,17 6,23
(CH3),-Si- 0,5 0,3 43 0,6 04
(CHj3);3-C-Si 26,8 26,7 26,0 26,8 26,7
(CH3)5-C-Si 20,6 20,5 19,1 20,6 20,4
CH3- 17,5 15,5 - 17,5 15,5
CHj3-O- - - - 55,7 55,7
C3 106,1 95,9 93,7 106,6 95,5

En la tabla 4.5 se listan las sefiales de protén y carbono caracteristicas para los cuatro

indoles protegidos y bromados sintetizados y el compuesto 3-bromo-1-¢butildimetilsililindol.
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En los espectros de RMN-!H realizados para los compuestos indélicos protegidos con TBDMS-
pueden observarse dos singuletes que integran para 6H ((CHj3),-Si-) y 9H ((CH;3)5-C-Si) y
presentan desplazamientos quimicos en el rango de 0,64-0,69 y 0,95-1 ppm, respectivamente. La
sefial que aparece a 6,34 ppm correspondiente al H-3 para el compuesto 113, como era de
esperar, desaparece al bromarse esa posicién en el compuesto 114. De igual manera, la sefial
que aparece a 6,23 ppm para el compuesto 115, desaparece en el compuesto 116. Ademas, el
metilo en carbono de posicién 2 se observo alrededor de 2,5 ppm para los cuatro compuestos
sintetizados. Mientras que para los compuestos 115 y 116 se observa la sefal de los hidrogenos

del metoxilo a 3,83 y 3,88 ppm, respectivamente.

En la figura 4.14 se muestra el espectro RMN-'H del compuesto 114. Ademas de las
sefales anteriormente mencionadas, en el espectro se observan claramente tres sefales
aromaticas que corresponden a los H-4, H-6 y H-7. El doblete (] = 9 Hz) que aparece a 7,37
ppm se asigno al hidrogeno en posicion 7. El doblete que aparece a 6,95 ppm (/= 2,4 Hz) y el
doble doblete a 6,70 ppm (J = 9 y 2,4 Hz), se asignaron a los hidrégenos de posicién 4 y 6,
respectivamente. Estas sefiales se observaron a campos mas altos ya que los hidrogenos se

encuentran protegidos por el metoxilo de posicion 5.

I~ [Tz} [=] w o w0 1] =
o« (=7] ~ o™ =] <t (=7] w
~ 7-) 7 7} ) o c o
|
H-7 H-4 H-6 H-3 CH30- CHj (CH3)3C- (CH3)2Si-
—0.5 4
== 3
NN
T
T T I T I
7,50 7,00 6,50 |

r T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T ] T

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0
Figura 4.14. Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCl5) del compuesto 114.
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En los espectros de RMN-13C se observan tres sefiales caracteristicas para el grupo
protector: (1) entre -0,3 y -0,6 (carbonos metilicos unidos a silicio), (i1) alrededor de 20 ppm
(carbono cuaternario de #butilo) y (iii) alrededor de 26 ppm (carbonos metilicos de #butilo).
Ademas, la sefial correspondiente al H-3 que se observa en los compuestos 113 y 114
desaparece al bromarse esa posicién en los compuestos 115 y 116. Nuevamente, la sefial en C-3
se ve desplazada a campos altos al sustituirse el hidrégeno por halégeno, en este caso por
bromo. La sefial correspondiente al metilo unido al carbono 2 del indol aparece en 17,5 ppm,
Para los compuestos sin halogenar, 113 y 114. Mientras que para los compuestos halogenados,
114 y 116, esa sefial aparece a 15,5 ppm. Finalmente para los compuestos que poseen el grupo

metoxilo en posicién 5 del indol el carbono aparece a 55,7 ppm.

@ R s <% <
< o g o w - oW ™~ AL <
w « MM - o w w w0 o w o
- - - - - - -0 wn N N d
(CH3)3C- 1 CHs3
C-5 C-3 CH30- (CH3)3C-  (CH3)2Si
°© 5 _ Br
~
S
N

IR . N | J

T I T T T T I T T T T ] T T T T I

150 100 (ppm) 50 0

Figura 4.15. Espectro RMN-13C (50 MHz, CDCI;) del compuesto 116.

En el espectro de RMN-13C del compuesto 116 (Figura 4.15), se han indicado las sefiales
mencionadas anteriormente.

Los desplazamientos para el compuesto 112 coinciden con los de literatura.® Mientras que
los compuestos 114, 115 y 116 han sido sintetizados por primera vez en esta tesis. Dada la

poca estabilidad de los compuestos bromados estos se hicieron reaccionar inmediatamente.
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4.2.2. Sintesis de compuestos fotocromicos asimétricos

La obtencién del compuesto fotocromico asimétrico por reaccion del derivado inddlico
litiado con un perfluorociclopenteno hemi-sustituido es el siguiente paso. La litiaciéon de los
compuestos 115 y 116 con n-butil litio a -78 °C y posterior reaccién con 45 o 62 (s6lo 115)
produjo los diheteroariletenos deseados 117-119 con rendimientos aceptables 36-54% (Figura
4.16) considerando los rendimientos tipicos que se obtienen para esta reaccién. El compuesto
119 contiene las funcionalidades fenélicas (OH) e indélica (NH) ortogonalmente protegidas

para posteriores derivatizaciones.

a
- 0,
R o 36-54%
| =
/I TBDMS 117R=H
118 R = OCHj;
N
|
TBDMS
115R =H b

116 R=0CH;  40%

|
TBDMS 119

a) i) nBuli / THE / 78 °C ii) 45 b) i) n-BuLi / THF / 78 °C ii) 62

Figura 4.16. Sintesis de compuestos asimétricos 117, 118 y 119.

En el espectro de RMN-'H del compuesto 117 (Figura 4.17) pueden observarse la sefial
correspondientes a los metilos unidos a silicio del grupo protector a 0,60 ppm, mientras que los
metilos del #butilo aparecen desplazados a campos mas altos respecto del indol de partida
(0,45 ppm). También se observaron, como para el compuesto 107, sefiales anchas y las senales
que aparecen a 2,30 y 1,98 ppm que se pueden asignar a los metilos heteroaromaticos (indol y
benzotiofeno). Nuevamente, se observaron un solo grupo de sefiales como se observéd para el

compuesto 107.
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TN MO W1 W o -] o w
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CH3 CH;  (CH3)3Si- | (CHz3)3C-

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.17. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl5) del compuesto 117.
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Figura 4.18. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl5) del compuesto 119.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear proténicos para los compuestos 119 y 118
se muestran en las figuras 4.18 y 4.19, respectivamente. Para estos dos compuestos se observo,
de igual manera que para el compuesto 117, sefiales anchas y un desplazamiento a campos altos

para la senal de los metilos del grupo protector alrededor de 0,55 ppm (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Comparacién de las sefiales protonicas para los compuestos 117, 118 y 119.

Asignacion 117 119 118

7,63 7,62 7,64

_ 7,44 7,44 7,30
Hidrégenos

. 7,20 7,14-7,06 7,22
aromaticos

7,15-7,06 6,81 7,01

6,71

CH;-O- 3,80 3,76

CH;- 2,30 2,19 2,24

CH3- 1,98 1,98 1,98

(CH;),-Si- 0,60 0,63 0,61

(CH;)5-C-Si 0,55 0,56 0,53

Nuevamente, para los compuestos 118 y 119 se realizaron los espectros de RMN-13C con

una buena resoluciéon y se pudo observar un triplete a 119,0 ppm (/ = 4,4 Hz) para ambos

compuestos.
< (L] < @ - ™
@ ™~ N o @ew
r~ L] [ T o

CH30- CH3 CHj (CH3)2Si-  |(CHg3)3C+

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 4.19. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl5) del compuesto 118.
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La desproteccion del nitrégeno inddlico se realizé en condiciones suaves con fluoruro de

tetrabutilamonio (Figura 4.20). Inmediatamente se procedi6 a la reaccién con hidruro de sodio
seguida de bromoacetato de etilo en DMF que dio lugar al compuesto 120 con un rendimiento
total de los dos pasos del 29%. La hidrélisis del compuesto 120 rindi6 el producto final 121

con un rendimiento del 60%.16: 17 El compuesto 121 contiene un grupo carboxilico el cual

puede ser posteriormente activado para dar compuestos conjugados con grupos amino.

117 120 121

a) i) TBAF (1M) / THF ii) NaH / Etilbromoacetato / THF b) NaOH / THF
Figura 4.20. Obtenci6én del compuesto 121.
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N
CH, CH3CH, CH; CHj CH3CH,

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.21. Espectro de RMN-H (200 MHz, CDCl;) del compuesto 120.
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En el espectro de RMN-'H del compuesto 120, mostrado en la figura 4.21, se observd un
singulete a 4,63 ppm que se atribuy6 a los hidrogenos metilénicos. Las sefiales que aparecen a
2,19 y 1,90 ppm se asignaron a los metilos unidos a carbono 2 de los anillos aromaticos.
Nuevamente, se observa para este compuesto las sefales que sugieren la conformacion

promedio similar a la antiparalela, ya mencionada.

Los hidrogenos metilénicos en el espectro de resonancia magnética nuclear proténica del
compuesto 121 aparecen a 4,65 ppm. Mientras que los metilos unidos a los anillos aromaticos
se observaron a 2,18 y 1,88 ppm. En la figura 4.22 se muestra el espectro de masas para el

compuesto 121.

509
m*
+
M - CO2H
464
504
71
415
244
g 97 434
1 224 L
155 175189 448 4pc
|y 141 211 57 0 213 33034‘1 — 3 .
0] i (il [ . 310 35|8 . W ..||. LT || 522536 552567 504
100 200 300 400 500 ¥
m/z

Figura 4.22. Espectro de masas del compuesto 121.

En este capitulo se describi6 la sintesis de unidades indol protegidas con dos grupos
diferentes. Estas unidades se acoplaron a perfluorociclopenteno hemi-sustituido con
benzotiofeno resultando en diheteroariletenos asimétricos. Cuando se utiliz6 TBDMS como
grupo protector, se obtuvieron mejores rendimientos que cuando la proteccién se realizé con

Boc.
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Como hemos discutido en la introduccién, los diheteroariletenos son compuestos
fotocrémicos que son objeto de reacciones periciclicas (electrociclacién). La reaccién inversa se
produce también por absorcion de luz, generalmente de otra longitud de onda (fotocromismo
de tipo P).

Al irradiar el diheteroarileteno (isbmero abierto, A) con luz UV se produce el cierre del
anillo, dando lugar al isémero cerrado coloreado (B). Este isbmero cerrado es térmicamente

estable. Al irradiar el sistema con luz visible retorna a la forma abierta (Figura 5.1).

Isbmero abierto Isbmero cerrado

Figura 5.1. Fotoisomerizaciéon del diheteroarileteno.

La irradiacién del isdbmero abierto (A) se realiza con luz UV, por ejemplo a 300 nm,
convirtiéndose en el isémero cerrado (B) (Figura 1.11). En una etapa inicial sélo A absorbe ya
que es la nica forma presente. Sin embargo, a medida que se contintia irradiando se obtiene el
isdbmero B, que también absorbe luz a 300 nm. Por lo tanto, se produce la reacciéon inversa
regenerandose A aunque con una eficacia menor. Esto hace que el sistema llegue, finalmente, a
un estado fotoestacionario (PSS). En el estado fotoestacionario ambos isdbmeros estan presentes
en concentraciones relativas que dependen de la longitud de onda de irradiacion.

Los compuestos de la figura 5.2 fueron caracterizados estudiando los espectros de
absorcién y los coeficientes de absorcion molar para ambos isémeros y los rendimientos
cuanticos para las reacciones de ciclacion y cicloreversion y el grado de conversion a diferentes
longitudes de onda. Es necesario determinar las caracteristicas espectroscopicas de los
compuestos ya que a partir de ellas se podran seleccionar los compuestos para las diferentes

aplicaciones.
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Figura 5.2. Compuestos fotocrémicos.

5.1. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE ABSORCION MOLAR

5.1.1. Isdmero abierto

La absorbancia Abs” a una dada longitud de onda, A, esta definida como:
Abs =¢'lc (5.1)

donde &’es el coeficiente de absorciéon molar (M'lem), / es el paso 6ptico (cm) y c es la
concentraciéon de la muestra (M). De aqui en adelante, nos referiremos a la longitud de onda de
irradiacion con un prima ().

La determinacion de los coeficientes de absorcién molar para los compuestos sintetizados
se realiz6 mediante una curva de calibraciéon. Se prepararon soluciones en hexano de distinta
concentraciéon para cada uno de los compuestos. Se grafico la absorbancia a la longitud de
onda de maxima absorcién de cada compuesto en funcidon de la concentracién (Ejemplo:

Figura 5.3). Se tuvo en cuenta que la absorbancia no fuese mayor a 1. El paso 6ptico fue, en
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todos los casos, de 1 cm. A partir de la pendiente de la recta se calcularon los valores de €. Los

coeficientes de absorcion molar de los isbmeros abiertos se encuentran en la tabla 5.1.

Absorbancia

07

06|

05|

04f-

03|

02]-

01}

0 110° 210° 310° 410° 510° 6 10°
Concentracion (M)

Figura 5.3. Curva de calibracion para el compuesto 101.

Tabla 5.1. Longitud de onda de maxima y minima absorcién y coeficientes de absorcion molar

para los isdbmeros abiertos (a).

Compuesto Amax>» Nm; (€ , Mlcm?) Amin» nm; (¢ , Mlcm?)
42 259 (14000), 300 (6000) 280 (5000), 295 (5400)
61 265 (23200), 304 (4500) 300 (4300)

63 262 (13500), 298 (4200) 295 (3900)

68 261 (13200), 289 (6600), 300 (6500) 284 (5900), 295 (5400)
101 260 (13300), 300 (12000)

102 269 (19000)

103 268 (20500), 289(15500)

107 257 (20000), 292 (9900) 287 (9200)

117 261 (17200), 331 (5000) 315 (4950)

118 271 (14800), 300 (9800), 338 (4900) 295 (9500)

119 270 (20000), 304 (5350), 333 (5500) 300 (5200), 311 (5000)

En la forma abierta todos los compuestos presentaban un maximo de absorcién entre 257-

271 nm. Los compuestos derivados de benzotiofeno exhibian un segundo maximo en la regiéon

de 290-310 nm (Figura 5.4). Es interesante notar que la incorporacién de un grupo metoxilo no

modifica el coeficiente de absorciéon molar (comparar 42 y 63). Sin embargo, el € del

compuesto simétrico 61 (con metoxilos en posicion 6) aument6 al doble.
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Figura 5.4. Espectros de absorcién en hexano para el isémero abierto de los derivados de

benzotiofeno 42 (rojo -e-), 61 (azul -m-) y 68 (verde -0-).

Los espectros de absorciéon y los € de los compuestos 102 y 103, metoxilo y triflato,

resultaron similares. Cabe destacar que el derivado 101 (aldehido) presentaba inicamente una

banda intensa a 320 nm (Figura 5.5).

a000

|
250 300 3850 400
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Figura 5.5. Espectros de absorciéon en hexano para el isdbmero abierto de los derivados de

tiofeno 101 (rojo -e-), 102 (azul -m-) y 103 (verde -o-).

Es interesante notar que los compuestos derivados de indol que poseen como grupo
protector el TBDMS, 117, 118 y 119 mostraban un segundo maximo de absorcién en la region
entre 330-350 nm (Figura 5.6). Mientras que el compuesto 107, con el grupo protector Boc

mostrd un hombro alrededor de 320 nm.
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Figura 5.6. Espectros de absorciéon en hexano para el isdbmero abierto de los derivados de indol

107 (rojo -e-), 117 (azul -m-), 119 (verde -0-) y 118 (naranja -0-).
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Figura 5.7. Comparacion de los espectros de absorcion en hexano para los isdbmeros abiertos

de los compuestos 68 (rojo -e-), 107 (azul -m-), 118 (verde -0-) y 101 (naranja -0-).

Se compararon los espectros de absorcion de los compuestos 68, 107, 118 y 101, cada uno
representa a un diheteroarileteno asimétrico, ya sea con benzotiofeno, tiofeno o indol (Figura
5.7).

Todos los diheteroariletenos sintetizados presentaban reacciones fotocroémicas reversibles
en hexano al exponerse a luz UV de longitud de onda 300, 320 o 340 nm. Los derivados
indélicos 107, 117, 119 y 118, ademas, fotoisomerizaban al irradiarlos con luz de longitud de

onda 360 y 380 nm. Mientras que el derivado de tiofeno 101, también fotoisomeriz6 con luz

de 360 nm.
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5.1.2. Isbmero cerrado

En el capitulo 2, hemos descrito la purificacibn del compuesto 63 utilizando
cromatografia de alta resolucion (CLAR). Esto se realizo para todos los compuestos
fotocromicos sintetizados en los capitulos 2, 3 y 4. Se ha informado en la literatura que los
isbmeros abiertos y cerrados pueden separarse con muy buena resolucién en fase normal con
hexano o una mezcla de hexano/AcOEt (98:2 a 9:1) como solventes de desarrollo.! Procedimos
a preparar soluciones en hexano de los isbmeros abiertos puros. Estas soluciones fueron
irradiadas con luz de 340 nm generandose el isobmero cerrado. Luego la solucién irradiada se
separd en CLAR equipado con un detector de arreglo de diodos. En la figura 5.8 se muestra un
cromatograma bidimensional del compuesto 68. En el eje x se grafic el tiempo en minutos y
puede observarse la separacién de ambos isémeros. A partir del eje y, donde se grafico la
longitud de onda en nm, pudo determinarse que el isbmero con tgz = 27 minutos es el cerrado
dada su absorciéon en la regidon visible. Mientras que el compuesto con tz = 54 minutos se
atribuy¢ al isbmero abierto. De esta manera, se extrajeron los espectros de los isbmeros cerrados

aislados para todos los compuestos sintetizados.
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Figura 5.8. Cromatograma bidimensional del compuesto 68, solvente de desarrollo hexano.
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En las especies que son interconvertibles puede observarse la presencia de puntos
isosbésticos. Un punto isosbéstico se da a la longitud de onda de un espectro de absorcién en
las que el € de las dos especies es igual. Si se realizan los espectros de absorcion de un isdbmero
abierto y luego esta solucion se irradia con luz UV hasta llegar al estado fotoestacionario, se
puede extraer de la superposicion de los espectros de absorcién los puntos isosbésticos
correspondientes.

La tabla 5.2 muestra los puntos isosbésticos de todos los compuestos fotocrémicos.

Algunos compuestos presentan dos puntos isosbésticos, otros compuestos uno sélo.

Tabla 5.2. Puntos isosbésticos.

Compuesto Isosbéstico (nm) Compuesto Isosbéstico (nm)
42 306, 318 103 269
61 281 107 299, 316
63 279 117 313, 321
68 267 118 311, 332
101 307, 346 119 281
102 304

Una vez que disponemos de los espectros correspondientes a los isdbmeros cerrados y
teniendo en cuenta que en el punto isosbéstico el coeficiente de absorcién molar es igual para
ambos isomeros calculamos el coeficiente de absorcién molar (g) para cada uno de los isémeros

cerrados (Tabla 5.3).

Al irradiar con luz UV se observdé que el color cambi6é de incoloro a naranja (para el
compuesto 107), a rosa (para los compuestos 42, 61, 63 y 68), a purpura (para los compuestos

117, 119, 101, 102 y 103) y a azul (para el compuesto 118). En la tabla 5.3 se resumen los

maximos de absorcién y sus correspondientes € para los isobmeros cerrados.

En la figura 5.9 se muestra para el compuesto 103 la conversién (appg) alcanzada al
irradiar con luz UV de 300 nm (izquierda), se observé la aparicidon de un maximo de absorcién
en 536 nm. Cuando el mismo compuesto se irradié con luz verde (>520 nm) se produjo la

desaparicion de ese maximo.
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Figura 5.9. Espectros de conversion para el compuesto 103 irradiando con luz a 300 nm

(izquierda) y con luz de >520 nm (derecha.

Se ha publicado que el grupo metoxilo afecta el maximo de absorcién y los valores de los
coeficientes de absorcion molar, dependiendo cual sea la posiciéon del anillo de benzotiofeno en
que se encuentra.? Un grupo metoxilo no ejerce un cambio apreciable en el maximo de
absorcién y muestra un incremento en & (comparar pares de compuestos 42 - 61 y 117 - 119,
Tabla 5.3) (Figuras 5.10 y 5.12) cuando se encuentra en posiciéon 6 del anillo heteroaromatico.
Un compuesto isdbmero en posicién 5 al compuesto 61 presenta un maximo de absorcién en
569 nm y su & es de 11.300 (M'lcm™).2 En el compuesto 118, que se sintetiz6 en el trabajo de
Tesis, se observa que la introducciéon de un grupo metoxilo en posicién 5 del indol introduce

un desplazamiento del maximo de absorcién de 40 nm y disminuye el € a 9600 Mlcm'l.

Tabla 5.3. Longitud de onda de maxima absorcién y coeficientes de absorcién molar para los

isobmeros cerrados (b).

Compuesto Amax> nm; (€ , Mlcm)
42 262 (28200), 350 (10700), 518 (9100)
61 302 (21000), 358 (17000), 515 (19700)
63 300 (9900), 360 (8700), 517 (9900)
68 284 (14000), 347 (10700), 517 (9600)
101 284 (21300), 412 (5000), 546 (11500)
102 223 (13000), 410 (4400), 546 (11500)
103 287 (19800), 412 (5100), 536 (11700)
107 268 (16600), 338 (8200), 431 (7600), 511 (9500)
117 278 (19000), 300 (12000), 416 (4400), 560 (14600)
118 353 (7200), 428 (2600), 600 (9200)
119 300 (16400), 358 (12400), 412 (5700), 558 (15600)
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Ademas, para el compuesto asimétrico 63 con s6lo un metoxilo en posicién 6, el valor del
€ se mantuvo invariante respecto al compuesto 42 (sin metoxilo). Pero la incorporaciéon de

metoxilo en ambos anillos, aumento6 el € al doble, de igual manera que lo descrito para el

1sébmero abierto (Figura 5.10).

o0

Figura 5.10. Espectros de absorciéon en hexano para el isobmero cerrado de los derivados de

benzotiofeno 42 (rojo -e-), 61 (azul -m-) y 68 (verde -0-).

El maximo de absorcién para los isomeros cerrados de los derivados de tiofeno se
desplazaron al rojo en alrededor de 30 nm (Figura 5.11). Como se describi6 en la introduccion,

esto de debe a la incorporacién de un grupo fenilo al anillo de tiofeno.

5000

Figura 5.11. Espectros de absorcion en hexano para el isémero cerrado de los derivados de

tiofeno 101 (rojo -e-), 102 (azul -m-) y 103 (verde -o-).
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El efecto de los grupos sustituyentes sobre el atomo de nitrogeno fue evaluado

comparando las propiedades 6pticas de los derivados Boc, TBDMS y CH3.3 El isémero cerrado
muestra un maximo de absorcién alrededor de 550 nm para los derivados con sustituyentes
TBDMS (117 y 119) y CHj3. Por otro lado el maximo de absorcion de encuentra desplazado a

511 nm para el derivado con sustituyente Boc (107) (Figura 5.12).

000

300 400 500 B00 700

Figura 5.12. Espectros de absorciéon en hexano para el isobmero cerrado de los derivados de

indol 107 (rojo -e-), 117 (azul -m-), 119 (verde -0-) y 118 (naranja -0-).
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Figura 5.13. Comparacién de los espectros de absorcidon en hexano para los isbmeros cerrados

de los compuestos 68 (rojo -e-), 107 (azul -m-), 119 (verde -0-) y 101 (naranja -0-).

En la figura 5.13 se observa que el maximo de absorciéon de los isbmeros cerrados para los

compuestos sintetizados varidé desde 511 nm para el compuesto 107 (azul -m-) hasta 600 nm
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para el compuesto 119 (verde -0-). Ademas, se obtuvieron compuestos con maximos de

absorcion intermedio, 517 nm para 68 (rojo -®-) y 546 nm para 101 (naranja -0-).

5.2. DETERMINACION DE LOS RENDIMIENTOS CUANTICOS Y EL GRADO DE CONVERSION

El rendimiento cuantico se determina como la relacién entre moles de reactivo
transformado y moles de fotones absorbidos por el reactivo durante el tiempo de medicion.
S6lo aquellos fotones que ocasionan la reaccidn, luego de que son absorbidos por el reactivo,

son los que inician el paso primario.

= cantidad de reactivo consumido o producto formado

- ; (5.2)
cantidad de fotones absorbidos

5.2.1. Rendimientos cuanticos® >

Los rendimientos cuanticos de la tabla 5.4 en hexano fueron calculados a partir de las
curvas de conversion de la figura 5.14 y 5.15 para cada uno de los compuestos en hexano. La
irradiacién con luz UV se realiz6 con un filtro pasabandas centrado en 300 nm (Corion,

FWHM = 10 nm) y en el visible con un filtro de corte de 520 nm. La potencia total de la luz

de irradiacién se calcul6 utilizando el compuesto 42 como actinbmero (@35 =0,35 y
®@>% =0,35, en hexano).® Para el calculo de las eficiencias cuanticas supusimos que el sistema
BA

no posee procesos térmicos, que el isobmero abierto no absorbe a A >520 nm y que la absorcion
del isébmero cerrado es despreciable a 300 nm. Esto permite considerar los procesos de ciclacién
y cicloreversion en forma independiente, y ambos pertenecientes al esquema cinético para
sistemas de 2 especies, un proceso fotoquimico y ninguno térmico. La ecuacién cinética para la

reaccion de ciclacion en estas condiciones es la siguiente:

300nm

d A d B nm 1_107Abs‘ nm nm nm
- ([it]: ([1t]:“300 %((DABS?AOO [Al) = (g™ + Puey” )[B]) (5.3)

Durante irradiaciones de larga duracidn, el sistema alcanza un estado fotoestacionario

(PSS) donde d| B]/dt = 0, esto conduce a la constante de conversion en el estado estacionario:

) 8300nm
— — ABCA
aPSS - [B]PSS /[ A]o - cI)/_\BgiOOnm + cDBA(S_;’OOnm (54)
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reemplazando la relacién en el estado fotoestacionario (5.4) en (5.3), integrando entre el

tiempo inicial (0) y el estado fotoestacionario (PSS) y st Abs’<0,2, entonces:

Abs,, — Abs,
Abs,s, — Abs(t)

300nm [A]O t

=2,3031,"""® 56
) 0 AB“A [B]pss

In( (5.5)

donde [A]y es la concentraciéon del isémero abierto (concentracidon inicial), @,z es el
rendimiento cuantico de ciclacién a 300 nm, |, es el flujo de fotones incidente a 300 nm (en
M.s1), &, es el coeficiente de absorcion del isomero abierto a 300 nm y £, el paso 6ptico. Los

rendimientos cuanticos de ciclacién se calcularon ajustando los valores de las curvas de
conversion correspondientes (Figura 5.14, izquierda) a la ecuacién (5.5) lo que nos dio el

grafico de la figura 5.14 (derecha). La pendiente de la curva es proporcional al rendimiento

cuantico.
0,06 T T T T 1,2 | I ! [
mw“ ——y=0,0044641 + 0,0015782x R=0,9995 /o
. , 5 | | _
e :H
- |
“Olnnh | | fuo 08 2
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g | |
0,03 ' - ] -
§ 1
g ._.l ﬁ
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Figura 5.14. Absorcién a 520 nm del compuesto 68 en hexano en funcién del tiempo de

irradiacion con luz UV (izquierda), ajuste de la ecuacion 5.5 (derecha).

Para la reaccién de cicloreversion, debido a que sélo el isomero cerrado absorbe en el

visible, la ecuacion (5.3) se simplifica quedando la siguiente expresion:

d[B] d[A] nm — A320mm nm nm
= = Cald” (1—10A );2,303<1>BA|32° £2[B] (5.6)

donde ®;, es el rendimiento cuantico de cicloreversion a 520 nm, | es el flujo fotoénico a

520 nm (en M.sl), y &5 es el coeficiente de absorcién molar del isémero cerrado a 520 nm. Los

rendimientos cuanticos de cicloreversion se calcularon ajustando los valores de las curvas de
conversion correspondientes (Figura 5.15, izquierda) a la ecuacién (5.6). Integrando la ecuacion

(5.6) entre el tiempo inicial (0) y un tiempo (t)
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In ABS(0) =2,3031."" gy "D, t (5.7)
Abs'(t)
El grafico de la ecuacion (5.7) se muestra en la figura 5.15 (derecha), de la pendiente de la

curva se obtiene el rendimiento cuintico de cicloreversion.
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Figura 5.15. Absorcién a 520 nm del compuesto 68 en hexano en funcién del tiempo de

irradiacion con luz visible (izquierda) y ajuste de la ecuacion 5.7 (grafico derecho).
5.2.2. Grado de conversién

Es importante estudiar cual es el rango de longitudes de onda de irradiacién que permitan
la ciclaciéon de los compuestos sintetizados. Ademas, se debe determinar como un aspecto
paralelo el grado de conversiéon generado a cada longitud de onda. El grado de conversién a
una dada longitud de onda de irradiacion esta definido por la ecuacién (5.4). Ademas, se puede
calcular sabiendo la concentracién final de isémero cerrado que se obtiene al irradiar a una
dada longitud de onda.

Otra forma de determinar el grado de conversion es por CLAR. La metodologia a seguir se
describe para uno de los compuestos fotocromicos. Se irradié una solucién del compuesto 68 a
340 nm hasta alcanzar el estado fotoestacionario. Luego se separaron los isbmeros por CLAR
en una columna semipreparativa de silica con hexano como solvente de desarrollo. La corrida
cromatografica, que se muestra en la figura 5.16, fue monitoreada a 267 nm (punto isosbéstico).
El porcentaje de isémero cerrado aislado indica la cantidad de isémero cerrado que se obtiene

en el estado fotoestacionario (Ecuacion (5.8)).

B lpss _ ATER oo (5:8)
[ A]O AreaTotal

Conversion = apgq =
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Figura 5.16. Cromatograma para el compuesto 68 luego de irradiaciéon a 340 nm.

El grado de conversiéon alcanzado en el estado estacionario por irradiacion a la
correspondiente longitud de onda (UV) y los rendimientos cuanticos de ciclacion vy

cicloreversidén se muestran en la tabla 5.4.

Tabla 5.4. Rendimientos cuanticos de ciclacion con luz a 300 nm, conversioén de ciclacion y

rendimientos cuanticos de cicloreversion con luz > 520 nm.

Compuesto Dpp aps (Airr, nm) Dpa
42 0,35 0,35 (300), 0,40 (320), 0,07 (340) 0,35
61 0,22 0.,20 (300), 0,22 (320), 0,16 (340) 0,17
68 0,26 0,44 (300), 0,40 (320), 0,13 (340) 0,25
101 0,50 0,82 (300) 0,91 (320) 0,95 (340), 0,31 (360) 0,07
103 0,30 0,79 (300), 0,60 (320), 0,09 (340) 0,08
107 039 0,86 (300), 0,71 (320), 0,33 (340), 0,10 (360), 0,07 (380) 0,20
117 0,31 0,35(300), 0,44 (320), 0,36 (340), 0,18 (360), 0,13 (380) 0,27
118 0,50 0,74 (300), 0,76(320), 0,70 (340), 0,38 (360), 0,23 (380) 0,25
119 0,44 0,32(300), 0,39 (320), 0,38 (340), 0,22 (360), 0,18 (380) 0,31

Los valores de rendimientos cuanticos de ciclacion y cicloreversion resultaron consistentes

con los informados en literatura? 3 7 Cabe recordar que los derivados de tiofeno se
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presentaron como dos conférmeros en igual relacion molar (1:1). El rendimiento cuantico de
ciclacion para el compuesto 101 coincide con el maximo posible (®pp = 0,50). Mientras que la
reaccion de cicloreversion mostrd ser de muy bajo rendimiento (®gp = 0,07).

Es interesante notar que los derivados de indol presentaron rendimientos cuanticos de
ciclacién y cicloreversion elevados. Mientras que los derivados de benzotiofeno mostraron
rendimientos cuanticos moderados pero similares para ambas reacciones.

Los diheteroariletenos derivados de benzotiofeno e indol resultarian ser futiles para
modulacién de sefiales (por ejemplo FRET) ya que los rendimientos cuanticos de ciclaciéon y
cicloreversion son similares y de valor moderado. Mientras que los derivados de tiofeno, donde
el rendimiento cuantico de cicloreversion es bajo, son fttiles para aplicaciones en memoria
optica.

Los isdbmeros abiertos de los derivados indolicos pueden ser fotoconvertidos en sus
correspondientes isdmeros cerrados entre 300-380 nm. Esto es interesante ya que pueden

utilizarse fuentes de irradiacidon cercanas al visible.

5.3. DERIVADOS FOTOCROMICOS COMO ACEPTORES PARA PC-FRET

La modulacién de las propiedades de emision de un donante fluorescente por pc-FRET
estd basado en las diferencias en las propiedades de absorcion del aceptor en sus diferentes
isébmeros fotocromicos (abierto y cerrado). El espectro de absorcion expresado como coeficiente
de absorcidon molar versus longitud de onda es uno de los parametros necesarios para el calculo
de la integral de superposicion (J). Los compuestos fotocrémicos fueron evaluados como
aceptores modulables. La figura 5.17 muestra el espectro de absorcién correspondiente a
isobmero abierto y cerrado del compuesto 103 y la region de emisién de Lucifer Yellow (LY).
Unicamente el isémero cerrado del compuesto 103 muestra una superposicién efectiva entre su
absorcién y la emision del donante (LY). La distancia critica de Forster (Ry), donde la eficiencia
E = 0,5 puede calcularse a partir de la superposicién espectral (J). Las ecuaciones que describen
estos parametros y que se utilizaron para los calculos se encuentran descriptas en la

introduccién (paginas 27, ecuaciones 1.5 y 1.6).
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Figura 5.17. Superposicion espectral de los isbmeros abierto y cerrado de 103 y LY.
Coeficientes de absorcion molar del isémero abierto (azul -m-) y cerrado (verde -0-) de 103

corresponden al eje derecho mientras que la emisioén de LY (rojo -e-) al eje izquierdo.

Tabla 5.5. Integral de superposicién (J) y distancia de Forster (Rg) para los pares donante-

aceptor fotocromico en su forma abierta (A) y cerrada (B).

Aceptor Donante J(cm® A) R, (A, A) J (cm®, B) R, (A, B)
42 LY 1,72 e-19 4 4,06 e-14 34
61 LY 8,3e-16 19 9 e-14 39
63 LY 1,7 e-16 14 43 e-14 35
68 LY 2 e-14 20 4,5 e-14 35
101 LY 1,12 e-15 19 7,4 e-14 38
101 Rojo Nilo 1.3 e-15 23 6.2 e-14 45
102 LY 3,5 e-16 15 7 e-14 37
107 LY 3,00 e-16 15 5,12 e-14 35.6
117 LY 2,88e-17 10 9,82¢-14 40
118 LY 1,09 e-16 13 6,13 e-14 36
118 SulfoRodamina 1,94 e-16 18 1,06 e-13 51
118 Rojo Nilo 1,82 e-16 17 9,06 e-14 48
119 LY 1,88 e-16 14 9,63 e-14 40

La integral de superposicion (J) y la distancia critica de Forster (Ry) fueron calculadas para
los pares compuestos por un donante modelo, LY y un aceptor fotocromico, compuestos que se

muestran en la tabla 5.5 en su forma abierta y cerrada. Adicionalmente, el compuesto 118 con
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un desplazamiento adicional hacia el rojo fue apareado con donantes como SulfoRodamina
101 y Rojo Nilo. En todos los casos, una diferencia de dos 6rdenes de magnitud entre la
integral de superposiciéon de la forma abierta y cerrada demostraron que la forma cerrada
resulté un aceptor adecuado en contraste con lo observado para la forma abierta. Los valores
derivados de R, fueron de 34-51 A para el isémero cerrado y disminuyeron a 4-23 A para el

1sémero abierto.

En este capitulo se determinaron los coeficientes de absorcién molar de los isdbmeros
abiertos y cerrados de los diheteroariletenos sintetizados, asi como los rendimientos cuanticos
de ciclacion y cicloreversion y el grado de conversion a distintas longitudes de onda. Asimismo
se determinaron las distancias criticas de Forster para una serie de pares donante-aceptor
fotocrémico. Se establecié que las formas cerradas son mas eficientes como aceptores del
proceso de FRET. Los parimetros determinados en este capitulo son de utilidad para la

validacion de la metodologia de pc-FRET
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6.1. DISENO MOLECULAR, SINTESIS Y PROPIEDADES ESPECTRALES

6.1.1. Disefio molecular y sintesis

Para evaluar el proceso de transferencia de energia con aceptores fotocromicos en un
modelo de distancias definidas se prepararon compuestos constituidos por un donante
fluorescente unido covalentemente a un aceptor fotocromico. Los primeros diheteroariletenos
utilizados al inicio de esta tesis provinieron del laboratorio del Dr. Masahiro Irie (compuestos
122 y 124, Figura 6.1). El donante y aceptor fotocrémico para FRET fueron seleccionados de
acuerdo a la consideracion de sus propiedades espectroscopicas. Un requerimiento clave es que
s6lo uno de los isébmeros del aceptor fotocrémico posea una region de absorcidon que se
superponga con la regiéon de emisién del donante. La conversion entre los isbmeros abierto y

cerrado del aceptor permite que la emision fluorescente (grado de quenching o apagamiento)

del donante pueda ser modulada reversiblemente.

a) DCC / NHS / CH;CN

Figura 6.1. Activacion de los compuestos 122 y 124 como ésteres sucinimidilo.

El 4cido carboxilico de los compuestos 122 y 124 se activd con diciclohexilcarbodiimida y
N-hidroxisuccinimida para dar el éster succinimidilo correspondiente (Figura 6.1). Por reaccién
con el compuesto 126 (Figura 6.2) en MeCN en presencia de trietilamina se obtuvieron los
compuestos modelo 127 y 128 (Figura 6.3 y 6.5). De esta manera el donante fluorescente, 126

se unid covalentemente a los compuestos fotocromicos 122 y 124.
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Figura 6.2. Compuesto fluorescente, Lucifer Yellow.
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Figura 6.4. Estructuras minimizadas del compuesto 127 en sus isbmeros abierto y cerrado.

Para ambos compuestos modelo se realizd6 una minimizacién de las estructuras utilizando
mecanica molecular (paquete Amber 4.1) con el objeto de obtener una estimacién de las

distancias maximas posibles entre donante y aceptor. Las estructuras obtenidas para 127 se
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muestran en la figura 6.4. Dada la flexibilidad conformacional de la cadena alifatica, se espera
tener una familia de estructuras. En nuestro trabajo estibamos interesados en estimar la
distancia maxima posible entre el donante y el aceptor para calcular rangos posibles para
valores de eficiencia de FRET. La conformacién que resulté de la minimizacién disponia a la

cadena en conformacién zigzag extendida y era entonces consistente con nuestro

requerimiento.

-03S

3 NH»
SOy
0]
128a

-03S

UV Visible NH;

Figura 6.5. Fotoisomericacién el compuesto modelo 128.

6.1.2. Propiedades espectrales

Los espectros de absorcién de ambos isdbmeros, abierto y cerrado, para los compuestos 127
y 128 se muestran en la figura 6.6 a y b, respectivamente. Mientras que los espectros de
absorcién de ambos isémeros para 122 y 124 se muestran en la figura 6.7 b y c. Las bandas de
absorcién de los isémeros cerrados de 122b y 124b en el visible estan a 546 nm (¢ 12.000 M-
lem1) y 569 nm (¢ 11.000 M-lcm1) respectivamente. Los isébmeros abierto y cerrado de 122
poseen puntos isosbésticos en 248, 274 y 312 nm vy los correspondientes isdémeros de 124 en
233 y 290 nm.

El compuesto 126 fue seleccionado como donante debido que su regiéon de emision

(Figura 6.7a) posee una buena superposiciéon con la absorcion del isobmero cerrado y es cast nula
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con el isdbmero abierto tanto para 122 como 124. Un aspecto adicional es que posee un
maximo de excitacion donde ambos isdémeros del diheteroarileteno exhiben minima absorcién.
Los compuestos modelo 127 y 128 fueron disefiados con un espaciador alifatico entre el
donante fluorescente y el aceptor fotocromico de manera tal de minimizar las interacciones
entre ellos. El analisis de los espectros de absorcién permitié confirmar que las propiedades de
absorcién del donante no son perturbadas por la conversion del aceptor y que el aceptor no es
afectado por el donante. Para esto se determinaron los espectros diferencia entre cada
correspondiente isdbmero abierto y el estado fotoestacionario de los compuestos 122, 127, 124 y
128. Se observaron que en todos los casos la ciclacion del aceptor no afecta al espectro. (Figura

6.6). Los espectros estan desplazados en el eje y para su mejor comparacion.

y a c
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Figura 6.6. (a) Espectro de absorcién de 127a (-0-) y 127b (-e-), (b) Espectro de absorcion de
128a (-0-) y 128D (-e-), (c) Espectros de absorcion diferencia entre el estado estacionario
alcanzado por irradiacién a 366 nm y el isdbmero abierto para 122 (-o-) y para 127 (-e-), (d)
Espectros de absorcion diferencia entre el estado estacionario alcanzado por irradiacion a 366

nm y el isbmero abierto para 124 (-o-) y para 128 (-e-)
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Tabla 6.1. Longitudes de onda de maximos de absorcién y coeficientes de absorcién molar

para los compuestos 122 y 124, isbmeros abierto y cerrado y puntos isosbésticos.

122 (A, nm (g, Mlcm1))

124 (A, nm (g, Mlcm1))

abierto Isosbéstico cerrado abierto Isosbéstico Cerrado
266 (18000) 248 (15400) 294 (20000) 264 (25000) 233 (26000) 314 (16000)
298 (20000) 274 (11000) 413 (5000) 290 (14900) 424 (4000)

312 (14700)

546 (12000)

548 (11000)

uaj

06 [

Absorbancia

04

02 [

("e’n) ejousasalon|4

3107

200

2 10%

g (M'em™)

300

1210

ajul [ouIad

1g010"

14010

uoioisodiadns [eib

1 po1c®
0

e (M em™)

300~

a0 -
A (nm)

1.210%

Jg.0 10"

Jan10%

uoidisodiadns |eibajul [suiay

: U%.El 10

Figura 6.7. Propiedades espectrales para los estados off (-) y on (+) para los isémero abierto y

cerrado de 122 y 124, respectivamente en pcFRET.
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En la figura 6.7 se muestran las propiedades espectrales de los compuestos 126, 122 y 124.

Los espectros de absorcidon (-0-) y emisién (-e-) del donante 126 se muestran en la figura 6.7
(a); La excitacién de la fluorescencia se realizd a 430 nm. Los espectros de absorcion de los
isdbmeros abierto (-0-) y cerrado (-e-) del compuesto 122 se muestran en la figura 6.7 (b). En
la misma figura se observa la integral de superposiciéon (J) para el isbmero abierto (-O-) y
cerrado (-m-) del compuesto 122. Los espectros de absorcién de los isbmeros abierto (-0 -) y
cerrado (-e-) del compuesto 124 se graficaron en la figura 6.7 (c). En la misma figura se
observa la integral de superposicion (J) para el isémero abierto (-0O-) y cerrado (-m-).

Se aplico la ecuacién (6.10) (ver pagina 164) a los espectros de las figuras 6.7 b y ¢,
considerando los coeficientes de absorcion de la forma cerrada (+): 122b, & = 12000 M1 e
I,y 124b, £ = 11000 M1 cm. En el estado inicial (), la superposicion espectral entre el
espectro de emision del donante y el espectro de absorcion de la forma abierta del
diheteroarileteno es despreciable. Al irradiar con luz UV (320-380 nm) se genera la forma
cerrada (+), la cual posee una buena superposiciéon del espectro de absorcidén con el espectro de
emisién del donante, con lo cual se activa FRET. Posteriormente la exposicién a luz verde (500-
580 nm) conduce a la reversion de la forma cerrada a la forma abierta, apagando el proceso de
FRET “off”. Aplicando la ecuacién (6.12) a los espectros de los paneles b y c, se derivaron las
siguientes relaciones para 122 y 124, en las cuales los puntos isosbésticos de referencia

seleccionados fueron 312 nm (122) y 290 nm (124).

122 @y =—0,0048 + 219N /A £%=30  &£7=14700 &"°=12000

g%=30  £Y=14700 &"°=12000

127 Upgg = -0,007 +1, 528A§2§ /A;ISZS 290 312 546 _

£,°=18400 &,°=3700 &, =51

124 @ =—0,029+1,390 A% /A0 £%=310  &7'=14900 £ *=11000

£%=310  &7=14900 &£°=11000

124 o5 =-0,033+ 3116 A /A .

£5°0=18400 &, =40

(todos los & en unidades de Mlem'!)

La distancia critica de transferencia calculada (R,) para los isémeros cerrados 127 y 128
fue de 38 A y 35 A, respectivamente. Los correspondientes valores para los isémeros abiertos
fueron de 9 A y 12 A (Tabla 6.2). De acuerdo con la energia de minimizacién calculada por
Sybyl (paquete AMBER 4.1), la distancia maxima rpy entre el atomo central del compuesto 126

y el del aceptor fue de ~20 A para 127 y 22 A para 128. Cabe destacar que dada la flexibilidad
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de la cadena alifatica la molécula puede adoptar una gran variedad de conformaciones.
Asimismo, puede predecirse la eficiencia de FRET (E,) de 0,98 para 127 y 0,94 para 128
(isdbmeros cerrados), suponiendo rpa constante (Ecuacion 1.10 y (6.18)). En el caso de los

isdbmeros abiertos, la correspondiente eficiencia de FRET (E) fue muy baja, 0,008 y 0,02,

respectivamente.
Tabla 6.2.
Ry (a) (A) E (a) Ry (b) (A) E. (b) 1pa ()
127 9 0,008 38 0,98 20
128 12 0,02 35 0,94 22

6.2. FORMALISMO CUANTITATIVO PARA EL ESTADO FOTOESTACIONARIO Y FOTOCINETICA

El estado de equilibrio y los procesos cinéticos que caracterizan al sistema estan

representados en la figura 6.8 y por el siguiente conjunto de ecuaciones:

(DA)===(DA,) 1)
k., =(k? +kJE_)Q., k. =(k* +k2E,)Q,. (6.2)
Q. <[+ kL] o=k k] 63
E =[1ek> /k | E, =[1+k>" /k, | (6.4)

en el cual DA. y DA, significan el par donante con el aceptor en la forma abierta a (-) o
cerrada b (+), respectivamente. Las constantes de velocidad que determinan la cinética del

. Sy DA DA. |.D . ..
sistema son para la excitaciéon (K. -, K *, K, ; ver Figura 6.6 para definiciones de otros

ex 2
términos en las ecuaciones (6.3) y (6.4)). En el esquema mostrado en la figura 6.8, las reacciones
de ciclacién y cicloreversion del compuesto fotocromico estan descriptas en la region central.
Los caminos externos representan la intervencién del donante via reacciones de excitacion y
transferencia de energia. El simbolo (-) se relaciona con el estado en el que FRET entre el
donante y el aceptor es bajo o insignificante y (+) al estado con muy alto FRET. En este sistema
el estado (-) corresponde al aceptor en su forma abierta a y el estado (+) en su forma cerrada b

(Figura 6.8). En las condiciones de estado fotoestacionario, la conversion entre las formas (-) y

(+) puede representarse como una reaccién de primer orden aparente, designadas en el esquema
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por las flechas orientadas verticalmente. La funcién de la luz como reactivo en el UV y visible

se denomina por hc/A, (1= 1, UV, 1= 2, visible).

Figura 6.8. Esquema fotofisico incorporado al par donante-aceptor FRET (pcFRET).

En este sistema, la reaccién térmica reversa (-) — (+) es despreciable. Como consecuencia,
los estados encendido (en inglés “on”) y apagado (en inglés “off”) son estables en ausencia de
luz.

El proceso reversible de conversiéon fotocromica del aceptor en pcFRET da origen a un
sistema con dos estados fotofisicos. La sefial de FRET refleja la distribucién de equilibrio entre
el isbmero abierto del grupo diheteroarileteno que no absorbe en el visible y el isbmero cerrado
que absorbe en el visible. Asi, con respecto al fenémeno de FRET, el isémero abierto
corresponde al estado totalmente apagado (-) y el isémero cerrado al estado totalmente
encendido (+). Los factores, que determinan el equilibrio, son la irradiancia y la distribucion
espectral de la luz de fotoconversion. Tres dominios espectrales estan activos: (1) UV cercano:
ambos isdbmeros, abierto y cerrado, del aceptor absorben; (i) dominio visible I: donante absorbe
(preferentemente); (ii1) dominio visible II: isébmero cerrado del aceptor absorbe. El sistema
opera como un ciclo entre un estado predominantemente apagado y un estado
predominantemente encendido, el término “predominantemente” implica un grado arbitrario
de conversién o ubicado entre las dos condiciones extremas (totalmente abierto, totalmente
cerrado). El encendido y apagado (activaciéon/desactivacion) se logra alternando la exposicién a

luz en el UV cercano y en el dominio visible II. En términos cuantitativos:

estado off (bajo FRET): rds,, = (1 — A )(1 —E )+ay (1-E,) (6.5)
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estado on (alto FRET): rds,, =(1-a,, )(1-E_)+a,, (1-E.) (6.6)

—1— rdson Olon — Aoty

rds (1-E
c - _aoﬁ
E.-E

donde rds es la sefial relativa del donante (emisién normalizada del donante en ausencia de

apagamiento,

(6.7)

off »on

FRET); « es la fraccion de poblacion el isdbmero cerrado, isbmero adecuado para FRET (+) en el
estado particular on y off del sistema alcanzado bajo las condiciones dadas; apagamientoyg
es la fraccién de apagamiento observada como el sistema pasa del estado off al on; E. y E, son
las eficiencias de FRET en el isobmero abierto inadecuado para FRET (), y en el isébmero cerrado
adecuado para FRET (+), respectivamente. El mayor rango dinamico se alcanza para E— 0; en
esta condicion
o, —ay |E
apagamiento,; . = = w (6.8)
1- aoff E+
obteniendo el valor de E, para a,;=0y «, =1. La correspondiente expresiéon para el

cambio de absorbancia a cualquier longitud de onda dada es
AAbs . = (aon — )(5+ —&_)cl (6.9)

donde & y & son los coeficientes de absorcion molar para el isdbmero abierto y cerrado,
respectivamente, ¢ es la concentracion de aceptor total y /es el paso 6ptico.

Los isdbmeros abiertos y cerrados de diheteroariletenos muestran puntos isosbésticos bien
definidos. De esta manera, uno puede construir las siguientes expresiones Utiles (ecuaciones

(6.10) a (6.13)) que relacionan a «

»ss con la absorbancia relativa (absorbancia a cualquier

longitud de onda dividida por aquella en el punto isosbéstico) y las constantes espectrales de
los dos isdbmeros. La ecuacion (6.10) (o (6.9)) es til para derivar el isémero cerrado del espectro
a partir de los datos experimentales en el estado fotoestacionario para una mezcla de
poblaciones de especies, utilizando un dado (pero posiblemente no calibrado) espectro del
isobmero abierto y a determinado en paralelo por mediciones de RMN o fluorescencia. El
espectro relativo generado de esta manera puede ser interpretado absoluto por aplicacién de un
solo valor conocido de coeficiente de absorcién molar de uno de los isémeros (Figura 6.6 y

6.7). Con esta informacion, la ecuacion (6.12) permite el calculo de @ a partir de los datos de
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absorbancia del estado fotoestacionario alcanzado en cualquier condicién particular de
irradiacion.

Las ecuaciones (6.11) y (6.13) se aplican a las moléculas combinadas (donante + aceptor, ej.
127 y 128); se supuso (y confirmé) que la contribucién de donante era invariable durante la
fotoconversién del aceptor fotocrémico. Las relaciones de absorbancia en la ecuacion (6.11)
involucrando al donante (subscrito d) son calculadas ajustando la curva del espectro de la
mezcla de compuesto (ejemplo, 127 y 128, isémero abierto) a la suma pesada de los espectros
individuales del donante y el aceptor fotocromico (isobmero abierto). La calibracién absoluta del
espectro puede ser luego lograda usando el coeficiente de absorcién molar para cualquier

donante u aceptor, aquel que sea el mejor conocido en las condiciones experimentales.

A A A A A
& A A’ 1 A’
i:()s = Ai;ros = Aisos + is?)ss - Aisos (610)
& - - Opgs ss -
y) A y) i A is0s A A
& A A 1 A+
is+os = Ai:os = Ais_os + isiss 1+ ﬁ\:sos - Aisof‘d (611)
g—,+ =+ =+ aPPS L SS —+ —+
A isos A
o = —| —2= + b Pess (6.12)
PSS A + A A + A isos .
(C,‘+ & 8+ & SS
e vel) [+l | Al
pss =~| 77 A + ,/1 A isos (613)
& . +&° & . + & S

Las relaciones parametrizadas (Ecuaciones (6.12) y (6.13)) para 122, 124, 127 y 128 estan
dadas en las figuras 6.6 y 6.7.

Como hemos visto, generalmente, un diheteroarileteno con un anillo heterociclico de 5
miembros muestra dos conformaciones en solucidn, que difieren en que los dos anillos estan
en simetria espejo (conformacién paralela) o en simetria C2 (conformacién antiparalela). La
fotociclacién ocurre s6lo a partir de la conformacién antiparalela. La relacién de conférmeros
es tipicamente 1:1. De esta manera, en la mayoria de los casos, el maximo valor del rendimiento
cuantico fotoquimico para la reaccién de abierto—cerrado esta limitado a 0,5.1

La cinéticas de equilibrio desde un estado fotoestacionario inicial arbitrario (&) a un
nuevo estado fotoestacionario (@) dirigido por la exposicion a la luz de una dada longitud de

onda, irradiancia y duracién es monoexponencial (Ecuacién (6.14)). La constante de velocidad
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de equilbracion (k) esta dada por la suma aparente de constantes de velocidad de primer

orden definiendo la transicién total y la constante de equilibrio (K, por su razén,

—kggt

a(t) = tpgs +(ao ~ Opss )e B (6.14)
ke =k, +K,_ Kpss = [isomero cerrado] / [isomero abierto] =k_, /k,_  (6.15)
k K
= t= = —+ = PSS = t=0 6.16
pss = (1 =) K, +k 1+ K % =at=0) (6.16)
Keq Keq
B VRt e U

El donante puede también contribuir a la interconversion dependiendo del grado en el
cual es excitado y conducir FRET al isémero cerrado (reacciéon probable, i.e. E;~ 1) durante la
fotoconversion reversa [cicloreversién, (+) — (-)] o al isébmero abierto (improbable reaccion
dado E 0) durante la reaccién ciclacion (-) — (+) (Ecuaciones (6.2) y (6.17)). Asi, la poblacion

. .o DA- DA+ o
de las especies (+) aumenta monoténicamente con K. pero decrece con k| y k_ via los

dos caminos paralelos (DA —DA —DA) y (DA - DA —5 DA —DA),
respectivamente. Una vez establecidas las condiciones requeridas para alcanzar el estado
fotoestacionario en reacciones ciclicas (o v o), la excitacién del donante en su pico de
absorcion se mantiene a bajos niveles desde que su rol es servir como un sensor no perturbable
del sistema sobre repetidas mediciones. La fotodegradacién (photobleaching) y el fotocromismo
inducido del donante son indeseables. Sin embargo, en la reaccién de fotoconversion de
ciclaciéon inducida en el UV cercano, generalmente la absorcién del donante es apreciable,
produciendo una inevitable contribuciéon de induccidon de FRET a la reaccién reversa y su

correspondiente disminucion en @ Asi, las expresiones completas para k, 'y Q, _ deben ser

consideradas en el analisis cuantitativos de los datos fotoestacionarios y fotocinéticos.

6.3. ANALISIS DEL MODELO DONANTE-ACEPTOR

6.3.1. Analisis del grado de conversién fotocroOmica mediante cinética de absorcion

y RMN-'H
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La eficiencia de conversiéon fotocromica para 122, 127, 124 y 128 se determind en
metanol. La cinética de fotoconversiéon para 122 forma inicial a (-) irradiando a 366 nm (-O0-
0,3 mW; 2 mWcm-2) se muestra en la figura 6.9 (derecha), con intervalos de 5 minutos entre
cada espectro. Se observaron la apariciéon de dos nuevas bandas a 412 nm y 548 nm y se alcanz6
el maximo de absorcién en 50 minutos (estado fotoestacionario, -®-). En el diagrama inserto se
graficd Asyg en funcién del tiempo (-0-). El compuesto 127 posee el mismo comportamiento.
Esto confirma que la unién de 122 y 126 no afecta el proceso de fotoconversion. El isobmero
fotogenerado de anillo cerrado es estable a temperatura ambiente en la oscuridad, por al menos
120 horas.

En la figura 6.9 (derecha), se muestra la dependencia con el tiempo del espectro de
absorcion durante la cicloreversion. El compuesto 122 se expuso a luz verde A>520nm (-e-; 4
mW; 27 mWcm2), los espectros fueron adquiridos cada 10 seg. Después de 50 seg, se observa la
desapariciéon completa de la banda a 548 nm y se recupera la banda a 266 nm con su intensidad
original (-0-). En el diagrama inserto se grafic6 Asyg en funciéon del tiempo (-0-). La igualdad

del espectro inicial y final del isémero abierto confirma la conversiéon completa y la ausencia de

degradacion.
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Figura 6.9. Monitoreo espectroscopico resuelto en el tiempo para las reacciones fotocrémicas

de ciclacion (izquierda) y reversion (derecha) entre los isbmeros abierto y cerrado para 122.

La luz induce la conversién entre el isobmero cerrado y el abierto inicial (-) de 124 por
irradiacién a 340 nm (-0-; 16 mW; 107 mWem2), como se observa en la figura 6.10 (izquierda).
Los espectros fueron adquiridos cada 5 segundos. El estado fotoestacionario (-e-) (o, = 0,99)
fue alcanzado luego de 40 segundos en una nueva banda a 558 nm. En el diagrama inserto se

grafico al Assg en funciéon del tiempo.
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La cicloreversion al isobmero inicial abierto (Figura 6.10, derecha) se logré con luz visible

(A> 520 nm; -~ 40mW; 80 mWcm2). Los espectros se adquirieron cada 10 segundos. Luego de
220 segundos, el espectro del isébmero abierto inicial (-) fue recuperado (-0-). En el diagrama
inserto se graficod al Assg en funcién del tiempo.

Las curvas sé6lidas en los diagramas insertos corresponden a los ajustes monoexponenciales

de acuerdo al formalismo fotocinético. Los analisis de estas y otras reacciones son dados en las

tablas 6.4.

2 Q% s5gaaisza=acaszr=s]
wid

Absorbancia
Absorbancia

A (nm)

Figura 6.10. Monitoreo espectroscopico resuelto en el tiempo para las reacciones fotocromicas

de ciclacion (izquierda) y reversion (derecha) entre los isdbmeros abierto y cerrado para 124.

La reaccién de cicloreversion de 122, 124, 127 y 128 inducida por irradiacién a > 520 nm
fue monitoreada continuamente por absorcién a la longitud de onda correspondiente al

maximo para el isobmero cerrado en la regién visible. La constante cinética de equilibrio fue

ajustada por una monoexponencial y se obtuvieron valores para (k) de 5-30 s.
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Figura 6.11. (izquierda) Espectro de absorcién de 122 inicial (-e-) y en estado fotoestacionario
alcanzado por irradiacién a 313 (-0-) y 366 nm (-0-). (derecha) Espectros de absorcién
diferencia de 122 inicial y en el estado fotoestacionario alcanzado a 313 (-m-) y 366 nm (-O-).
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El compuesto 122 también fue convertido por irradiacién a 313 nm. Los espectros para los
estados fotoestacionario de 122 y 124 alcanzados por irradiacién a 313 y 366 nm fueron
indistinguibles, excepto por factores de escala (Figura 6.11 para 122). Sin embargo, se observa
un significativo incremento para la eficiencia de conversiéon (o,) de 0,33 a 0,65 cuando se
cambia la longitud de onda de irradiacién de 366 a 313 nm.

El grado de conversiéon en estas reacciones se establecié por espectroscopia de RMN-1H
antes y después de irradiaciéon con luz UV en el estado fotoestacionario. Se evaluaron la
integracion de los grupos metilo alifaticos y sefiales aromaticas seleccionadas de los espectros de
127 y 128 antes y después de la fotoconversion, determinando asi el grado de conversién para

128, (oL, = 0,85).
L |

pss

i 71

Figura 6.12. Espectros de RMN-'H para 122 y 128 en el isémero abierto y el estado
fotoestacionario para las regiones alifaticas y aromaticas. (a, e) Isbmero abierto 122. (b, f) en el

estado fotoestacionario. (c, g) Isdbmero abierto 128 y estado fotoestacionario (d, h).
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En la figura 6.12c se observan 6 singuletes correspondientes a los grupos metilo. El analisis
de su integracién permitidé determinar la relacién entre las dos conformaciones paralela y
antiparalela para 122a. La integracién de los grupos metilo indic6 que hay igual poblacion de
ambas conformaciones. Luego de irradiar con luz UV y alcanzar el estado fotoestacionario se
observé una disminucién en la integracién de las sefales de todos los grupos metilos
correspondientes al isdmero abierto. Un nuevo grupo de 4 singuletes aparecen entre 2,15 y 2,00
ppm y fueron asignados a los metilos del isobmero cerrado (Figura 6.12 ¢ y d). La integracién de
las sefiales indica un 33 % de conversién al isdbmero cerrado.

Se utilizé la integracion de las correspondientes resonancias para el isdbmero abierto y el
estado fotoestacionario para calcular el grado de conversion, que resultd ser de 0,34 para 122y
0,85 para 128.

Los valores de o, derivados de las mediciones de RMN permitieron la deconvolucién de

pss
los espectros de absorcién de los compuestos puros abiertos y cerrados de acuerdo a la ecuacion
(6.11). Los resultados de estos calculos, usando los datos de los estados fotoestacionarios
inducidos a 313 y 366 nm, fueron los mismos dentro del error experimental. Las eficiencias de

fotoconversidn estan resumidas en la tabla 6.4.

Tabla 6.3.
Compuesto Airr (nm) e. M1cml) & M1cml) gry M lem1)
366 410 3200
122 340 1800 5000
548 40 12100
366 410 3200 2600
127 340 1800 5000 2900
548 90 12100
340 4000 10500
124
558 310 11000
340 4000 10500 2900
128
358 350 11000

Se calcularon los espectros de absorcion de la forma cerrada utilizando el grado de
conversién determinado por RMN.2¢ Las integraciones de las resonancias correspondientes al
isobmero cerrado fueron comparadas con las correspondientes sefiales del isobmero abierto para
determinar la contribucién de cada especie. Los valores de conversién estuvieron de acuerdo
con el grado de apagamiento de la fluorescencia, esto es indicativo de la eficiencia de FRET

cercana al 100% esperada para el sistema (127) con R, de 38 ~A y un méaximo de distancia
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donante-aceptor de 20 A (Ecuacion (6.18)). La misma situacién se aplica a 128, con R de ~35

A y un maximo de distancia donante aceptor de 22 A.

E=[1+(rma/R) | (6.18)
Tabla 6.4.
Compuesto Irrad Nier ke’lx_ ij keq s Q. Q.. s
(mWem?)  (nm) () () () (abs) (RMN)

122 2 366 0,002 0018 0,002 0,38 0,31 0,065 0,34
110 340 049 1,36 0,16 0,92 0,31 0,025
27 548 0,004 1,34 0,069 0,05

127 37 366 0,004 0033 0,005 0,28 0,31 0,05 0,33
110 340 0,52 1,45 0.2 0,76 0,29 0,029
27 548 0,01 1,35 0,0069 0,05
124 110 340 1,17 3,1 0,2 0,97 0,17 0,002
80 558 0,11 3,8 0,03 0,008

128 110 340 1,1 2,9 0,21 0,89 0,17 0,006 0,85
80 358 0,12 3,8 0,036 0,009

6.3.2. Eficiencias de FRET para el isémero abierto y el estado fotoestacionario para

los compuestos 127 y 128

Las diferencias espectrales determinadas para 122 y 127 y para 124 y 128 demostraron la
falta de interacciones significativas en el estado fundamental entre el donante 126 y los
aceptores diheteroariletenos.

Los cambios obtenidos para los espectros de absorcion en el estado fotoestacionario luego
de irradiar la muestra a 313 y 366 nm fueron acompafiados por cambios en las sefiales de
fluorescencia. Los espectros de emision de fluorescencia de 127 y 128 fueron adquiridos para el
estado inicial (isémero abierto) y el estado fotoestacionario alcanzado luego de la irradiacién a
313 y 366 nm. 127 fue apagado en un 33 % luego de la irradiacién a 366 nm y 65 % luego de
la irradiaciéon a 313 nm (Figura 6.13). El apagamiento de 128 luego de la exposicién a 320 nm
fue de 84 %. Para la conversion de 127, se calculé un valor de E = 1 para el isémero cerrado
del diheteroetenileteno. De manera similar, @, fue de 0,85 para 128 con una E = 1 para el
isomero cerrado. Una irradiacién de 60 segundos con luz visible condujo a una completa

recuperacion de la sefial de fluorescencia inicial (E = 0).
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La irradiacién de 122 a 313 nm alcanzé una mayor (aunque mas lenta debido a la
irradiancia) conversioén al isémero cerrado del diheteroarileteno que cuando se expuso a 366
nm. El aumento en la fotogeneracion del isébmero cerrado resultd, en consecuencia, en un

incremento del apagamiento de la fluorescencia desde 33 a 65%.
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Figura 6.13. Espectro de fluorescencia diferencia para el compuesto 127 inicial (-e-) y en el

estado fotoestacionario alcanzado por irradiacién a 313 (-0-) and 366 nm (-O-).

El analisis de los tiempos de vida de fluorescencia del donante determinados por el método
de fase y modulacién fueron llevados a cabo en el estado inicial (isémero abierto del
diheteroetenileteno aceptor) y el estado fotoestacionado generado por irradiacién a 366 nm. En
ambos casos, una sola componente satisfizo para el analisis de los datos (y2 < 1,2 y residuos
simétricos) Los tiempos de vida de fluorescencia de 127 y 128 en el estado inicial (isbmero
abierto) fueron de 10,2 £ 0,4 y 9,5 £ 0,6 ns, respectivamente, sin cambios significativos cuando
fueron convertidos al isébmero cerrado (a 366 para 127 y 340 nm para 128) y luego de la

regeneracion del isbmero abierto original.
6.3.3. Absorcion y fluorescencia del donante para ciclos de modulacién del aceptor

Se determinaron los espectros de absorcion y fluorescencia para el isdbmero inicial abierto
luego de varios ciclos de irradiacién con luz UV y luz visible, los mismos se muestran en las
figuras 6.14 y 6.15. El cambio ciclico de la absorcion del aceptor (Figura 6.14) y el
concomitante cambio de la intensidad del donante fluorescente y por lo tanto la eficiencia de
FRET (Figura 6.15) inducidas por la irradiacibn UV-Visible fueron repetidas 40 veces para 127
(Figuras 6.14a,b y Figuras 6.15a,b) y 25 veces para 128 (Figuras 6.14c,d y Figuras 6.15¢,d). Las
sefiales de absorcion y fluorescencia correspondientes al isémero inicial abierto y al estado

fotoestacionario permanecieron estables durante estas reacciones.
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Figura 6.14. Ciclos de fotoisomerizacién de absorcion de encendido y apagado (inicial-UV-

VIS) para 127 y 128.

Los espectros de absorcion del isémero abierto (estado inicial) y estado fotoestacionario se
muestran en la figura 6.14a para 127 y en la figura 6.14c para 128. Se graficé la absorbancia a
548 nm (127, figura 6.14b) y a 558 nm (128, Figura 6.15d) en funcién del tiempo durante
sucesivos ciclos de fotoisomerizacion (ciclacion/cicloreversién) iniciados a partir del isémero
abierto. La fotoconversion se realizod por irradiaciéon a 320 nm o 520 nm.

El espectro de emision (excitacion a 430 nm) para el estado inicial y el estado
fotoestacionario de 127 se muestra en la figura 6.15a. Mientras que para el compuesto 128, los
espectros de emision para los estados inicial y fotoestacionario se muestran en la figura 6.15c.
Las sefiales de emisién del compuesto fluorescente a 520 nm para el isémero abierto inicial y
para el estado estacionario fueron determinadas para un namero de ciclos. Los ciclos de
fotoisomerizacion se iniciaron a partir del isdbmero abierto del diheteroarileteno 127 (b) y 128
(d). La fotoconversién se logrd por irradiaciéon a 320 nm para la ciclacién y 520 nm para la
cicloreversion.

De este modo, el proceso de FRET puede ser activado y desactivado reversiblemente por un
encendido y apagado del isomero cerrada del diheteroarileteno, como se demostr6 en los

cambios sincronizados en la absorbancia del isémero cerrado y la intensidad de fluorescencia
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del donante inducido por ciclos de irradiacién UV-vis. Bajo la fotogeneracion del isdmero
cerrado del diheteroarileteno, se observé una consecuente reduccién en la intensidad de
fluorescencia del donante con E alternando de 0 a 1 para los compuestos modelo 127 y 128,
reflejando los cambios en la distancia critica de transferencia R, El isémero fotogenerado
cerrado fue estable a temperatura ambiente en la oscuridad, como se evidencib por las senales
de absorcién y fluorescencia, por >120 h. Se utilizaron condiciones apropiadas de medicion
(concentraciones que dieron lugar a absorbancia < 0,1) para excluir efectos de filtro interno. La
concentraciéon de las muestras usada fue baja, tal que la absorbancia a la longitud de onda
critica fue < 0,05. Ademas, la emisién de la fluorescencia del compuesto 126 se mantuvo
invariante al ser expuesta a las mismas condiciones experimentales. Las posiciones maximas de
absorcién (430 nm) y fluorescencia (530 nm) para 126 antes y después de la conjugacién fueron

invariables.
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Figura 6.15. Ciclos de encendido y apagado de la fluorescencia (inicial-UV-VIS) mediante

fotoisomerizacion de 127 y 128.

Los experimentos que involucraron ciclos de cierre y apertura de anillo demostraron que el
proceso de FRET puede ser encendido y apagado reversiblemente. Realizamos 40 ciclos para
127 y 25 ciclos para 128 sin aparente fatiga (Figuras 14 y 15). El ntimero de ciclos de

activacion-desactivaciéon de FRET que puede ser logrado por irradiaciéon ciclica con luz UV y
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visible es de central importancia, tal que este parametro determina la factibilidad para llevar a

cabo determinaciones continuas en sistemas dinamicos, por ejemplo, células vivas.
6.3.4. Calculo de parametros fotocinéticos

Los parametros fotocinéticos correspondientes a las reacciones de ciclaciéon inducidas por
irradiacién con luz UV y la reaccién reversa de apertura del anillo inducida con luz visible
fueron derivados de la evolucién de las sefiales de absorcion como funcién del tiempo de
irradiacion (Figuras 6.8, 6.9 y 6.10). El estado inicial de la reacciéon de ciclacion (ida, cierre) y el
estado final de la reaccién reversa (vuelta, apertura) eran la configuracién abierta del aceptor
[0tg = Olofr = 0] Las reacciones de cierre conducen al estado fotoestacionario o, que es siempre
<1, debido a una absorcién finita del estado cerrado (y del donante en 127 y 128) en el UV
cercano. Los correspondientes cambios de absorciéon y fluorescencia durante tales reacciones
estan dados por las ecuaciones (6.8) y (6.9); asi, para E = 0y E, = 1 ( en nuestro sistema), el
apagamiento fraccional durante esa reaccion reversa deberia haber sido igual a o,

De acuerdo con el formalismo presentado (Ecuaciones (6.14)-(6.17)), se observaron
procesos monoexponenciales fueron observados en todos los casos fue observado en las
reacciones de ciclacion. Los parametros derivados de esos datos usando las ecuaciones (6.2)-(6.4)

y (6.14)4(6.17), ki, k., O Q.. y Q. estin dados en la tabla 6.4. Los dos compuestos

psss
diheteroariletenos aislados (122, 124) se diferencian en importantes aspectos: (1) Q.. fue mayor
para 122 (0,31 vs 0,17); ambos valores fueron <0,5, de acuerdo con los datos reportados para la
mayoria de los diheteroariletenos de estructura similar.” (ii) Q. fue también mayor para 122
(0,01-0,06 vs <0,01). (iii) en idénticas condiciones de irradiacién para la reacciéon de ciclacion
(340 nm), 124 consiguié un mayor Oy y a una mayor constante de velocidad que 122; estas
diferencias pueden atribuirse a una mayor absorcion de 124 en la regidon del UV cercano
(Ecuacién (6.16)). De acuerdo con el formalismo (Figura 6.8 y ecuaciones (6.2)-(6.4) y (6.14)-

(6.17)), la conjugacién con el donante no conlleva una reduccién en Q.. pero o, disminuye a

pss
causa de la contribucién mediada por el donante de RET a la reaccidn reversa de apertura (~17
y ~8 % para 122—127 y 124—128, respectivamente). Existe una buena concordancia entre los

valores de o, obtenidos por mediciones de absorcion y RMN.

pss

El esquema fotocinético muestra en teoria y en la practica un simple comportamiento
monoexponencial, a partir del cual las constantes de velocidad y los rendimientos cuanticos
para las reacciones fotocromicas de ciclacion y cicloreversiéon pueden derivarse. El formalismo

permitié la separacion de la reaccidon de fotoconversion del proceso de FRET. Los rendimientos
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cuanticos para las reacciones de ciclacion y reversa fueron iguales para 122 y 127 asi como para
124 y 128, dentro del error experimental (Tabla 6.4). Se concluye que el grupo donante en los
compuestos modelo no esta afectado por las propiedades inherentes de las reacciones de
fotoconversion y que los leves cambios observados en las constantes de equilibrio en el donante
conjugado fueron consecuencia de las diferencias en las combinadas secciones cruzadas (cross-
sections) de absorcion. Sin embargo, la conversion al isdbmero cerrado fue mas eficiente para
122 y 124 que para 127 y 128. El aumento en la cicloreversiéon producido por el aumento de
poblacién en el estado excitado debido a FRET dio lugar a un incremento del isbmero abierto
en el estado fotoestacionario inferior al 20%. De acuerdo con el esquema de la figura 6.5, el
proceso de FRET contribuye a la reaccién reversa via un segundo camino paralelo conduciendo
al diheteroarileteno al estado excitado de la forma cerrada. Los valores de Q. calculados a
partir de los datos obtenidos por irradiaciéon a 366 y 340 nm fueron los mismos, aunque a
longitudes de onda <340 nm, se observé una distintiva tendencia hacia una baja eficiencia de
conversion. Bajo todas las condiciones calculadas, los valores de Q.. fueron <0,5, esto esta de
acuerdo con la existencia de los dos conférmeros para el isémero abierto, donde s6lo uno de
ellos puede dar lugar a la ciclacion.

Generalmente, el apagamiento del donante empleado en el proceso de FRET esta reflejado
en el correspondiente cambio fraccional (reduccién) de su tiempo de vida de fluorescencia. Se
han observado dos especies en el estado fotoestacionario posterior a la irradiacién con luz UV
cercana, por ejemplo, a 366 nm. Una de esas especies corresponde a la poblacién de donante
126 unido al isémero cerrado del diheteroarileteno, este tltimo actila como un eficiente
aceptor de energia y de esta manera el apagamiento del donante es virtualmente completo. La
otra fraccion representa a 126 unido al isémero abierto del diheteroarileteno, que esta
caracterizado por una E = 0 y de esta manera es incapaz de generar un significativo efecto de
FRET. Este caso puede ser visualizado, considerando los resultados obtenidos en las
determinaciones de tiempo de vida, con una expresiéon para el decaimiento de dos especies

excitadas por un pulso de luz:
Ft)=F, [(1 — s )€ + eV ] (6.19)

donde F es la sefal inicial de fluorescencia del donante y 7p, = 7. (1-E.)/(1-E). Para el
limite E. = 1, los cilculos para ambos 127 y 128 unidos al isomero cerrado del
diheteroarileteno, 7, deberia ser demasiado corto para ser detectado en el modo frecuencia, sin

hacer caso del valor de a.. Esto es, el decaimiento de la fluorescencia deberia ser dominada

pss*
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por 7p.. El apagamiento de la fluorescencia del donante en estado estacionario Fp luego de la

fotogeneracion del isébmero cerrado deberia haber sido o E: (Ecuacién (6.8)). A partir de

pss
mediciones de RMN, se determind que oty (366 nm) = 0,33 para 122 y 0,85 para 124 estos
valores representaron exactamente el grado de apagamiento de la fluorescencia (33 y 85 %,
respectivamente) permitiendo la determinacién de la eficiencia de FRET para el isdbmero
cerrado de diheteroarileteno.

Como conclusién, los experimentos con compuestos modelo permitieron validar el

método. Se postuld un esquema fotocinético y se realizd una caracterizacioén detallada de los

procesos involucrados.
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7.1. GENERALIDADES

Uso de solventes anhidros y reactivos sensibles a la humedad: los solventes utilizados
fueron de calidad “para analisis” o superior, y se purificaron segin métodos descriptos en
bibliografia.! En todos los casos las reacciones con solventes o reactivos sensibles a la humedad
se llevaron a cabo con material de vidrio previamente flameado y bajo atmosfera de nitrogeno

0 argon.

Cromatografia en placa delgada: se utilizaron cromatofolios de silica gel F,s4 de 0,20 mm
de espesor, sobre soporte de aluminio y cromatofolios de silica RPC18 F,s545 sobre soporte de
aluminio (Merck). Los sistemas de solventes empleados (técnica ascendente) se indican en cada
caso. El revelado se realiz6 con luz UV o por inmersién en una soluciéon de 0,04 M de
(NH4)¢M070,4.4H,0, 3mM de Ce(SO4), en H,SO4H,O (9:1) y posterior calentamiento o
cinamaldehido en H,SO4Etanol (revelador especifico para biotina) o ninhidrina en etanol

(revelador especifico para grupos amino).

Cromatografia en columna: se utiliz6 silica gel 60 de malla 230-400 llamada “flash” o silica

60H (Merck). Los solventes de elucién se indican en cada caso.

Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR): se utilizé un equipo de analisis CLAR
sobre un sistema Waters con detector de arreglo de diodos y una columna de silica MZ-

Semipreparativa Kromasil 100 Sil 5 um (25 c¢m longitud, 10 mm didmetro interno).

Cromatografia Gas Liquido (CGL): Hewlett Pacard 5890 serie II Plus Gas Chomatograph.
Columna: HP5 (entrecruzada 5% fenil metilsiloxano) longitud 30 m; didmetro interno: 0,32
mm; espesor del film: 0,25 pm. Detector: FID. Método A: 60 °C durante 3 minutos, rampa a
10 °C/minutos hasta 250 °C, 250 °C durante 3 minutos. Método B: 100 °C durante 3 minutos,

rampa a 10 °C/minutos hasta 250 °C, 250 °C durante 10 minutos.
Puntos de fusién: se determinaron con un aparato de Fisher-Jones y no estan corregidos.

Resonancia magnética nuclear. los espectros de RMN se adquirieron con espectrometros
Bruker AC-200 (Departamento de Quimica Organica, FCEyN, UBA, a 200 MHz para 'H y 50
MHz para 13C), Bruker AM-500 (LANAIS RMN-500, CONICET, a 500 MHz para 'H, 125
MHz para 13C), Bruker 400 MHz (Instituto Max Planck de Bioquimica-Fisica de Géttingen
para 400 MHz para 'H), Mercury 300 MHz (Universidad de Géttingen a 300 MHz para 'H y
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75 MHz para 13C), INOVA 500 MHz (Universidad de Géttingen a 500 MHz para 'H y 125
MHz para 13C), INOVA 600 MHz (Universidad de Géttingen a 600 MHz para 'H y 150 MHz
para 13C). Se utilizaron solventes deuterados que se indican en cada caso. Los desplazamientos
quimicos (J) se indican en partes por millon (ppm) respecto de la sefial de tetrametilsilo (TMS)
o el solvente deuterado. Los patrones de acoplamientos se consideraron de primer orden, y las
constantes se expresaron en Hz. Las sefales se describen como s (singulete), d (doblete), ¢
(triplete), g (cuarteto), dd (doble doblete), ddd (doble doble doblete), sa (singulete ancho), y m
(multiplete).

La asignaciéon de los espectros de RMN se realiz6, cuando fue posible, mediante
comparaciéon con datos publicados para compuestos estructuralmente relacionados. En otros
casos fue necesario el empleo de técnicas mono y bidimensionales: APTC, HSQC, HMBC,
COSY. En los compuestos correspondientes, los atomos de carbono del perfluorociclopenteno

no pueden observarse debido a la baja intensidad y extensa particion de las sefiales.

Espectrometria de masa: se utilizaron técnicas de ionizacién de impacto electronico (IE) y
por bombardeo de atomos rapidos (FAB). IES (ionizaciéon por electrospray) y EMAR
(espectrometria de masa de alta resolucién) fueron determinados en un APEX IV 7 Tesla-
Fourier Transform lon Cyclotron Resonance (FTICR)- Mass spectrometer (Bruker) o un TSQ

7000 Triple-Stage-Quadrupol-Instrument (Finnigan) con Electrospray-lonisation.

Espectroscopia UV: se utilizaron los siguientes espectrofotometros UV/Vis: Kontron
UVIKON 920 doble haz con 1 nm de resolucion y UVIKON 943 doble haz con 1 nm de

resolucidn.

Anilisis elemental: se determindé con un analizador Leco CHN2000 con unidad

quemadora MICRO U/D (Heraeus).

Espectroscopia de fluorescencia: los espectros de fluorescencia fueron medidos con un
espectrofluorémetro  SLM  8000S (SLM Instruments Inc. Urbana IL. USA. y un

espectrofluorémetro Perkin Elmer LS50B. Los espectros de emision fueron corregidos.

Cristalografia de rayos X realizada con un Bruker generador cataling-anode y un detector
in-house SMART6000 CCD a una temperatura de 133(2) K con una resolucion de 2,4 A

usando radiacién aCuK en la Universidad de Gottingen.
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7.2 SINTESIS DE COMPUESTOS

Las secciones siguientes describen la preparaciéon de los compuestos sintetizados, y de todos

los intermediarios. Se incluye, ademas, la caracterizacién de compuestos secundarios.
7.2.1 SINTESIS DE DERIVADOS DE 1-BENZOTIOFENO (CAP{TULO 2)

3-10do-2-metil-1-benzotiofeno (41).

I, HlOg, |
m AcOH:H,0:H,50, /\
< (100:20:3)
3 h, ta. S
40 41

Se suspendieron 2-metil-1-benzotiofeno (40) (5 g, 33,8 mmol), H5IO¢ (1,54 g, 6,8 mmol),
I, (4,2 g, 16,9 mmol) en una mezcla de AcOH/H,0/H,SO, (50:10:1,5, 123 ml). La suspensién
se agitd enérgicamente durante 3 horas. Luego se volco sobre una soluciéon acuosa de NaHSOj3
(5%) y se neutralizdb con una solucién acuosa de NaOH (3 M). Se obtuvo un precipitado
amarillo que se filtré y recristaliz6 de MeOH/H,O (9:1), obteniéndose 3-iodo-2-metil-1-
benzotiofeno (41) como un sélido blanco (8,74 g, 31,9 mmol, 95%).
R/= 0,55 (hexano).
P.f.: 48-49 °C.
CGL. Método B: tg = 12,78 minutos, 2-metil-1-benzotiofeno tz = 7,85 minutos.
RMN-'H (400 MHz, CDCl;): 7,71 (H-7, 1H, d, J=7,9) 7,66 (H-4, 1H, d, J = 8,0), 7,41 (H-5, 1H,
t J=75y75), 7,32 (H6, 1H, ¢, J= 7.5y 7,5), 2,60 (CHs, 3H, s).
RMN-13C (50 MHz, CDCI3): 141,3 (C-3a, C), 139,2 (C-2, C), 138,2 (C-7a, C), 125,1 (C-5, CH),
124,9 (C4, CH), 124,8 (C-6, CH), 122,0 (C-7, CH), 81,0 (C-3, C), 18,8 (CH;, CH3).
EM (IES): m/z (int.rel.): 274 [M*] (100); 147 (70).
Analisis elemental. CoH;IS. Calculado: C 39,43; H 2,57. Encontrado: C 39,22; H 2,35.

3,37-(3,3,4,4,5,5-hexafluorociclopent-1-en-1,2-diil)bis(2-metil-1-benzotiofeno) (42).

|
X 1) n-Buli, Et,0,-78 °C, 1 h
11) CSF& -78 0C:, 1h- ta.

S

41
Una solucién de mbutil litio (1,6 M en hexano, 13 ml, 20,8 mmol) se agregd a una
solucién de 3-iodo-2-metil-1-benzotiofeno (41) (5 mg, 18,2 mmol) en éter etilico (anhidro,

160 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argdn. Se agitdé durante 1 hora. Se observo un precipitado
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blanco. Posteriormente se agregd perfluorociclopenteno (1,2 ml, 9,1 mmol). La solucién se
torn6 amarilla. Luego de una hora a -78 °C, se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se
neutralizé con una solucién acuosa de HCI (1N, 100 ml). Se extrajo con éter etilico (2 x 50 ml).
La fase organica se lavd con una solucidon acuosa saturada de NaCl, se secd con Na,SOy, filtro y
evapord al vacio. El crudo de reaccién se purificé en columna de silica flash en hexano,
rindiendo  3,3°-(3,3,4,4,5,5-hexafluorociclopent-1-en-1,2-diil)bis(2-metil-1-benzotiofeno)?
(42) como un soélido blanco (2,1 g, 4,5 mmol, 49 %).

R¢= 0,30 (hexano), 0,45 (Hexano/AcOEt 98:2). Revela como una mancha rosa al UV.

P.f.: 162-163 °C.

CGL. Método B: tg = 21,87 minutos.

RMN-IH (300 MHz, CDCly): 7,68 (H-4 y H-7 ap, 4H, dd, /= 7,5 y 7,8) 7,61-7,55 (H-4 y H-72H
p, m), 7,38 (H-5* ap, 2H, ddd, J= 8,2, 7,0 y 1), 7,30 (H-6* ap, 2H, ddd, J= 7,5, 7,5 y 1), 7,20-
7,17 (H-5 y H-6 p, 2H, dd, J= 6,0 y 6,0), 2,49 (CH;3 p, 3H, s), 2,22 (CHj3 ap, 6H, s). Conférmero
paralelo/conférmero antiparalelo 33:67. () Estas sefiales son intercambiables.

RMN-B3C (75 MHz, CDCI3): 142.6 (C-2 ap, C), 141,1 (C-2 p, C), 138,3 (C-3a*ap, C), 138,2
(C7a* ap + C3a** p, C), 138,0 (C7a** p, C), 124,6 (C-5*** ap, CH), 124,4 (C5 y C-6 p, CH),
1243 (C6*** ap, CH), 122,1 (C4 y G7 ap, CH), 121,8 (C4 y C7 p, CH), 119,4 (C3 p, C),
119,1 (C-3 ap, C), 15,2 (CH3 p, CH3), 15,1 (CH3 ap, CH3). (*), (**) y (***) Estas sefales son
intercambiables.

EM (IES): m/z (int.rel.): 468 [M*] (40); 294 (80); 147 (100).

EMAR: Cy3H4F4S, Calculado: 468,0441. Encontrado: 468,0441.

Analisis elemental. Calculado: C 58,97; H 3,01. Encontrado: C 59,21; H 2,86.

1,1"(3,3,4,4,5,5-hexafluorociclopenten-1-en-1,2-diil)disulfanediil|bis(2-prop-1-in-1-
ilbenceno (43).

F2
I Fao Fo
X 1) n-BulLi, Et,0,>-78°C, 1 h
S i) CsF5, 78 °C, 1 h = ta. s s
ol \ 43 /

R¢= 0,11 (hexano).
RMN-'H (300 MHz, CDCL): 7,42 (H, 1H, dd, /= 7,5 y 1,6), 7,33 (H-, 1H, dd, J= 7,5 y 1,6),
7,28 (H-, 1H, ddd, J=17,5,7,5y 1,7), 7,22 (H-, 1H, ddd, J= 7,5, 7,5 y 1,7), 2,10 (CH3, CH3).
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RMN-B3C (75 MHz, CDCI3): 132,9 (CH), 132,9 (CH), 129,3 (C), 128,9 (CH), 128,0 (CH), 127,9
(©), 93,6 (C), 4,6 (CH3).
EM (IES): m/z (int.rel.): 468 [M*] (100); 453 (44), 448 (43), 420 (38), 419 (25), 318 (61); 147 (40).
EMAR: C,3H4F4S, Calculado: 468,0441. Encontrado: 468,0441.
Cristalografia de Rayos-X: Temperatura: 133 (2) °K. Sistema cristalino monoclinico, P 2(1)/n.
Dimensiones de la celda unidad: a=11,0032 (9) A oa=90°.

b=13,8025 (10) A B =107,885 (6)°.

c=14,7136 (10) A y=90°.

Volumen : 2126,6 (3) A,

3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-en-1-il)-2-metil-1-benzotiofeno (45).

F>
|
& i) n-Buli, E,0, 78°C, 1h F2 F2
11) C5F8 -78 OC, 1 h - t.a.
S ’ N F
a1 45

S

Una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 12,5 ml, 20,1 mmol) se agregd a una
solucién de 3-iodo-2-metil-1-benzotiofeno (41) (5 mg, 18,2 mmol) en éter etilico (anhidro,
300 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argdn. Se agitd durante 1 hora. Se observé un precipitado
blanco. Posteriormente se agregd octafluorociclopenteno (1,6 ml, 27 mmol). La solucién se
torn6 amarilla-anaranjada. Luego de una hora a -78 °C, se dej6 llegar a temperatura ambiente.
Se neutralizé con una solucién acuosa de HCI (1N, 200 ml). Se extrajo con éter etilico (2 x 50
ml). La fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl, se secé con Na,SOy,
filtr6 y evapor6 al vacio. El crudo de reaccién se purificd con columna de silica flash en
hexano, rindiendo 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-en-1-il)-2-metil-1-benzotiofeno
(45) un soélido blanco (4,54 g, 13,4 mmol 73 %).

Rs= 0,61 (hexano).

P.f.: 67-68 °C.

CGL. Método B: tg = 9,94 minutos.

RMN-IH (400 MHz, CDCly): 7,80 (H-7, 1H, dd, ] = 7,0 y 2,0), 7,49 (H-4, 1H, d, J = 7.8), 7,40
(H-5, 1H, m), 7,36 (H-6, 1H, m), 2,53 (CHs, 3H, s).

RMN-B3C (50 MHz, CDCls): 144,1 (C-2, C), 138,2 (C-3a y C-7a, C), 125,1 (C-5, CH), 124,8 (C-
6, CH), 122,2 (C-7, CH), 121,6 (C4, CH, t, ] = 2,3), 114,3 (C-3, C), 14,6 (CH3, CH3).

EM (IES): m/z (int.rel.): 340 [M*] (100); 147 (75), 69 (33).

EMAR: Calculado 340,0157. Encontrado: 340,0157.
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Analisis elemental. Cj4H,F;S. Calculado: C 49,42; H 2,07. Encontrado: C 49,31; H 1,85.

1-(2,2-dietoxietilsulfanil)-3-metoxibenceno (55).

/@\ \lo o( K,00;, acetona
~o sy j/ T 17hta /@\ j/
o Br

Se agregd gota a gota bromoacetaldehidodietilacetal (5,3 ml, 35 mmol) a una mezcla de 3-
metoxifenotiol (54) (4 ml, 31 mmol) y K,CO3 (5 g 36 mmol) en acetona (35 ml), a
temperatura ambiente. La mezcla se agité6 durante 16 horas. Posteriormente la suspension se
filtr6 y se lavo el s6lido con acetona. El filtrado y los lavados se juntaron y concentraron al
vacio. El residuo se diluyé con agua y se extrajo con éter etilico. El extracto organico se lavo
con una soluciéon acuosa de KOH (0.5 M), H,O y una solucién acuosa saturada de NaCl. Se
secO con Na,SOy, filtr6 y evapordé al vacio. Se obtuvo 1+(2,2-dietoxietilsulfanil)-3-
metoxibenceno? (55) como un aceite amarillo oscuro (5,6 g, 21,8 mmol, 70 %), que se utiliz6
en el siguiente paso sin purificacion.
R/= 0,17 (Hexano/AcOEt 98:2).
RMN-IH (400 MHz, CDCly): 7,17 (H-5, 1H, dd, /= 8 y 8), 6,90-6,96 (H-2 y H-6*, 2H, m), 6,70
(H4*, 1H, dd, ] = 2,4 y 8) 4,64 (CH,-CH-(OCH,CHj),, 1H, ¢ J = 5,5), 3,77 ((OCHj;, 3H, s),
3,50-3,70 (-CH-(OCH,CHs;),, 4H, m), 3,13 (S-CH,-CH, 2H, d, /= 5,5), 1,19 (-CH-(OCH,CHj;),,
6H, t). (*) Estas sefiales son intercambiables.
RMN-13C (50 MHz, CDCly): 159,8 (C-3, C), 137,8 (C-1, C), 129,6 (C-5, CH), 121,1 (C-6, CH),
1144 (C4*, CH), 111,7 (C2*, CH), 101,6 (CH,CH{(OCH,CH;),, CH,), 62,1 (-CH-
(OCH,CH3;),, CH,), 55,2 (OCHj;, CH3), 37,2 (S-CH,-CH, CH,), 15,2 (-CH-(OCH,CHj),,
CH;).
EM (IES): m/z (int.rel.): 256 [M*] (12); 165 (20); 103 (100); 75 (52); 47 (44).

4-y 6-metoxi-1-benzotiofeno (57 y 56).

(@) (o) BF3.Et20, CHzclz’ -
_— +
/©\ ]/ 30 min, ta. © /S\ /S\
~o S
55 56 57

relacion 10:1 y 15:1
Se agregd gota a gota una solucioén de 1-(2,2-dietoxietilsulfanil)-3-metoxibenceno (55)

(5,6 g, 21,8 mmol) en CH,Cl,, a una solucién de BF;.Et,0O (3 ml, 28,3 mmol) en CH,Cl, (440
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ml) a temperatura ambiente y bajo atmosfera de nitrogeno. La mezcla se agitd por 30 minutos.
Posteriormente se tratdé con una solucién acuosa de NaHCOj; (5%) y se agitdé hasta que ambas
fases estuvieron transparentes. Se separ6 la fase organica y se extrajo la fase acuosa con CH,Cl,.
Las fases organicas se juntaron, secaron con Na,COjsy concentraron al vacio. Se obtuvo un
liquido naranja oscuro que se purificé por cromatografia flash con hexano como solvente de
eluciéon. Se obtuvieron 2,4 g de una mezcla de 4-y 6-metoxi-1-benzotiofeno (57 y 56)3 (1:13)
como un liquido transparente (68%, 14,8 mmol). Rendimiento de los dos pasos (48%).
R/=0,31 (hexano).

6-metoxi-1-benzotiofeno (56): RMN-H (400 MHz, CDCls): 7,70 (H-4, 1H, d, J = 8,7), 7,36
(H7, 1H, d, J=2), 7,26 (H2 y H-3, 2H, s), 7,02 (15, 1H, dd, /= 8,7 y 2), 3,88 (3H, 5, -OCH}).
RMN-13C (75 MHz, CDCly): 157,3 (C-6, C), 141,1 (C-7a, C), 133,6 (C-3a, C), 124,1 (C-4, CH),
123,6 (C-2*, CH), 123,4 (C-3*, CH), 114,4 (C-5, CH), 104,7 (C-7, CH), 55,5 (CH;0-, CH3).

R/= 0,39 (hexano).

4-metoxi-1-benzotiofeno (57): RMN-'H (400 MHz, CDCls): 7,53 (H-2, 1H, d, J = 6,2), 7,49
(H-7, 1H, d, J= 8), 7,36-7,26 (H-3 y H-6, 2H, m), 6,76 (H-5, 1H, d, J = 7,8), 3,97 (CH;0-, 3H).
RMN-13C (75 MHz, CDCLy): 155,0 (C4), 141,2 (C-7a), 130,4 (C-3a), 125,2 (C3*), 124,5 (C-6*),
120,5 (C-2), 114,8 (C-7), 103,7 (C-5), 55,3 (CH,0-, CH3).

EM (IES): m/z (int.rel.): 164 [M*] (100); 149 (28); 121 (39).

2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (58 y 59).

o— o—
1) n-BuLi, THF, -20 °C,
AN o, -bipiridilo, 30 min  \
+
0o Q/ Y ﬁ/ Y i) CHyl, 20°C > ta. O Q/ Y+ é/ Vo
S S S S
56 57 58 59

relacion 13:1 y 15:1

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,5 M en hexano, 9,8 ml, 14,6 mmol) a una
solucion agitada de 4-y 6-metoxi-1-benzotiofeno (57 y 56) (2 g, 12,2 mmol, relaciéon 1:15) y
o, -bipiridilo (5 mg) en THF (20 ml) a -20 °C bajo atmoésfera de argén. Luego de 30
minutos se agregd CH3l (1,15 ml, 18,3 mmol). Se dej6 llegar a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicion6 una solucién acuosa de HCI (IN). Se extrajo con acetato de etilo.
La fase organica se lavé con H,O y una solucién acuosa saturada de NaCl, se secod con Na,SOy,
se filtr6 y evapord al vacio. Se obtuvo una mezcla de 2-metil (4- y 6)-metoxi-1-benzotiofeno
(2,09 g, 11,6 mmol, 96%) que es separada por columna de silica flash en hexano, obteniéndose
2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno* (58) (1,93 g, 10,8 mmol) y de 2-metil-4-metoxi-1-

benzotiofeno (59) (0,15 g, 0,7 mmol) siendo el rendimiento de 92%.
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R/= 0,29 (Hexano/AcOEt 98:2).

P.f.: 2425 °C.

2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (58): RMN-'H (400 MHz, CDCl;): 7,52 (H4, 1H, d, J =
8,7), 7,24 (H-7, 1H, d, J = 2,3), 6,93 (H-5, 1H, dd, J = 8,7 v 2,3), 6,87 (H-3, 1H, ), 3,86 (CH;O-,
3H, s), 2,54 (CH3, 3H, s).

RMN-13C (75 MHz, CDCl;): 156,6 (C-6, C), 140,9 (C-3a, C), 138,0 (C-2, C), 134,3 (C-7a, C),
123,0 (C4, CH), 120,9 (C-3, CH), 113,7 (C-5, CH), 104,8 (C-7, CH), 55,5 (CH;0-, CH3), 15,9
(CH;, CH3).

EMAR: Calculado: 178,0452. Encontrado: 178,0452.

EM (IES): m/z (int.rel.): 178 [M*] (100); 163 (82); 135 (16); 134 (11); 91 (12).

Analisis elemental. C;yH,OS Calculado: C, 67.38; H, 5.65. Encontrado: C, 67.45; H, 5.53.

R/= 0,37 (Hexano/AcOEt 98:2).

2-metil-4-metoxi-1-benzotiofeno (59): RMN-H (400 MHz, CDCLy): 7,34 (H-7, 1H, d, J =
8,0), 7,19 (H-6, 1H, dd, /= 8,0 y 7,9), 7,14 (H-3, 1H, s), 6,71 (H-5, 1H, d, /= 7.9), 3,93 (CH;O-,
3H, s,), 2,58 (CHj;, 3H, s).

RMN-BC (75 MHz, CDCLy): 154,0 (C4, C), 141,0 (C7a, C), 139,1 (C2, C), 130,8 (C-3a, C),
124,2 (C-6, CH), 118,1 (C-3, CH), 114,4 (C-7, CH), 103,9 (C-5, CH), 55,2 (CH;0-, CH3), 16,0
(CH;, CH3).

3-10do-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (60).

I,, HslOg |
N/ 7\—\/ AcOH:H,0:H,80,
o / s\ (100:20:3) 0 /N
3 h, ta. S
58 60

Se suspendieron 2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (58) (2 g, 11,2 mmol), H;IO4 (0,51 g,
2,2 mmol), I, (1,28 g, 5,1 mmol) en una mezcla de AcOH/H,0/H,SO,4 (100:20:3, 105 ml). La
suspension se agitd enérgicamente durante 3 horas. Luego se volco sobre una solucién acuosa
de Na,SO; (5%). Se obtuvo un precipitado beige que se filtra. El solido se recristalizd de
MeOH/H,0O (9:1), obteniéndose 3-iodo-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (60) como un
solido blanco, (3,12 g, 10,3 mmol, 92 %).
R/= 0,34 (Hexano/AcOEt 98:2).
P.f.: 69-70 °C.
RMN-H (400 MHz, CDCls): 7,52 (H-4, 1H, d, J = 8,7), 7,21 (H-7, 1H, d, J = 2,34), 7,01 (H-5,
1H, dd, J= 8,7 y 2,3), 3,87 (CH;0-, 3H, s), 2,55 (CHs, 3H, ).
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RMN-13C (50 MHz, CDCl;): 157,8 (C-6, C), 139,2 (C-7a, C), 136,3 (C-2, C), 135,3 (C-3a, C),
1254 (C4, CH), 114,6 (C-5, CH), 104,82 (C-7, CH), 80,1 (C-3, C), 55,7 (CH;0-, CH3), 18,6
(CH3;, CH3).

EM (IES): m/z (int.rel.): 304 [M*] (100); 289 (52); 178 (53); 163 (51); 134 (30).

Analisis elemental. C;yHoIlOS Calculado: C: 39,49; H: 2,98. Encontrado: C: 39,71, H: 3,20.

3,37-(3,3,4,4,5,5-hexafluorociclopent-1-en-1,2-diil)bis(6-metoxi-2-metil-1-benzotiofeno) (61).

F2
I i) mBuli, THF, 78°C, 1h F2 Q Fa
~o ]\ ) CsFs, 78°C, 1 h = ta. 0 p
o / A

S (0]

S S
60 61

Una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,45 ml, 0,72 mmol) se agregd a una
soluciéon de 3-iodo-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (60) (200 mg, 0,66 mmol) en THF
(anhidro, 2 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argdn. Se agité durante 1 hora. Se observé un
precipitado blanco. Posteriormente se agregd perfluorociclopenteno (CsFg, 0,04 ml, 0,33
mmol). La solucién se torné marrén-rojiza. Luego de una hora a -78 °C, se dejo llegar a
temperatura ambiente. Se neutralizé con una solucién acuosa de HCI (1N, 3 ml). Se extrajo con
acetato de etilo (4 x 3 ml). La fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl,
se seco con Na,SOy, filtrd y evapord al vacio. El crudo de reaccion se purificd en columna de
silica flash en hexano, obteniéndose 3,37-(3,3,4,4,5,5-hexafluorociclopent-1-en-1,2-
diil)bis(6-metoxi-2-metil-1-benzotiofeno)* (61) como un sélido blanco (40 mg, 0,08 mmol,
12 %).

R¢= 0,13 (Hexano/AcOEt 98:2). Revela rosa con luz UV.

P.f.: 189-190 °C

RMN-H (600 MHz, CDCly): 7,52 (H-4 ap, 1,28H, d, J = 8,9), 7,39 (H4 p, 0,72H, d, J =
8,9),7,16 (H-7 ap, 1,28H, d, J = 2,2), 7,07 (H-7 p, 0,72H, d, J = 2,0), 6,98 (H-5 ap, 1,28H, dd, J =
8,9 v 2,2)), 6,79 (H-5 p, 0,72H, dd, J = 8,9 y 2,0), 3,84 (CH;0- ap, 3,84H, s), 3,77 (CH;0- p,
2,16H, s), 2,42 (CH;3 p, 2,16H, s), 2,13 (CHj3 p, 3,84H, s). Conférmero paralelo (p)/conférmero
antiparalelo (ap)= 36:64.

RMN-B3C (150 MHz, CDCls): 157,3 (C-6 ap, C), 157,2 (C-6 p, C), 139,7 (C-2* ap, C) 139,6 (C-
7a* ap, C), 139,4 (C2** p, C) 139,3 (C-7a*" p, C), 132,2 (C-3a p + C-3a ap, C), 122,38 (C4 ap,
CH), 122,6 (C4 p, CH), 119,0 (C-3 p, C), 118,8 (C3 ap, C), 114,4 (C-5 ap, CH), 114,2 (C5 p,
CH), 104,7 (C-7 ap, CH), 104,5 (C-7 p, CH), 55,6 (CH;0- ap, CH3), 55,5 (CH,0- p, CH3), 15,1
(CHj; p, CH3), 15,0 (CH3 ap, CH3). (*) y (**) Estas sefiales son intercambiables.
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EM (IES): m/z (int.rel.): 528 [M*] (100); 480 (30). Otro espectro da 528 [M*] (100); 498 (15).
EMAR: C,sH3F¢O,S, Calculado: 528,0652, Encontrado: 528,0652.

3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-en-1-il)-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (62).

l i) n-Buli, Et,0,-78 °C, 1h
o I\ i) CsFg, 78 °C, Th = ta.

S

60

Se agregd una soluciéon de nbutil litio (1,6 M en hexano, 3,9 ml, 6,3 mmol) a una solucién
de 3-i0do-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (60) (1,74 g, 5,7 mmol) en éter etilico (anhidro,
60 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argoén. La suspension blanca obtenida se agitdé durante 1
hora. Posteriormente se agregd con jeringa octafluorociclopenteno (1,1 ml, 8,6 mmol). El
precipitado se disolvié durante el agregado y la solucién se tornd naranja. Luego de una hora a
-78 °C, se dejo6 llegar a temperatura ambiente. Se neutralizé con una solucién acuosa de HCI
(IN, 30 ml). Se extrajo con éter etilico (2 x 20 ml). La fase organica se lavd con H,O y una
solucién acuosa saturada en NaCl, se secd con Na,SOy, filtrd y evaporo al vacio. El crudo de
reaccion se purifico en columna de silica flash en hexano, obteniéndose 3-(2,3,3,4,4,5,5-
heptafluorociclopent-1-en-1-il)-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno*  (62) un  liquido
transparente (1,37 g, 3,7 mmol, 65 %) que cristaliza en la heladera.
R/= 0,57 (Hexano/AcOEt 98:2), Ry= 0,44 (hexano).
P.f.: 38-39 °C.
RMN-H (400 MHz, CDCls): 7,37 (H-4, 1H, d, /= 8,9), 7,26 (H-7, 1H, d, J = 2), 7,01 (H-5, 1H,
dd, J= 8,9 y 2,4), 3,87 (CH;0-, 3H, s), 2,47 (CHj, 3H, s).
RMN-BC (50 MHz, CDCl;): 157,6 (C-6, C), 141,2 (C-2, C), 139,7 (C-7a, C), 132,0 (C-3a, C),
122,3 (C4, CH, ¢ J = 2,5), 114,8 (C5, CH), 113,8 (C3, C), 104,9 (C-7, C), 55,7 (CH,0-, CH3),
14,6 (CH;, CH3).
RMN-13C desacoplado de F (50 MHz, CDCl;): 157,6 (C-6, C), 154,8 (C-2", CF) 141,2 (C-2, C),
139,7 (C-7a, C), 132,0 (C3a, C), 122,3 (C4, CH, d, J = 160), 119,3, (C-1'C), 1154 (C-3, CE2),
114,8 (C5, CH, d, J = 160), 113,8 (C-3, C), 110,7 (C4"*, CF2), 110,4 (C-2"*, CF2), 104,9 (C7,
G, d, J=160), 55,7 (CH;0-, CH3, q, /= 144), 14,6 (CH3, CH3, ¢, /= 130).
EM (IES): m/z (int.rel.): 370 [M] (100); 355 (34); 304 (56); 289 (20); 178 (16); 134 (18).
EMAR: Calculado: 370,0262. Encontrado: 370,0262.

Analisis elemental. C;sHgF,OS. Calculado: C 48,65; H 2,45. Encontrado C 48,66; H 2,26.
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3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-en-1-il]-2-metil-6-metoxi-

1-benzotiofeno (63).

! i) n-BuLi, THF, 78 °C, 1 h
N =
o} 1\ i) 45,78 °C, 1 h = ta.

S

60

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,3 ml, 0,49 mmol) a una
soluciéon de 3-iodo-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (60) (150 mg, 0,49 mmol) en THF
(anhidro, 2 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argén. La solucidon se agitdé durante 1 hora.
Posteriormente se agregd una soluciéon de 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-
metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (45) (140 mg, 0,41 mmol) en THF (anhidro, 1ml). Luego de
una hora a -78 °C, se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se neutraliz6 con una solucién
acuosa de HCI (1N, 20 ml). Se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). La fase organica se lavd con una
solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtrd y evaporé al vacio. El crudo de
reacciéon se purific6 en columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-en-1-il}-2-metil-6-metoxi-1-
benzotiofeno (63) como un sélido blanco-amarillo (70 mg, 0,14 mmol, 34 %).
R= 0,24(Hexano/AcOEt 98:2), con luz UV revela rosa.
RMN-H (600 MHz, CDCls): 7,69 (H-4" ap, 1,28H, d, J = 8,0), 7,66 (H-7" ap, 1,28H, d, /= 7,3),
7,60 (H4"* p, 0,72H, m), 7,52 (H-4 ap + H-7"* p, 2H, m), 7,44 (H4 p, 0,72H, d, ] = 8.,8), 7,36
(H-5" ap, 1,28H, dd, J= 7,4y 8,0), 7,30 (H-6" ap, 1,28H, dd, /= 7,4 y 7,8), 7,18 (H-5" p + H-6’
p, 1,44H, m), 7,16 (H-7 ap, 1,28H, s), 7,07 (H-7 p, 0,72H, s), 7,00 (H-5 ap, 1,28H, d, ] = 8,8),
6,79 (H-5 p, 0,72H, d, J = 8,7), 3,84 (CH;O- ap, 3,84H, s), 3,77 (CH;O- p, 2,16H, s), 2,49
(CH3(2°) p, 2,16H, ), 2,43 (CH;(2) p, 2,16H, s), 2,21 (CH;(2") ap, 3,84H, s), 2,15 (CH;(2) ap,
3,84H, s). Conférmero paralelo (p)/conférmero antiparalelo (ap)= 36:64. () Estas sefales son
intercambiables.
RMN-13C (150 MHz, CDCLy): 157,3 (C-6 ap, C), 157,2 (C-6 p, C), 142,6 (C2" ap, C), 142,2 (C-
2" p, C), 139,8 (C-7a ap, C) 139,6 (C-2 ap, C), 139,4 (C-7a p, C) 139,3 (C2 p, C), 138,3 (C-3a’
ap, C), 138,1 (C-7a” ap + C-3a’ p, C), 138,1 (C-7a” p, C), 132,2 (C-3a ap + C-3a p, C), 124,6 (C-
5" ap, CH), 124,5 (C-5"* p, CH), 124,3 (C-6 ap + C-6"* p, CH), 122,8 (C4 ap, CH), 122,6 (C4
p, CH), 122,2 (C-7° ap, CH), 122,1 (C4" ap, CH), 122,0 (C-4"** p, CH), 121,8 (C7"** p, C),
119, 4 (C3" p, C), 119,2 (C3” ap, C), 118,9 (C-3 p, C), 118,7 (C-3 ap, C), 114,4 (C-5 ap, CH),
114,2 (C5 p, CH), 104,7 (C-7 ap, CH), 104,4 (C-7 p, CH), 55,6 (CH;0- ap, CH3), 55,5 (CH;0-
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p, CH3), 15,3 (CH,(2") p, CH3), 15,2 (CH;(2) p, CH3), 15,1 (CH,(2") ap, CH3), 15,0 (CH;(2)
ap, CH3). (*) y (**) Estas sefiales son intercambiables.

EM (IES): m/z (int.rel.): 498 [M*] (60); 483 (24); 94 (100).

EMAR: C,4H4F¢OS, Calculado:.498,0547 Encontrado: 498,0547.

Analisis elemental. Calculado: C 57,82, H 3,24 Encontrado: C 57,98, H 3,01.

2-metil-1-benzotien-6-ol (65).

58 S 65 S

Se adicioné BBr; (0,3 ml, 3,1 mmol) a una solucién de 2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno
(58) (0,5 mg, 2,8 mmol) en CH,Cl, (15 ml) bajo atmésfera de nitrégeno en bafio a -40 °C. Se
dejo llegar a temperatura ambiente. Luego de 3 h se adiciond cuidadosamente gota a gota
EtOH (3 ml) y posteriormente H,O (5 ml). Se extrajo la fase organica, se sec6 con Na,SOy, se
filtr6 y evapor6 al vacio. Se purificé con columna flash de silica con ciclohexano/AcOEt 8:2. Se
obtuvieron 0,45 g (2,7 mmol) de 2-metil-1-benzotien-6-ol (65) (98%).
R¢= 0,22 (Ciclohexano/AcOEt 9:1).
P.f.: 113-114 °C.
RMN-H (400 MHz, CDCLy): 7,49 (H4, 1H, d, J = 8,6), 7,19 H7, (1H, d, J = 2,3), 6,86 (H-3,
1H, s), 6,84 (H-5, 1H, d, J= 8,6 y 2,3), 4,64 (OH, 1H, s), 2,53 (CH;, 3H, ).
EM (IES): m/z (int.rel.): 164 [M*] (90); 163 (100).
EMAR: CyHgOS. [M-H] Calculado: 163,02231 Encontrado: 163,02232.
AnAlisis elemental. Calculado: C 65,82, H 4,91 Encontrado: C 65,27, H 4,65.

Trifluorometansulfonato de 2-metil-1-benzotien-6-ilo (66).

T£,0, Py, CH,CI
HO@/_X S TE T mm
S S
65 66

Se adicioné anhidrido trifluormetansulfénico (0,82 g, 2,9 mmol) a una solucién de 2-
metil-1-benzotien-6-ol (65) (0,4 g, 2,4 mmol) y piridina (0,2 ml, 2,7 mmol) en CH,Cl, (6 ml),
bajo atmosfera de nitrogeno a 0 °C. Luego de 2 horas se dejé llegar a temperatura ambiente y se
agregd una solucién acuosa de HCI (IN, 2 ml). Se extrajo la fase organica, se sec6 con Na,SOy,
se filtr6 y evapor6 al vacio. El producto crudo fue purificado en columna de silica flash con

ciclohexano, rindiendo trifluorometansulfonato de 2-metil-1-benzotien-6-ilo (66) (0,59 mg,

2 mmol, 82 %).
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R¢= 0,51 (Ciclohexano/AcOEt 9:1).

P.f.: 26-27 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDCLy): 7,67 (H-4, 1H, d, ] = 8,7), 7,67 (H-7, 1H, d, J = 2,3), 7,21 (H-5,
1H, d, J= 8,7 y 2,3), 7,00 (H-3, 1H, s), 2,61 (CHs, 3H, ).

RMN-I3C (75 MHz, CDCl;): 145,8 (C-6, C), 143,8 (C-2, C), 140,3 (C-3a, C), 140,1 (C-7a, C),
123,5 (C4, CH), 121,0 (C-3, CH), 117,7 (C-5, CH), 114,8 (C-7, CH), 16,2 (CH3, CH3).

Anilisis elemental. Ci(H;F;03S, Calculado: C 40,54, H 2,38 Encontrado: C 40,36, H 2,44.

1-{[(2-metil-1-benzotien-6-il)carbonil]oxi } pirrolidin-2,5-diona (69).

Pd(AcO),, Xantphos, o Q
NHS, CO, Et;N, DMSO, /\
TfO 1\ 70°C, 17 h N

s \ s

66 69

Se agregd TEA (0,25 ml, 1,8 mmol) a una mezcla de trifluorometansulfonato de 2-metil-
1-benzotien-6-ilo 66 (300 mg, 1,1 mmol), Pd(AcO), (12 mg, 0,05 mmol), Xantphos (3 mg,
0,005 mmol) y NHS (170 mg, 0,15 mmol) en DMSO (3 ml), bajo atmésfera de argén. TEA y
DMSO fueron previamente desgasificados con tres ciclos de freeze-pump-thaw y la NHS se seco
durante 24 horas al vacio con P,Os. La solucién se purgé con monodxido de carbono durante
15 minutos y se agité con un globo de CO a 70 °C por 17 horas. Luego se enfri6 la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente, se diluyé con AcOEt 5 ml y se lavoé con una soluciéon acuosa
saturada de NaHCO; (5 ml) y H,O (5 ml). La fase organica se secé con Na,SOy, filtrd y
evapord para dar el producto crudo. Se purifico en columna de silica con hexano/acetona 8:2,
obteniéndose 1-{[(2-metil-1-benzotien-6-il)carbonil]oxi} pirrolidin-2,5-diona (69) como un
solido blanco (160 mg, 0,58 mmol, 55%).

R¢= 0,2 (Ciclohexano/AcOEt 7:3).
RMN-H (300 MHz, MeOD/DMSO): 8,72 (H-7, 1H, s), 7,97 (H-5, 1H, d, J = 8,5), 7,91 (H-4,
1H, d, J = 8,5), 7,31 (H-3, 1H, s), 2,92 (dos CH,, 4H, 5), 2,59 (CH;, 3H, s).

6-(trimetilsilil-1-in-1-i1)-2-metil-1-benzotiofeno (70).

TMSA, TEA,
Pd(PPh;),Cl, DMF, /Q_)\
m( Z/ ) LR - 7
S » S
66 70

Se agregd Pd(PPh;),Cl, (48 mg, 0,07 mmol) a una mezcla de trifluorometansulfonato de
2-metil-1-benzotien-6-1lo 66 (450 mg, 1,52 mmol), TEA (1,2 ml) en DMF (6 ml) a 60 °C bajo

atmosfera de argbn. Luego de 10 minutos se adicion6 TMSA (0,27 ml, 1,92 mmol), se dej6 la
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mezcla durante 7 horas. Se agregd con éter etilico (20 ml) y se extrajo con una solucién acuosa
de acido citrico (0,1 M, 2 x 25 ml). Se lav6 la solucién organica con H,O, una solucién acuosa
saturada de NaCl (10 ml), se seco6 con Na2SO4, filtré y evaporé al vacio. El crudo de reaccion
se purificd por columna cromatografica de silica flash en hexano, obteniéndose 6-(trimetilsilil-
1-in-1-il)-2-metil-1-benzotiofeno (70) como un sélido blanco (190 mg, 0,85 mmol, 51%).

R/= 0,48 (hexano).

P.f.: 44-45 °C

RMN-IH (300 MHz, CDCI3): 7,87 (H-7, 1H, s), 7,55 (H4, 1H, d, J = 8,2), 7,38 (H-5, 1H,
dd, J= 8,2y 1), 6,95 (H-3, 1H, s), 2,58 (CHs, 3H, s), 0,26 (CHj)sSi-, 9H, s).

3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-2-metil-1-
benzotien-6-ol (67).

BBI’3’ CH2C12
B ————
40°C > ta.3h

Se adicion6 BBrj (0,045 ml, 0,48 mmol) a una soluciéon de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-
metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (63) (216 mg,
0,43 mmol) en CH,Cl, (5 ml) bajo atmosfera de nitrégeno en bafio a -40 °C. Luego de 3 horas
se dejo llegar a temperatura ambiente. Se adicion6 cuidadosamente gota a gota EtOH (1 ml) y
posteriormente H,O (2 ml). Se extrajo la fase organica, se secé con Na,SOy, se filtrd y evapord
al vacio. Se purificé con columna flash de silica con ciclohexano/AcOEt 8:2, se obtuvieron 170
mg (0,34 mmol, 79%) de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-
en-1-il]-2-metil-1-benzotien-6-ol (67).

R¢= 0,34 (Ciclohexano/AcOEt 8:2).

Trifluorometansulfonato de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-

ciclopent-1-en-1-il]-2-metil-1-benzotien-6-ilo (68).

szo, Py, CHzclz
0°C,2h — ta.
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Se adicion6 Tf,0 (120mg, 0,42 mmol) a una solucién de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-
metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il}-2-metil-1-benzotien-6-0l  (67) (179 mg, 0,35
mmol) y piridina (0,03 ml, 0,39 mmol) en CH,Cl, (3 ml), bajo atmésfera de nitrégeno a 0 °C.
Luego de 2 horas se dejo llegar a temperatura ambiente y se agregd una soluciéon acuosa de HCI
(IN, 0,5 ml). Se extrajo la fase organica, se sec6 con Na,SOy, se filtr6 y evapord al vacio. El
producto crudo fue purificado en columna de silica flash con ciclohexano rindiendo
trifluorometansulfonato de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-
ciclopent-1-en-1-i1]-2-metil-1-benzotien-6-ilo (68) como un sélido blanco (110 mg, 0,18
mmol, 51 %).

R¢= 0,33 (Ciclohexano/AcOEt 98:2).

P.f.: 120-121 °C.

RMN-H (300 MHz, CDCL): 7,71 (1,23H, d, J = 7,4), 7,69 (1,23H, dd, J = 8,9 y 1,8), 7,54-7,65
(4,77H, m), 7,47 (0,77H, d, J = 7,7), 7,28-7,40 (3,69H, m), 7,15-7,23 (1,54H, m), 7,09 (0,77H, dd,
J=189y 22 Hz), 2,50 (2,32H, s), 2,48 (2,32H, s), 2,23 (3,69H, s), 2,19 (3,69H, s); conférmero
paralelo (p)/ conférmero antiparalelo (ap) = 39:61.

EM (IES): m/z (int.rel.): 616 [M*] (73); 483 (100).

EMAR: Cy4H3F9O3S;. Calculado: 615,9883; encontrado: 615,9883.

Analisis elemental. Calculado: C 46,75, H 2,13. Encontrado: C 47,02, H 1,98.

3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-metil-1-benzotien-

6-carboxilato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (71).

Pd(AcO),, Xantphos,
NHS, CO, Et;N, DMSO,
70 °C, 17 h

Se agregd TEA (0,023 ml, 0,17 mmol) a una mezcla de trifluorometansulfonato de 3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)- ciclopent-1-en-1-il}-2-metil-1-
benzotien-6-ilo (68) (60 mg, 0,1 mmol), Pd(AcO), (1 mg, 0,005 mmol), Xantphos (3 mg, 0,005
mmol) y NHS (16 mg, 0,14 mmol) en DMSO (1 ml), bajo atmésfera de argobn. TEA y DMSO

fueron previamente desgasificados con tres ciclos de freeze-pump-thaw y la NHS se secd durante
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24 horas al vacio con P,Os. La soluciéon se purgd con monodxido de carbono durante 15
minutos y se agité con un globo de CO a 70 °C por 17 horas. Luego se enfrié la mezcla de
reaccién a temperatura ambiente, se diluyé con AcOEt 5 ml y se lavo con una solucién acuosa
saturada de NaHCO; (5 ml) y H,O (5 ml). La fase organica se sec6 con Na,SOy, filtrd y
evapord para dar el producto crudo. Se purificé en cromatografia preparativa de fase reversa
con MeOH/H,0 9:1 como solvente de desarrollo. Se obtuvo acido 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-
2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-metil-1-benzotien-6-carboxilico (72) (22 mg,
0,04 mmol) y 33,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-
metil-1-benzotien-6-carboxilato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (71) (7 mg, 0,01 mmol) en
una relaciéon (7:3).

R¢= 0,32 (MeOH/H,0 9:1, RPy3), Re= 0,45 (Ciclohexano/AcOEt 1:1), revela rosa al UV.
RMN-'H (500 MHz, CDCL,): 8,53 (1,27H, s), 8,44 (0,73H, s), 8,10 (1,27H, dd, /= 8,7 y 1,3 Hz),
7,89 (0,73H, d, J = 8,8 Hz), 7,75 (127H, d, J = 8,7 Hz), 7,70 (1,27H, d, J = 8,0 Hz), 7,60-7,66
(2,73H, m), 7,51 (0,77H, m), 7,36-7,39 (1,27H, m), 7,30-7,33 (127H, m), 7,19-7,21 (1,46H, m),
2,92 (8H, sa), 2,54 (2,18H, s), 2,48 (2,18H, s), 2,28 (3,82H, s), 2,22 (3,82H, s); confébrmero
paralelo (p)/ conférmero antiparalelo (ap) = 36:64.

EM (IES): m/z (int.rel.): 609 [M*] (16); 496 (23), 495 (100).

EMAR C,gH;FsNO,S,. Calculado: 609,0503. Encontrado: 609,0503.

acido 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-metil-1-

benzotien-6-carboxilico (72).

R=0,55 (MeOH/H,0 9:1, RPyg), R¢= 0,41 (Ciclohexano/AcOFEt 1:1), revela rosa al UV.
RMN-'H (200 MHz, CDCL,): 8,49 (1,32H, s), 8,40 (0,68H, s), 8,10 (1,32H, d, J = 8,6 Hz), 7,90
(0,68H, d, J = 8,2 Hz), 7,62-7,74 (5,96H, m), 7,31-7,47 (2H, m), 7,17-7,21 (1.36H, m), 2.55
(2,04H, s), 2.49 (2,04H, s), 2,27 (3,96H, s), 2.21 (3,96H, s); conférmero paralelo (p)/ conférmero
antiparalelo (ap) = 34:66.

3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)ciclopent-1-enil]-2-metil-1-benzotien-

6-carboxilato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (71).

NHS, DCC, THF,
ta., 3 h
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Se prepar6 una solucién del acido 72 (22 mg, 43 mol), DCC (15 mg, 73 mol) y NHS 5,5
mg, 47 umol) en THF (anhidro, 0,5 ml). Se dej6 reaccionando durante 3 horas. Se obtuvo un
precipitado, diciclohexilurea, que se filtr6. El producto 71 se obtuvo por evaporacién al vacio

en un 83% (22 mg, 36 pmol).

3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil}-2-metil-1-benzotien-
6-carboxilato de {2-]2(2-{2-[5-(2-0x0-hexahidro-tieno[3,4-d|Jimidazol-6-il)-

pentanoilamino]-etoxi }-etoxi)-etoxi]-etil }-amida (74).

O
o
HN” NH 73 /
N
H 0] NH &
S NN T T2 6) -
O
DMF, TEA,
)O]\ t.a., 24 h Fy
HN” NH Fo P2
H H 0 74
S N\/\O/\/O\/\O/\/N /A [\
0 0 S S

Se agregd biotinil-3,6,9-trioxaundecandiamina (73) (3,8 mg, 9,1 pumol) a una solucién
de éster succinimidilo 71 (5 mg, 8,2 umol) disuelto en DMF (anhidro, 500 pl) con tres gotas de
TEA, durante 24 horas a temperatura ambiente. El producto se purificdé por placa preparativa
usando una fase estacionaria RPj3 y MeOH/H,O 8:2 como solvente de desarrollo. Se obtuvo 3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-2-metil-1-benzotien-6-
carboxilato de {2-[2«(2-{2-[5-(2-0x0-hexahidro-tieno[3,4-d|imidazol-6-il)-
pentanoilamino]-etoxi }-etoxi)-etoxi]-etil }-amida (74) como un s6lido amarillento (5,9 mg,
6,5 umol, 79%).

R¢=0,22 (MeOH/H,0 8:2, RP3).

NMR-H (500 MHz, MeOD): 8,28 (H-7ap, 1,09H, s), 8,19 (H-7 p, 0,91H, s), 7,88 (H-5 ap,
1,09H, d, /= 8.4 Hz), 7,77 (H-5 p, 0,91H, d, /= 8,0 Hz), 7,71 (1,09H, d, J = 8,4 Hz), 7,61-7,68
(2H, m), 7,56-7,58 (1,82H, m), 7,40-7,43 (1,09H, m), 7,32-7,35 (1.09H, m), 7,21-7,23 (1,82H, m),
4,46 (CH, 2H), 4,27 (CH, 2H), 3,67-3,63 (OCH,CH,O-, 28H), 3,06 (CH, 2H), 2,89 (CH, 2H),
2,68 (CH, 2H), 2,56 (2,72H, s), 2,51 (2,72H, s), 2,30 (3,28H, s), 2,26 (3,28H, s) 2,222,14 (CH,,
8H), 1,90-1,40 (CH,, 12H); conférmero paralelo (p)/ conférmero antiparalelo (ap) = 45:55

EM (IES): m/z (int.rel.): 951 [MK*](100); 935 [MNa*](85); 507 (56), 452 (73), 442 (70), 265 (87).
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EMAR CyHycFgN4OfS;. [M+H] Calculado: 913,2556. Encontrado: 913,2559; [M+Na]
Calculado: 935,2376. Encontrado: 935,2375.

7.2.2 SINTESIS DE DERIVADOS DE TIOFENO (CAPITULO 3)

2,4-dimetiltiofeno y 2,3-dimetiltiofeno (78 y 79)

\/—/g i) n-Buli, THF, -78 °C, 1 h
/) ii) CH;1, -78 °C = ta. /d + </_\/Q
S S S

77 78 7
relacién 85:15 ?

Se agregbd una solucién de mbutil litio (1,6 M en hexano, 35 ml, 56,1 mmol) a una
solucién de 3-metiltiofeno (77) (5 ml, 51 mmol) en THF (anhidro, 60 ml) a -78 °C y bajo
atmosfera de argoén. La solucidon levemente amarilla se agitd durante 1 hora. Se observod
precipitado blanco. Posteriormente se agregd CH3l (4,8 ml, 76,5 mmol). Cuando finaliz6 el
agregado, la solucién se tornd amarilla y luego de unos minutos se observé un precipitado
gelatinoso. Se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se agregdé H,O (40 ml), se disolvid el
precipitado. Se extrajo con éter etilico (2 x 25 ml). La fase organica se lavd con una solucién
acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtr6 y evaporé al vacio. El crudo de reaccién se
purificé por destilacién. Se junta una fraccion de EP.: 139-141 °C. Obteniéndose un liquido
transparente (4,83 g, 43,1 mmol, 83 %). Por RMN, y CGL-EM se determiné que el producto es
una mezcla de 2,3-dimetiltiofeno” (79) y 2,4-dimetiltiofeno” (78) en una relacién 15:85. Se
utiliza esta mezcla en los sucesivos pasos.

R¢= 0,60 (hexano).

2,4-dimetiltiofeno (78). CGL: Método A: tg = 4,84 minutos.

RMN-H (400 MHz, CDCl;): 6,64 (H-5, 1H, s), 6,57 (H-3, 1H, s), 2,45 (CH; (C-2), 3H, s), 2,20
(CH; (C4), 3H, s).

RMN-BC (50 MHz, CDCly): 139,5 (C-2%, C), 137,.5 (C4*, C), 127,6 (C3, C), 118,1 (C-5, C),
15,7 (CH;3(C4), CH3), 15,2 (CH; (C-2), CH3). (*) Estas sefiales son intercambiables.
2,3-dimetiltiofeno (79). Método A: tg = 5,05 min.

RMN-H (400 MHz, CDCls): 6,97 (H-5, 1H, d, /= 5,1), 6,78 (H-4, 1H, d, J= 5,1), 2,35 (CH; (C-
2), 3H, ), 2,15 (CH; (C-3), 3H, s).

RMN-13C (50 MHz, CDCLy): 133,0 (C2%, C), 132,5 (C-3%, C), 129,9 (C4, C), 120,5 (C-5, C),
13,5 (CH;3(C-3), CH3), 12,9 (CH;3(C-2), CH3). (*) Estas sefales son intercambiables.

EM (IES): m/z (int.rel.): 112 [M*] (84); 111 (100); 97 (55).

EMAR: C-6HgS Calculado: 112,0347; Encontrado: 112,0347.
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2-i0odo-3-metiltiofeno (84).

I, Hs5lOg,
</_\j AcOH:H,0:H,50, </—\/(\
S (100:20:3) o
77 3h, ta. o4

Se mezcla 3-metiltiofeno (77) (5,1 g, 52 mmol), H;IO4 (2,3 g, 10 mmol), I, (6,6 g, 26
mmol) en una mezcla de AcOH/H,0/H,SO,4 (100:20:3, 60 ml). La suspensién se agitd
enérgicamente durante 3 horas. Luego se volco sobre una solucién acuosa de Na,SO3 (5%). Se
extrajo con CH,Cl,. La fase organica se lavé con una soluciéon acuosa de NaOH (1 M) y una
solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtré y evapord al vacio. El liquido
amarillo que se obtiene se purific6 mediante una columna de silica flash en hexano, rindiendo
2-iodo-3-metiltiofeno (84) como un liquido amarillo palido (9,4 g, 42 mmol, 80 %).
R¢= 0,67 (hexano).
CGL. Método A: tg = 9,57 minutos.
RMN-H (200 MHz, CDCly): 7,36 (H-5, 1H, d, J = 5,4), 6,76 (H-4, 1H, d, J = 5,4), 2,23 (CHj;
(C3), 3H, ).
RMN-BC (50 MHz, CDCl;): 142,5 (C-3, C), 130,1 (C-5%, C), 128,9 (C4*, C), 74,4 (C-2, C),
18,0 (CH;3(C-3), CH3). (*) Estas sefiales son intercambiables.
EM (IES): m/z (int.rel.): 224 [M*] (100); 97 (40).

3,5-dimetil-2-10dotiofeno (81).

12 H5106
(100203 S 1 N
3 h, ta. 31 20

Se mezclan 2,4-dimetiltiofeno (78) y 2,3-dimetiltiofeno (79) (400 mg, 3,6 mmol,
relacion 8:2), HsIO4 (160 mg, 0,7 mmol), I, (410 mg, 1,6 mmol) en una mezcla de
AcOH/H,0/H,SO4 (100:20:3, 5 ml). La suspensiéon se agitd enérgicamente durante 1 hora.
Luego se volcod sobre una solucién acuosa de Na,SO3 (5%). Se extrajo con CH,Cl,. La fase
organica se lavd con una soluciéon acuosa de NaOH (1 M) y una solucién acuosa saturada de
NaCl, se seco6 con Na,SOy, filtré y evapord al vacio. El liquido amarillo que se obtiene se
purific6 mediante una columna de silica flash en hexano, rindiendo 3,5-dimetil-2-
1odotiofeno (81) y 4,5-dimetil-2-iodotiofeno (80) como un liquido amarillo palido (700 mg,
2,9 mmol, 83 %, relacién 8:2).

R¢= 0,60 (hexano).
3,5-dimetil-2-iodotiofeno (81): CGL. Método A: tg = 7,29 minutos.
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RMN-IH (400 MHz, CDCL,): 6,44 (H-4, 1H, s), 2,42 (CH,(C-5), 3H, ), 2,14 (CH;(C-3), 3H, s).
4,5-dimetil-2-iodotiofeno (80): CGL. Método A: tg = 7,57 minutos.

RMN-H (400 MHz, CDCls): 6,91 (H-3, 1H, s), 2,32 (CH; (C-5), 3H, s), 2,10 (CH; (C4), 3H, s).
EM (IES): m/z (int.rel.): 238 [M*] (100); 111 (33); 77 (16); 67 (27).

2,4-diiodo-3,5-dimetiltiofeno (82).

IZ H5106 I |
ACOH:H,0:H,50, , /Z—/Q
/d d T(100203) Jz\ﬁ, | / s\
3 h, ta. 82 83

Se mezclan 2,4-dimetiltiofeno (78)/2,3-dimetiltiofeno (79) (400 mg, 3,6 mmol, relacién
8:2), H51O¢ (330 mg, 1,45 mmol), I, (915 mg, 3,6 mmol) en una mezcla de AcOH/H,0/H,SO4
(100:20:3, 10 ml). La suspension se agitd enérgicamente durante 5 horas. Luego se volco sobre
una soluciéon acuosa de Na,SOj3 (5%). Se extrajo con CH,Cl,. La fase organica se lavd con una
solucién acuosa de NaOH (1 M) y una solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy,
filtr6 y evapor6 al vacio. El liquido amarillo que se obtiene se purific6 mediante una columna
de silica flash en hexano, rindiendo 2,4-diiodo-3,5-dimetiltiofeno (82) como un liquido
amarillo palido (710 mg, 2 mmol, 60 %).

R¢= 0,68 (hexano). CGL. Método A: tg = 12,15 minutos.

RMN-'H (400 MHz, CDCly): 2,41 (CH; (C5), 3H, s), 2,29 (CH; (C-3), 3H, ).

RMN-I3C (75 MHz, CDCLy): 143,6 (C3, C), 1432 (C-5, C), 84,9 (C4, C), 68,3 (C2, C), 21,8
(CH3(C-3), CH3), 19,0 (CH3(C-5), CH3).

EM (IES): m/z (int.rel.): 364 [M*] (100); 237 (17); 110 (44).

De las fracciones posteriores se aisldé el compuesto 2,3-diiodo-4,5-dimetiltiofeno (83) (120
mg, 0,33 mmol, 11%)
R¢= 0,60 (hexano).CGL. Método A: tg = 12,68 minutos.

Acido 3-metiltienil-2-borénico (85).

</_\/(\ ) n-Buli, E,O, 1h,-78°C </_\/<
| s~ ~B(OH),

S ii) B(OnBu); 4h,-78 °C > 14h, ta.
84 iii) HCI (1 M) 85

Se agregd una solucién de n-butil litio (1 M en hexano, 8,6 ml, 8,6 mmol) a una solucién
de 2-iodo-3-metiltiofeno (84) (1,75 g, 7,81 mmol) en éter etilico (anhidro, 50 ml) bajo

atmosfera de nitrogeno y a -78 °C. La solucion se agité durante una hora a -78 °C. Luego se
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adicioné tri-n-butilborato (2,5 ml, 10,8 mmol). Se dej6 4 horas a -78 °C 'y luego se llevod a
temperatura ambiente por 14 horas. Se agregé una soluciéon acuosa de HCI (1 M, 30 ml). Se
separ6 la fase organica. Esta fase se extrajo con una soluciéon acuosa de NaOH (3 x 10 ml, 1
M). La fase acuosa se traté6 con HCI (c) hasta obtener un precipitado blanco, se filtré y se lavo
con HCI (0,01 M). Se secé al vacio, rindiendo el acido 3-metiltienil-2-borénico (85) (0,5 g,
3,5 mmol, 45%).

RMN-'H (200 MHz, DMSO): 7,80 (-B(OH),, 2H, s), 7,54 (H-5, 1H, d, ] = 4,6), 6,94 (H4, 1H, d,
J=4,6), 2,35 (CH;3 (C-3), 3H, s).

RMN-13C (50 MHz, DMSO): 145,5 (C-3), 131,4 (C-5*), 129,5 (C4), 15,7 (CH,(C-3)). (*) Estas

sefiales son intercambiables. No se observo la sefial para el C-2.

Acido 2,4-dimetil-3-iodotienil-4-borénico (86).

| |
ﬂ i) n-BuLi, Et,O, 30 min, -78 °C J_\/(
| s~ “B(OH),

s ii) B(OnBu)s, 4h, -78 °C -> 20h, t.a.
82 iii) HCI (1 M) 86

Se agregd una soluciéon de nbutil litio (0,55 M en hexano, 2,2 ml, 1,2 mmol) a una
solucién de 2,4-dimetiltiofeno (82) (0,4 g, 1,1 mmol) en éter etilico (anhidro, 20 ml) bajo
atmosfera de nitrégeno y a -78 °C. La solucidn se agité durante 30 minutos a -78 °C. Luego se
adicioné tri-n-butilborato (0,44 ml, 1,6 mmol). Se dej6 4 horas a -78 °C y luego se llevo a
temperatura ambiente por 20 horas. Se agregd una solucién acuosa de HCI (1 M, 10 ml). Se
separd la fase organica. Esta fase se extrajo con una solucién acuosa de NaOH (2 x 10 ml, 0,5
M). La fase acuosa se tratd6 con HCI (c) hasta obtener un precipitado blanco amarillento. Se
filtr6 y se lavd con HCI (0,01 M). Se secod al vacio, obteniéndose el acido 2,4-dimetil-3-
1odotienil-4-borénico (86) (0,23 g, 0,82 mmol, 74%).

RMN-1H (200 MHz, DMSO): 7,95 (B(OH),, 2H, 5), 2,38 (CH; (C-2)*, 3H, ), 2,30 (CH; (C-4)*,

3H, s). (*) Estas sefiales son intercambiables.

4-(3-metil-2-tienil)benzaldehido (87).

Br

Pd(ACO)Z, PPh3’
</_\/< N Na,CO; (20%), / \
B(OH ~ S
S (OH)2 propanol, reflujo, 2 h CHO
CHO
85 89 87

Se adicion6é Pd(AcO), (6,3 mg, 0,028 mmol) y PPh; (30 mg, 0,115 mmol) a una mezcla de
acido 3-metiltienil-2-borénico (85) (50 mg, 0,35 mmol) y pbromobenzaldehido (89) (72 mg,
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0,39 mmol) en una solucién acuosa de Na,CO;3; (2 M, 0,5 ml, 1 mmol) y THF (0,5 ml) bajo
atmosfera de argon. La mezcla se calentd a reflujo durante 2 horas. Luego se extrajo con éter
etilico (2 x 1 ml). La fase organica se lavd con una solucién saturada de NaHCO; (1 ml), H,O
(1 ml) y una solucién saturada de NaCl (1 ml). Luego se purifico mediante cromatografia en
placa en RP-C18 (MeOH/H,O 8:2), obteniéndose 4-(3-metil-2-tienil)benzaldehido (87) como
un s6lido amarillo palido (20 mg, 0,098 mmol, 28%).

Ry= 0,35 (MeOH/H,0 8:2) fluorescente.

CGL. Método A: tg = 18,43 minutos, 4-bromobenzaldehido ¢z = 11,20 minutos.

RMN-H (200 MHz, CDCl5): 9,98 (CHO, 1H, s), 7,86 (H-3’ y H-5, 2H, d, J = 8,2), 7,57 (H-2' y
H-6’, 2H, d, J = 8,2), 7,24 (H-5, 1H, d, J = 5,1), 6,91 (H4, 1H, d, /= 5,1), 2,32 (CH;(C-3), 3H, ).
EM (IES): m/z (int.rel.): 202 [M*] (100); 201 (100); 173 (68); 129 (42); 97 (17); 45 (38).

4-(4-10do-3,5-dimetil-2-tienil)benzaldehido (88).

Br |
| Pd(ACO)Z’ PPh3’
J—\/( + Cs,COj5 (20%), DME, /- \
B(OH i S
S (OH)2 Lo reflujo, 2 h CHO
86 89 88

Se adicion6 Pd(AcO), (2,5 mg, 0,011 mmol) y PPh; (9,7 mg, 0,037 mmol) a una mezcla de
acido 2,4-dimetil-3-iodotienil-4-borénico (86) (50 mg, 0,18 mmol) y p-bromobenzaldehido
(89) (38 mg, 0,20 mmol) en una solucién acuosa de Cs,CO;3 (20% P/V, 2 ml, 1 mmol) y DME
(2 ml) bajo atmosfera de argébn. La mezcla se calentd a reflujo durante 2 horas. Luego se
extrajo con éter etilico (2 x 1 ml). La fase organica se lavé con una solucién saturada de
NaHCO; (1 ml), H;O (1 ml) y una solucién saturada de NaCl (I ml). Luego se purifico
mediante cromatografia en placa RP-C18 (MeOH/H,0O 8:2), obteniéndose 4-(4-i0odo-3,5-
dimetil-2-tienil)benzaldehido (88) como un s6lido amarillo palido (5 mg, 0,015 mmol, 8%).
R/= 0,24 (MeOH/H,0 8:2) fluorescente.

RMN-H (400 MHz, CDCl;): 10,01 (CHO, 1H, s), 7,89 (H-3’ y H-5’, 2H, d, J = 8,1), 7,59 (H-2’
y H-6", 2H, d, J= 8,1), 2,48 (CH,(C-2), 3H, s), 2,32 (CH;(C4), 3H, s).

4-(3,5-dimetil-2-tienil)benzaldehido (91).

B(OH),
Pd(dppf)Clz,
/d + N8.2CO3 (2 M), / \
| . S
S THEF, reflujo, 4 h CHO
CHO
80 90 91
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Se agreg6 el acido borénico 90 (140 mg, 0,92 mmol) a una mezcla de 2,4-dimetil-3-
1odotiofeno (80) (200 mg, 0,84 mmol) y Pd(dppf)Cl, (34 mg, 0,04 mmol) en THF (2 ml) bajo
atmosfera de argdn. Se adicioné Na,CO;3 (2 M, 2 ml, 4 mmol). La mezcla sé reflujé durante 4
horas. Se dejé llegar a temperatura ambiente. Se extrajo con AcOEt (2 x 2 ml). La fase organica
se lavo con una solucién saturada de NaHCOj5 (2 ml), H,O (2 ml) y una solucién saturada de
NaCl (2 ml). El crudo de reacciéon se purificod en columna de silica flash (Hexano/AcOEt 99:1).
Se obtuvo 4-(3,5-dimetil-2-tienil)benzaldehido (91) como un sélido amarillo palido (170
mg, 0,79 mmol, 94 %).

R/= 0,4 (Hexano/AcOEt 98:2), fluorescente.

RMN-'H (200 MHz, CDCly): 10,01 (CHO, 1H, s), 7,88 (H3’ y H-5, 2H, d, J = 8,3), 7,59 (H-2’
y H-6’, 2H, d, ] = 8,3), 7,24 (H-4, 1H, s), 2,48 (CH,(C-5), 3H, ), 2,32 (CH;(C-3), 3H, ).

EM (IES): m/z (int.rel.): 216 [M*] (100); 215 (38); 201 (18).

2-(4-metoxifenil)-1-benzotiofeno (94).
|

Pd(dppf)Cl,, O
%\ " Na,CO; (2 M), /S\ O
s~ “B(OH), OMe

THEF, reflujo, 5 h

OMe
92 93 94

Una solucién del acido borénico 92 (200 mg, 1,16 mmol) en EtOH (0,5 ml) se agregd a
una mezcla de 4-iodoanisol (93) (300 mg, 1,27 mmol) y Pd(dppf)Cl, (47 mg, 0,06 mmol) en
THEF (5 ml) bajo atmésfera de argdn. Se adiciond Na,CO;3 (2 M, 5 ml, 10 mmol). La mezcla sé
refluj6 durante 5 horas. Se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se extrajo con éter etilico (2 x 5
ml). La fase organica se lavd con una solucién saturada de NaHCOj; (5 ml), H,O (5 ml) y una
soluciéon saturada de NaCl (5 ml). Se purifico el sélido marrén obtenido en columna de silica
flash (Hexano/AcOEt 9:1). Se obtuvo 2-(4-metoxifenil)-1-benzotiofeno (94) como un sélido
blanco cristalino (186 mg, 0,77 mmol, 69 %).

R/= 0,42 (Hexano/AcOEt 95:5).

RMN-'H (200 MHz, CDCLy): 7,81 (H-7%, 1H, d, /= 7.,6), 7,75 (H4*, 1H, d, J=7,7), 7,65 (H-2" y
H-6’, 2H, d, J = 8,7), 7,43 (H-3, 1H, s), 7,32 (H-5 y H6, 2H, dd, J = 7,6 y 7,7) 6,96 (H-2’ y H-6’,
2H, d, J=8,7), 3,85 (CH30-, 3H, s).

EM (IES): m/z (int.rel.): 240 [M*] (100), 225 (56), 197 (21).

2,4-dibromo-3,5-dimetiltiofeno (95).
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Br.
Br, AcOH,
Br

s s s
78 79 95

Se adicion6 gota a gota una solucién de Br, (0,11 ml, 2,1 mmol) en 4cido acético (0,5 ml)
durante una hora a una soluciéon de 2,4-dimetiltiofeno (78) y 2,3-dimetiltiofeno (79) (200
mg, 1,79 mmol, relacién 8:2) en acido acético (2 ml) a 5 °C. Luego de 4 horas se volco sobre
una solucién acuosa saturada de Na,SOs. Se extrajo con CH,Cl,. La fase organica se lavd con
una solucién acuosa de NaOH (1 M), H,O y una solucién acuosa saturada de NaCl. Se seco
con Na,SOy, filtrd y evapord al vacio. Se obtiene un liquido rojo que se purificé con columna
de silica flash en hexano. El compuesto 2,4-dibromo-3,5-dimetiltiofeno® 7 (95) se obtuvo
como un liquido transparente (240 mg, 0,89 mmol, 50%).

R¢= 0,74 (hexano).

CGL. Método A: tg = 12,92 minutos (2,4 dimetiltiofeno tz = 6,86 minutos, 2,3-dimetiltiofeno
tg = 7,08 minutos). Se realiz6 el cromatograma con una columna nueva.

RMN-IH (400 MHz, CDCLy): 2,34 (CH; (C-5), 3H, s), 2,17 (CH; (C-3), 3H, ).

RMN-BC (75 MHz, CDCly): 136,2 (C-3, C), 133,9 (C-5, C), 111,3 (C4, C), 104,5 (C2, C), 16,1
(CH3(C-3), CH3), 15,4 (CH3(C-5), CH3).

EM (IES): m/z (int.rel.): 271 (57), 269 (100), 267 [M*](56), 225 (56), 109 (42).

4-(4-bromo-3,5-dimetil-2-tienil)benzaldehido (98).

Br 1) n-BulLi, THF, -78 °C, Br. Pd(dppf)Cl,, Na,CO;, Br,
30 min, ta. /Z—\j\ p-BrC¢H,CHO, /R
/N 5 1) B@OB); 1h ta <~ B(0BU), 60 °C, 2h s
S CHO

95 97 98
Solucién A

Ester borénico 97 (solucién A): Se agregd una soluciéon de nbutil litio (1,15 M en
hexano, 0,7 ml, 0,81 mmol) a una soluciéon de 2,4-dibromo-3,5-dimetiltiofeno (95) (200 mg,
0,74 mmol) en THF (anhidro, 2 ml) bajo atmoésfera de nitrégeno y a temperatura ambiente. La
solucion se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se adiciond tri-n-
butilborato (0,25 ml, 0,88 mmol). La solucién resultante se agitdé durante 1 hora a temperatura
ambiente. Esta solucién A se utilizé directamente en la reaccién de acoplamiento de Suzuki.

Se disolvié 4-bromo-benzaldehido (89) (140 mg, 0,74 mmol) en THF (anhidro, 8 ml) y se
agregd Pd(dppf),Cl, (36 mg, 0,04 mmol), la soluciéon se agitdé durante 15 minutos a

temperatura ambiente. Luego se agregd una soluciéon acuosa de Na,CO;3; (2 ml, 2M) y
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etilenglicol (4 gotas). Se calent6 el sistema bifasico en un bafio a 60 °C hasta reflujo. La
solucion A se agregd con jeringa gota a gota en unos 10 minutos. La mezcla de reaccién sé
refluj6 durante 2 horas. Luego se dejé llegar a temperatura ambiente. Se extrajo con acetato de
etilo (2 x 10 ml). Se lavo la fase organica con H,O y una soluciéon acuosa saturada de NaCl, se
secO con Na,SOy, filtr6 y evapord al vacio. El crudo de reaccién se purific6 mediante
cromatografia flash en ciclohexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 4-(4-bromo-3,5-dimetil-2-
tienil)benzaldehido (98) como un sélido amarillo palido (125 mg, 0,42 mmol, 57%).

R¢= 0,19 (Ciclohexano/AcOEt 98:2, fase normal) y 0,17 (MeOH/H,O 8:2, RPC18).

P.f.: 111-112 °C.

RMN-'H (400 MHz, CDCly): 10,03 (CHO, 1H, s), 7,92 (H3’ y H-5, 2H, d, J = 8,2), 7,57 (H-2’
v H-6, 2H, d, J = 8,2), 2,45 (CH,(C-2), 3H, s), 2,31 (CH;(C-4), 3H, s).

RMN-13C (75 MHz, CDCl;): 191,6 (CHO, CH), 140,6 (C-1°, C), 134,9 (C4’, C), 134,2 (C4, C),
133,9 (C2, C), 133,1 (C5, C), 130,0 (C-3° y C-5°, CH), 129,2 (C2’ y C-6’, CH), 114,4 (C3, C),
15,9 (CH;(C4), CH3), 15,3 (CH3(C-2), CH3).

MS (IES) m/z: 296 [M™] (100), 295 (94), 215 (40), 186 (18)

EMAR: C3H{{BrOS. Calculado: 293,9714 Encontrado: 293,9714.

2-[4-(4-bromo-3,5-dimetil-2-tienil)fenil]-[1,3]dioxolano (100).
Br Br.
7\ DEG, tolueno, p-TsOH, ]\
S reflujo, 7 h S 0

CHO J
0

98 100

En un balén se adiciond, 4-(4-bromo-3,5-dimetiltienil-2-il)-benzaldehido (98) (250 mg,

0,85 mmol), dietilenglicol (0,5 ml, 9,3 mmol), acido p-toluensulfénico (2 mg, 0,008 mmol) en
tolueno (anhidro, 8 ml). Se adapt6é una trampa de Dean-Stark. Sé refluj6 durante 7 horas. Se
extrajo con una solucidon acuosa saturada de NaHCOj; y éter etilico. La fase organica se lavo
con una solucién acuosa saturada de NaHCO3, H,O y una solucién acuosa saturada de NaCl,
se secO con Na,SOy, filtr6 y evapord al vacio. Se obtuvo 2-[4-(4-bromo-3,5-dimetil-2-
tienil)fenil]-[1,3]dioxolano (100) como un s6lido marrén (235 mg, 0,69 mmol, 82%), que se
utilizo sin purificar en el siguiente paso de reaccién.

R¢= 0,28 (Ciclohexano/AcOEt 9:1).

RMN-IH (400 MHz, CDCLy): 7,53 (H2’ y H-6’, 2H, d, J = 8,2), 7,41 (H-3’ y H-5, 2H, d, ] =
8,2), 5,85 (CH, 1H, s), 4,15-4,14 (CH,(a)", 2H, m), 4,07-4,06 (CH,(b)*, 2H, m), 2,43 (CH5(C-2),
3H, s), 2,26 (CH3(C4), 3H, s). (a)* y (b)* Estas sefales son intercambiables.

203



CAPITULO 7

RMN-3C (50 MHz, CDCLy): 137,1 (C4’, C), 134,2 (C-I°, C), 132,7 (C-2, C), 132,6 (C-4, C),
131,1 (G5, C), 129,0 (C-2’ y C&’, CH), 126,7 (C-3’ y C-5°, CH), 103,4 (CH, CH), 65,4 (CH,(a),
CH2), 63,7 (CH,(b), CH2), 15,5 (CH; (C4), CH3), 15,2 (CH; (C-2), CH3).

4-{4-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-3,5-dimetil-2-
tienil }benzaldehido (101).

Br.

]\ i) #BuLi, THF, -78 °C, 1 h
S o ii) 45, 78 °C, 2h = ta.

)

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,15 M, 0.9 ml, 1.0 mmol) a una soluciéon de 2-[4-

(4-bromo-3,5-dimetil-2-tienil)fenil]-[1,3]dioxolano (100) (300 mg, 0,9 mmol) en THF

100

(anhidro, 10 ml) a -78 °C y bajo atmosfera de argdn. La solucién marrdén-naranja se agitd
durante 1 hora. Posteriormente se agregd una solucion de 3-(2,3,3,4,4,5,5-
heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1-benzotiofeno (45) (350 mg, 1,0 mmol) en THF
(anhidro, 2 ml). Luego de 2 horas a -78 °C, se dejé llegar a temperatura ambiente. Se neutralizd
con una solucién acuosa de HCI (IN, 5 ml). Se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). La fase organica
se lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtrd y evapord al
vacio. El crudo de reaccién se purificé con columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2,
obteniéndose  4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-
3,5-dimetil-2-tienil }benzaldehido (101) como un sélido blanco-amarillo (55 mg, 11 %).
Luego se purificé por CLAR en hexano/AcOEt 98:2 (17 mg, 3 %).

R¢= 0,16 (Ciclohexano/AcOEt 9:1), revela parpura al UV.

P.f.: 160-162 °C.

RMN-H (600 MHz, CDCls): 10,02 (CHO ap*, 1H, s), 9,97 (CHO p*, 1H, s), 7,89 (H-3’ y H-5’
ap, 2H, d, J=8,1), 7,82 (H-3’ y H-5" p, 2H, d, J = 8,1), 7,74 (H4” y H-7” ap, 2H, d, J=7,9), 7,60
(H4” y H-7” p, 2H, dd, J = 8,2 y 8,5), 7,51 (H-2’ y H-6" ap, 2H, d, J = 8,1), 7,39 (H-2’ y H-6’ p,
2H, d, J=8,1), 7,35 (H-5” y H-6” p, 2H, m), 7,32 (H-5” y H-6" ap, 2H, m), 2,50 (CH3(C-2") p,
3H, s), 2,43 (CH;(C4) ap**, 3H, s), 2,42 (CH,(C-2) p**, 3H, s), 2,24 (CH,(C4) p, 3H, s), 2,21
(CH3(C-2”) ap, 3H, ), 1,96 (CH5(C-2) ap, 3H, s). Conférmero paralelo (p)/conférmero

s
S

antiparalelo (ap)= 50:50. (*) y (**) Estas sefales son intercambiables.
MS (IES) m/z: 536 [M*] (100).
EMAR: CyH3F5OS, Calculado: 536,0703. Encontrado: 536,0703.
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3-bromo-5-(4-metoxifenil)-2,4-dimetiltiofeno (99).
i) n-BuLi, THEF, -78 °C, Pd(dppf)Cl,, Na,CO;  Br

Br. . Br
B __ 30 min, ta /Z/—g\ pICH,OCH, /R
; ii) B(nOBu); 1 h, t.a. s~ ~B(OBu), 60 °C, 2h S

s~ B o)

97
95 . 99
Solucién A

Ester boronico 97 (Solucién A): Se agregd n-butil litio (1,15 M en hexano, 3,5 ml, 41
mmol) a una solucién de 2,4-dibromo-3,5-dimetiltiofeno (95) (1 mg, 3,7 mmol) en THF
(anhidro, 10 ml) bajo atmoésfera de nitrogeno y. La solucion se agitd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego se adicioné tri-n-butilborato (1,2 ml, 4,4 mmol). La solucién
resultante se agitdé durante 1 h a temperatura ambiente. Esta solucion A se utilizé directamente
en la reaccién de acoplamiento de Suzuki.

Se disolvi6é 4-iodoanisol (93) (780 mg, 3,3 mmol) en THF (anhidro, 10 ml) y se agregd
Pd(dppf),Cl, (180 mg, 0,2 mmol), la solucién se agitd6 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Luego se agregd una solucién acuosa de Na,CO; (4 ml, 2M) y etilenglicol (15 gotas).
Se calent6 el sistema bifasico en un bafo a 60 °C hasta reflujo. La solucién A se agregd con
jeringa gota a gota en unos 10 minutos. La mezcla de reaccidn sé reflujé durante 2 horas. Luego
se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se extrajo con AcOEt (2 x 20 ml). La fase organica se
lavé con H,O y una solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtrd y evaporé al
vacio. El crudo de reaccién se purifico mediante cromatografia flash en ciclohexano/AcOEt
98:2, obteniéndose 3-bromo-5-(4-metoxifenil)-2,4-dimetiltiofeno (99) como un soélido
amarillo palido (440 mg, 1,48 mmol, 45 %).

R¢= 0,50 (Hexano/AcOEt 98:2).

P.f.: 71-72 °C.

RMN-IH (400 MHz, CDCLy): 7,32 (H2’ y H-6’, 2H, d, J = 8,7), 6,94 (H-3’ y H-5", 2H, d, ] =
8,7), 3,84 (CH;0-, 3H, s), 2,42 (CH,(C-2), 3H, s), 2,24 (CH,(C4), 3H, s).

RMN-13C (75 MHz, CDCl;): 159,0 (C4’, C), 134,4 (C-5, C), 131,7 (C4 y C-2, C,, 131,7 (C-=2,
C), 1302 (C2’y 6, CH,), 127,0 (C-I’, C), 114,0 (C3’ y 5°, CH), 113,5 (C-3, C), 55,3 (CH;0-,
CH3), 15,4 (CH;(C4), CH3), 15,2 (CH;5(C-2), CH3).

MS (IES) m/z: 298 (96), 296 [M*] (100), 283 (47), 281 (48), 217 (13), 174 (22).

Analisis elemental. C;3H3BrOS. Calculado: C 52,53; H 4,41. Encontrado: C 52,37; H 4,20.
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3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-[ 5-(4-metoxifenil)-2,4-dimetil-3-tienil}-ciclopent-1-en-1-11 }-2-

metil-1-benzotiofeno (102).

Br.

[\ i) n-BuLi, THF, -78 °C, 1 h
S v ii) 45, -78 °C, 2h - ta.

99

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,15 M en hexano, 0,6 ml, 0,7 mmol) a una
soluciéon de 3-bromo-5-(4-metoxifenil)-2,4-dimetiltiofeno (99) (190 mg, 0,64 mmol) en THF
(anhidro, 5 ml) a -78 °C y bajo atmésfera de argdn. La solucidén naranja se agité durante 1
hora. Posteriormente se agregd una solucion de 3+(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-
2-metil-1-benzotiofeno (45) (240 mg, 0,7 mmol) en THF (anhidro, 2 ml). La solucién se
tornd naranja oscura. Luego de 2 horas a -78 °C, se dejo llegar a temperatura ambiente. Se
neutralizd con una solucién acuosa de HCI (1IN, 5 ml). Se extrajo con éter etilico (3 x 5 ml). La
fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtrd y
evapor6 al vacio. El crudo de reaccion se purifico con columna de silica flash en
hexano/AcOEt  98:2, obteniéndose  3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-[5-(4-metoxifenil)-2,4-
dimetil-3-tienil]-ciclopent-1-en-1-il }-2-metil-1-benzotiofeno (102) como un sélido blanco-
amarillo (235 mg, 70 %). Luego se purificoé por CLAR en hexano/AcOEt 98:2 (200 mg, 0,37
mmol, 58 %).
R¢= 0,30 (Ciclohexano/AcOEt 98:2), revela ptrpura al UV.
P.f.: 155-156 °C.
RMN-'H (600 MHz, CDCL,): 7,73 (H4” y H-7” ap, 2H, d, /= 7,8), 7,61 (H4” y H7” p, 2H, d,
J=179), 7,34 (H-5” y H-6” p, 2H, m), 7,31 (H-5” y H-6” ap, 2H, m), 7,26 (H-2’ y H-6" ap, 2H, d,
J=84),7,14 (H2’ y H-6' p, 2H, d, /= 8,5), 6,91 (H-3’ y H-5" ap, 2H, d, /= 8,4), 6,84 (H-3’ y H-
5 p, 2H, d, J=8,5), 3,83 (CH30- ap*, 3H, s), 3,78 (CH3O- p*, 3H, 5), 2,45 (CHs, 3H, ), 2,42
(CHj3, 3H, s), 2,40 (CHs;, 3H, s), 2,17 (CH;, 3H, s), 2,15 (CH3, 3H, s), 1,87 (CH5(C-2) ap, 3H, s).
Conformero paralelo (p)/conférmero antiparalelo (ap)= 50:50.
RMN-13C (75 MHz, CDCL,)
MS (IES) m/z: 538 [M*] (100).
EMAR: C,;H,(F,OS, Calculado: 538,0860. Encontrado: 538,0860.
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4-{4-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-3,5-dimetil-2-
tienil }-fenol (129).

BB!‘3 CH2C12
40°C > ta.3h

Se adicion6é BBrj3 (0,02 ml, 0,25 mmol) a una soluciéon de 3-{3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-[5-
(4-metoxifenil)-2,4-dimetil-3-tienil]-ciclopent-1-enil }-2-metil-1-benzotiofeno (102) (110
mg, 0,22 mmol) en CH,Cl, (4 ml) bajo atmésfera de nitrégeno en bafio a -40 °C. Luego de 3
horas se dej6 llegar a temperatura ambiente. Se adicion6 cuidadosamente gota a gota EtOH (1
ml) y posteriormente H,O (2 ml). Se extrajo con la fase organica, se sec6) con Na,SOy, filtro y
evapor6é al vacio. Se purifico con columna flash de silica con ciclohexano/AcOEt 8:2,
rindiendo 4-{4-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-3,5-
dimetil-2-tienil }-fenol (129) (90 mg, 0,17 mmol, 84 %).

R¢= 0,14 (Ciclohexano/AcOEt 8:2).

Trifluorometansulfonato de 4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-

ciclopent-1-enil]-3,5-dimetil-2-tienil }-fenilo (103).

szo, Py, CH2C12,
0°C,2h - ta.

129 103

Se adicion6 Tf,0 (0,05 ml, 0,3 mmol) a una solucién de 4-{43,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-
(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-3,5-dimetil-2-tienil }-fenol (129) (120 mg, 0,23
mmol) y piridina (0,02 ml, 0,25 mmol) en CH,Cl, (2 ml), bajo atmosfera de nitrogeno a 0 °C.
Luego de 2 horas se dejo llegar a temperatura ambiente y se agregd una soluciéon acuosa de HCI
(IN, 0,5 ml). Se extrajo la fase organica, se sec6 con Na,SOy, se filtr6 y evapord al vacio. El
producto crudo fue purificado en columna de silica flash con ciclohexano rindiendo
trifluorometansulfonato de  4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-
ciclopent-1-enil]-3,5-dimetil-2-tienil }-fenilo (103) como un soélido blanco (130 mg, 0,2
mmol, 87 %). Luego se purificé por CLAR en hexano/AcOEt 99:1 (115 mg, 0,18 mmol, 77 %).
R¢= 0,67 (Ciclohexano/AcOEt 9:1), revela parpura al UV.
P.f.: 123-124 °C.
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RMN-H (600 MHz, CDCls): 7,74 (H-4” y H-7” ap, 2H, m), 7,61 (H-4” y H-7” p, 2H, m), 7,34
(H-5” y H-6” p, 2H, m), 7,42-7,20 (12H, m), 2,48 (CHs, 3H, ), 2,42 (2 x CHj, 6H, s), 2,20 (2 x
CHs, 6H, s), 1,90 (CH3, 3H, s).

MS (IES) m/z: 656 [M*] (64), 523 (100).

EMAR: C,;H;F905S; Calculado: 656,0196. Encontrado: 656,0196.

7.2.3. SINTESIS DE DERIVADOS DE INDOL (CAPITULO 4)

3-10do-2-metil-1 H-indol (105).

|
Tt
104 H 105 |
Desde una ampolla compensadora se agregd gota a gota una soluciéon de I, (9,7 g, 38,1
mmol) en DMF (65 ml) a un balén que contenia lentejas de KOH (5,3 g, 95,3 mmol), 2-metil-
1H-indol (104) (5 g, 38,1 mmol) y DMF (80 ml). El agregado se realiz6 en 20 minutos. Luego
de 30 minutos se volcod lentamente sobre H,O/hielo (1 litro, NH; 0,5%, Na,SO;5 0,1%). Se
obtiene un precipitado blanco anaranjado que se filtr6 y lavé con H,O fria, se sec6 en
desecador con vacio rindiendo 3-iodo-2-metil-1 H-indol® (105) (9,3 g, 36,2 mmol, 95%).
R/=0,3 (Hexano/AcOEt 9:1).
P.f.: 82 °C.
RMN-'H (400 MHz, CDCl;): 8,16 (NH, 1H, sa), 7,35 (1H, m), 7,25 (1H, m), 7,16 (2H, m), 2,48
(CH3, 3H, ).

ter-butil-3-iodo-2-metilindol-1-carboxilato (106).

I Boc,O, TEA, '
/ \\ DMAP, CH,Cl, 7\
—_—

N 45 min, t.a. N
H

A

105 106 O° O

En un balén se agregd 3-iodo-2-metil-1H-indol (105) (1,57 g, 6,1 mmol), di-ter
butildicarbonato (1,57 g, 7,2 mmol), DMAP (80 mg, 0,66 mmol), TEA (2,7 ml, 19,4 mmol) y
CH,Cl, (150 ml). Se dej6 agitando durante 45 minutos. Se lavdé con una solucién acuosa de
Na,SO; (5%, 2 x 50 ml). Se sec6 con Na,SOy, filtrd y evapor6 al vacio. El crudo de reaccion se

purific6 con cromatografia flash en hexano/AcOEt 9:1 obteniéndose ter-butil-3-iodo-2-
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metilindol-1-carboxilato (106) (1,99 g, 5,6 mmol, 90%). Se recristaliz6 de pentano (1,47 g, 4,1
mmol, 67%).

R/=0,8 (Hexano/AcOEt 9:1).

P.f.: 55-56 °C.

RMN-H (400 MHz, CDCl,): 8,06 (H-7, 1H, dd, J= 7,1y 2,2), 7,36 (H4, 1H, dd, ] = 6,5 y 2,7),
7,27-7,30 (H-5 y He6, 2H, m), 2,72 (CH; (C-2), 3H, s), 1,69 (CH3);CO-, 9H, ).

RMN-13C (50 MHz, CDCLy): 149, 8 (C=0, C), 138,2 (C-2, C), 136,0 (C-7a, C), 131,2 (C-3a, C),
124,5 (C-5%, CH), 123,2 (C-6%, CH), 120,9 (C-4, CH), 115,4 (C7, CH), 84,3 ((CH;);CO-, C),
71,4 (C3, C), 28,2 ((CH;3);-CO-, CH3), 17,9 (CH; (C-2), CH3). (*) Estas sefiales son
intercambiables.

EM (IES): m/z (int.rel.): 357 [M*] (43); 301 (100); 257 (80); 130 (15), 57 (97).

Analisis elemental. C4H(INO, Calculado: C 47,08, H 4,52, N 3,92. Encontrado: C 47,02, H
4,41, N 3,85.

ter-butil-2,3-dimetilindol-1-carboxilato (108).

|
Q/_g\ 1) n-BuLi, THF, -30 °C, 30 min w

\
N .. K 0 RN N
i1) CH3l, -78 °C, 30 min = t.a., 15 h %\
O

oA

O O

106 )< 108 /K

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,8 ml, 1,28 mmol) a una

solucion de 1-Boc-3-iodo-2-metilindol (106) (200 mg, 0,56 mmol) en THF (anhidro, 2 ml) a -

30 °C y bajo atmosfera de argdn. La solucidn se agitdé durante 30 minutos. Luego se llevo la
solucion a -78 °C. Posteriormente se agregd CH3I (76 mg, 0,54 mmol). Luego de 30 minutos se
dejo llegar a temperatura ambiente y se dejé 3 horas. Se neutralizé con una solucién acuosa de
HCI (1N, 5 ml). Se extrajo con éter etilico (3 x 5 ml). La fase organica se lavd con una solucién
acuosa saturada de NaCl, se secd con Na,SOy, filtr6 y evaporo al vacio. El crudo de reaccién se
purifico con columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose terbutil-2,3-
dimetilindol-1-carboxilato (108) como un sélido blanco (95 mg, 0,39 mmol, 65 %).

Ry= 0,36 (Hexano/AcOEt 98:2)

RMN-H (400 MHz, CDCls): 8,09 (H-7, 1H, m), 7,42 (H-4, 1H, m), 7,27-7,30 (H-5 y H-6, 2H,
m), 2,53 (CH;5(C-2), 3H, s), 2,20 (CH3(C-3), 3H, s), 1,68 ((CH3);CO-, 9H, s).

EM (IES): m/z (int.rel.): 245 (48), 189 (90), 145 (64), 144 (54), 130 (20), 57 (100).
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CAPITULO 7

3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-1-Boc-2-metilind ol
(107).

F2
| F2 )
N 1) n-BuLi, THF, -30 °C, 30 min ¢ /A
o ;\ ii) 45, -78 °C, 30 min = ta., 15 h S

o

106 k< OA\O 107 110

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,77 ml, 1,2 mmol) a una
solucién de 1-Boc-3-iodo-2-metilindol (106) (200 mg, 0,56 mmol) en THF (anhidro, 3 ml) a -
30 °C y bajo atmosfera de argdn. La solucién naranja se agitdé durante 30 minutos. Luego se
colocd la solucion a -78 °C. Posteriormente se agregd una solucion de 3-(2,3,3,4,4,5,5-
heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1-benzotiofeno (45) (200 mg, 0,61 mmol) en THF
(anhidro, 1 ml). Luego de 30 minutos se dej6 llegar a temperatura ambiente y se dej6 15 horas.
Se neutralizé con una solucién acuosa de HCI (1IN, 5 ml). Se extrajo con éter etilico (3 x 5 ml).
La fase organica se lavd con una solucidn acuosa saturada de NaCl, se sec6 con Na,SOy, filtré y
evapor6 al vacio. El crudo de reaccion se purifico con columna de silica flash en
hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-
ciclopent-1-enil}-1-Boc-2-metilindol (107) como un soélido blanco (70 mg, 0,13 mmol, 20
%). Luego se purifico) por CLAR en hexano/AcOEt 95:5 (60 mg, 0,11 mmol, 17 %).

R¢=0,27 (Hexano/AcOEt 98:2), revela naranja al UV.

P.f.: 71-72 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDCL) (323 K): 8,01 (H-7", 1H, d, /= 7,5), 7,67 (H-7%, 1H, d, = 7), 7,60
(H4*, 1H, d, ] = 6,5), 7,50 (H4', 1H, d, J = 7,4), 7,17-7,27 (H-5, H-6, H-5" y H-6", 4H, m),
2,36-2,31 (CH3(C-2) y CH5(C-2"), 6H, sa).

RMN-13C; 149,9 (C=0, C), 142,3 (C), 138,3 (C), 138,2 (C), 138,0 (C), 135,5 (C), 127,5 (C), 124,6
(C-5*, CH), 124,3 (C-6*, CH), 124,2 (C-5"*, CH), 123,2 (C6"*,CH), 122,1 (C-7**, CH), 121,9
(C4**, CH), 121,3 (C3", C), 119,6 (C3, C) 118,9 (C4", CH, t, J = 3), 115,5 (C-7", CH), 84,8
((CHj3)3CO-), 28,1 ((CH;3);CO-), 15,4 (CH;3 (C-2)), 15,1 (CH;3 (C-2)).

EM (IES) m/z (int. rel.): 551 [M*](24), 495 (50), 451 (37), 57 (100).

EMAR: CygH,3F¢NO,S. Calculado: 551,1354. Encontrado: 551,1354.

Analisis elemental. Calculado: C 60,97, H 4,20, N 2,54 Encontrado: C 60,74, H 3,96, N 2,62.
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De las primeras fracciones se aisl6 el compuesto 3-(2-butil-3,3,4,4,5,5-
hexafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1-benzotiofeno (110) como un liquido transparente
(130 mg, 0,34 mmol).

R/= 0,50 (Hexano/AcOEt 98:2).
RMN-'H (400 MHz, CDCL,): 7,78 (1H, d, J =7,8), 7,49 (1H, d, J = 7.9), 7,39 (1H, m), 7,34 (1H,
m), 3,81 (1H, m), 3,65 (1H, m), 2,51 3H, ), 1,46 (2H, m), 1,18 (2H, m), 0,73 (3H, o).

ter-butil 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1 H-indol-1-carboxilato
(111).
F2
| Fa )
O S
N i) n-BuLi, THF, -30 °C, X F
106 OJ\ 11) CsFg -78 °C, 1h > t.a. N 111

Se agregd una solucién de n-butil litio (1,6 M en hexano, 1 ml, 1,6 mmol) a una solucién
de 1-Boc-3-10do-2-metilindol (106) (0,5 g, 1,4 mmol) en THF (anhidro, 6 ml) a -30 °C y bajo
atmoésfera de argdén. La solucidn naranja se agitd durante 30 minutos. Luego se colocod la
solucion a -78 °C y se agregd una octafluorociclopenteno (0,19 ml, 1,4 mmol). Luego de 1 hora
se dejo llegar a temperatura ambiente. La mezcla se neutralizé con una solucién acuosa de HCI
(IN, 5 ml). Se extrajo con acetato de etilo (4 x 5 ml). La fase organica se lavé con una solucién
acuosa saturada de NaCl, se secd con Na,SOy, filtr6 y evaporo al vacio. El crudo de reaccién se
purific6 con columna de silica flash en hexano seguido de CLAR (columna de silica gel,
hexano), obteniéndose terbutil 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1H-
indol-1-carboxilato (111) como un sélido blanco (250 mg, 0,59 mmol, 42 %).

Ry=0,42 (Hexano/AcOEt 98:2)

P.f.: 74-75 °C.

RMN-'H (500 MHz, CDCly): 8,14 (H-7, 1H, d, /= 8,3), 7,42 (H-4, 1H, d, = 7,3), 7,27-7,35 (H-
5y H-6, 2H, m), 2,55 (CH; (C-2), 3H, s), 1,71 ((CH3);CO-,9H, s).

RMN-I3C (125 MHz, CDCl): 149,9 (C=0), 139,3 (C-7a*), 135,9 (C-2*), 127,0 (C-3a), 1246 (C-
6*%), 123,6 (C-5%*), 118,7 (C4, t, J = 3), 115,6 (C-7), 114,7 (C-3), 85,1 ((CH;);CO-), 28,2
((CH;3);CO-), 15,2 (CH; (C-2)). (*), (**) Estas senales son intercambiables.

EM (IES) m/z (int. rel.): 423 [M*](22), 367 (48), 323 (66), 301 (24), 257 (22), 57 (100)

EMAR: C9H(F;NO,. Calculado 423,1069. Encontrado: 423,1069.

Analisis elemental. Calculado: C 53,91; H 3,81. Encontrado: C 53,70; H 3,66.
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CAPITULO 7

1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol (113).

m i) NaH, THF, 10 min, t.. Q@\
N

N i) TBDMSCI, 12 h, ta. N
104 13 S

Se adicion6 en porciones NaH (350 mg, 9,2 mmol, suspensiéon en aceite mineral, 50%) a
una solucién naranja-rojizo de 2-metil-1H-indol (104) (1g, 7,6 mmol) en THF (anhidro, 15
ml). La suspensiéon se torné6 marrén. Luego de 10 minutos, se agregd cloruro de ter
butildimetilsililo (1,4 g, 9,2 mmol). Se colocé un globo de N, y se dej6 12 horas.
Posteriormente se finalizd la reaccion mediante la adiccidon cuidadosa de H,O (10 ml). Se
extrajo con acetato de etilo (2x5 ml). La fase organica se lavd con una solucidon acuosa saturada
de NaCl (10 ml), se sec6 con Na,SOy, filtré y evapor6 al vacio. Se purificé con cromatografia
flash en ciclohexano, obteniéndose 1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol® (113) como un
liquido transparente (1,67 g, 6,8 mmol, 89%).

R/= 0,62 (Ciclohexano/AcOEt 98:2).

RMN-IH (200 MHz, CDCLy): 7,46-7,53 (H-4 y H-7, 2H, m), 7,03-7,08 (H-5 y H-6, 2H, dos d, ] =
6), 6,34 (H-3, 1H, s), 2,49 (CHj3, 3H, s), 0,97 ((CH;3);C-, 9H, s), 0,67 ((CHj3),Si-, 6H, ).
RMN-I3C (50 MHz, CDCls): 142,7 (C), 142,0 (C), 131,3 (C), 120,3 (CH), 119,6 (CH), 119,1
(CH), 114,1 (CH), 106,1 (CH), 26,8 ((CH3);C-, CH3), 20,6 ((CH3);C-, C), 17,5 (CH3 (C-2),
CH3), -0,5 (CH3, (CHj3),-St1-).

3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol (115).

Br

N -78°C,2 h = ta. |}|

113 —si— s 5
e pe
Se agregd NBS (145 mg, 0,81 mmol) a una solucién de 1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-
1H-indol (113) (200 mg, 0,81 mmol) en THF (anhidro, 5 ml) a -78 °C. Luego de 2 horas, se
dejo llegar a temperatura ambiente y se evapordé el solvente. Se purificé por cromatografia flash
en ciclohexano, obteniéndose 3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol (115) como
un so6lido blanco (180 mg, 0,56 mmol, 68%).
R/= 0,27 (ciclohexano).
RMN-'H (200 MHz, CDCLy): 7,48-7,52 (H4 y H-7, 2H, m), 7,187,14 (H-5 y H-62H, m) 2,53
(CHj;, 3H, s), 1,00 ((CH3);C-, 9H, s), 0,69 ((CH;),Si-, 6H, s).
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RMN-13C (50 MHz, CDCL): 140,9 (C-7a, C), 138,4 (C-2, C), 130,0 (C-3a, C), 121,6 (C-6, CH),
120,4 (C-5, CH), 118,4 (C4, CH), 114,3 (C-7, CH), 95, 9 (C, C-3), 26,7 ((CH);C-, CH3,), 20,5
((CH;);C-, C), 15,5 (CH;, CH3), 0,3 ((CH;),Si-, CH3).

1-(ter-butildimetilsilil)-3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-
en-1-1l]-2-metil-7H-1indol (117).

Br & k
s oC, 30 m
N i) nBuLi, THE, -30 °C, 30 min / W\~ \

I 5 70 :
—gi— i1) 45, -78 °C, 30 min = ta, 15 h N S

[}
115 —Si— 117

Se agregb6 una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,53 ml, 0,61 mmol) a una
soluciéon de 3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol (115) (180 mg, 0,56 mmol)
en THF (anhidro, 3 ml) a -30 °C y bajo atmosfera de argén. La solucidon naranja se agitod
durante 30 minutos. Luego se colocod la solucion a -78 °C. Posteriormente se agregd una
solucion de 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1-benzotiofeno (45) (210
mg, 0,61 mmol) en THF (anhidro, 1 ml). Luego de 30 minutos se dej6 llegar a temperatura
ambiente y se dej6 15 horas. Se neutraliz6 con una solucién acuosa de HCI (IN, 5 ml). Se
extrajo con éter etilico (2 x 5 ml). La fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de
NaCl (5 ml), se secd con Na,SOy, filtro y evapor6 al vacio. El crudo de reaccion se purificd con
columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 1-(ter-butildimetilsilil)-3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-2-metil- 1 H-ind ol
(117) como un so6lido blanco (125 mg, 0,22 mmol, 40 %). Posteriormente se purificdé con
CLAR en hexano/AcOEt 95:5 (115 mg, 0,20 mmol, 37%).

R¢= 0,33 (Ciclohexano/AcOEt 98:2), revela ptrpura al UV.

P.f.: 162-163 °C.

RMN-'H (300 MHz, CDCL): 7,43-7,64 (4H, m), 7,067,24 (4H, m) 2,27 (3H, sa, CHs), 1,98
(3H, s, CH3"), 0,60 (9H, s, (CH3)3-C-), 0,54 (6H, s, (CH3),-Si-). No se puede asignar.

RMN-13C (75 MHz, CDCls): 142,8, 142,2, 141,8, 138,0, 129,0, 124,3, 124,1, 122,2, 121,7, 121,5,
120,7, 120,6, 119,1, 119,0, 118,9, 114,2, 26,3 (CH3, (CH);-C), 20,5 (C, (CH;)5-C), 15,1 (CH3,
CH;), -0,2 (CH3, (CHj3),-S1).

EM (IES) m/z (int. rel.): 565 [M™](68), 509 (22), 73 (100).

EMAR. Cy9H,9F¢NSSi, Calculado: 565,1694. Encontrado: 565,1694.

Analisis elemental. Calculado C 61,57, H 5,17, Encontrado: C 61,51, H 4,95.
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3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-2-metil-1 H-indol (130).
F2 F2

TBAF, THF,
/ \ / \ Lh, ta. / \ / \
l}l. S H S
S~ 130

Se agreg6 una solucion de fluoruro de tetrabutilamonio en THF (1M, 0,1 ml, 0,11 mmol) a
una solucién agitada de 1-(terbutildimetilsilil)-3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-
benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-2-metil-1H-indol (117) (60 mg, 0,11 mmol) en THF (1
ml), bajo atmosfera de argdn. La solucidn se agitd durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Luego se volcod en una soluciéon acuosa saturada Na,COj3 (2 ml) y se extrajo con CH,Cl, (3 x 2
ml). Se combinaron las fases organicas y se lavaron con H,O (2 ml), se secaron sobre Na,SO, y
concentraron a presién reducida. El crudo de reacciéon se purificé con cromatografia flash en
columna de silica gel (ciclohexano / acetato de etilo 8:2) para dar 40 mg (0,09 mmol, 84%) de
3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil}-2-metil-1 H-indol
(130). El compuesto 130 fue utilizado inmediatamente en la siguiente reaccion.
R/= 0,18 (Ciclohexano/AcOEt 9:1)
RMN-'H (200 MHz, CDCLy): 7,97 (1H, sa), 7,59-7,69 (3H, m), 7,23-7,28 (2H, m), 7,07-7,18 (3H,
m), 2,24 (3H, s), 1,94 (3H, ).

acetato{ 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil}-2-metil-1 H-
indol-1-11} de etilo.

1) NaH, THF o DMF, 30 min

i1) Bromoacetato de etilo, 12 h

Se agregd NaH (2 mg, 0,06 mmol, suspensién en aceite mineral, 50%) a una solucién
agitada de 3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-2-metil-
1H-indol (130) (20 mg, 0,04 mmol) en DMF (0.5 ml) bajo atmoésfera de nitrégeno. Luego de
agitar durante 30 minutos, la mezcla fue enfriada y se agreg6 una gota de bromoacetato de
etilo. La solucidn rojo-amarronada se agitd durante 2,5 horas y se diluyd con acetato de etilo (5
ml). La fase organica se lavd con H,O (3 x 3 ml) y solucién acuosa saturada de NaCl, secé con

Na,SO4 y concentrd al vacio para dar un aceite rojo. El aceite se purificd con cromatografia
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flash en columna de silica gel (ciclohexano / acetato de etilo 8:2) para dar acetato{3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-2-metil-1 H-indol-1-
il} de etilo (120) (8 mg, 0,01 mmol, 34%).

R/= 0,50 (Ciclohexano/AcOFEt 8:2)

RMN-'H (200 MHz, CDCLy): 7,62-7,69 (3H, m), 7,25-7,31 (3H, m), 7,10-7,15 (2H, m), 4,63 (2H,
5, 4,06 H, ¢ J = 7,1), 2,19 (3H, s), 1,90 (3H, s), 1,09 (3H, ¢, J=7,1).

Acido {3-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-2-metil-1 H-
indol-1-ilo }acético (121).

NaOH, THF,

reflujo, 30 min

Se agregd una solucién acuosa de NaOH (1M, 0,5 ml, 0,5 mmol) a una solucién del
compuesto acetato{3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil]-
2-metil-1H-indol-1-i1} de etilo (120) (7 mg, 13 pmol) en THF (1 ml) y la mezcla sé reflujo
durante 1 hora. La mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y se acidific6 con HCI
(c) hasta pH = 1,0. Luego la suspension se extrajo con CH,Cl, (2 x 2 ml) y la fase organica se
sec6 con Na,SO4 y se concentrd al vacio. El crudo de reaccidén se purificé en placa delgada
RPC18 con AcOEt/2-propanol/H,0O 4:3:2 como solvente de desarrollo para rendir dcido {3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-enil}-2-metil-1 H-indol-1-
ilo}acético (121) como un solido amarillo palido (4 mg, 0.008 mmol, 60%).

R/= 0,35 (Ciclohexano/AcOEt 8:2)

RMN-H (200 MHz, CDCls): 7,62-7,66 (3H, m), 7,26 (3H, m), 7,13-7,15 (2H, m), 4,65 (2H, s),
2,18 3H, s), 1,88 (3H, ).

EM (IES) m/z (int. rel.): 509 [M*](100), 464 (52), 415 (22), 244 (13), 71 (28).

1-(ter-butildimetilsilil)-3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(6-metoxi-2-metil-1-benzotien-3-il)-

ciclopent-1-en-1-il]-2-metil- 1 H-indol (119).
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Se agregbd una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,77 ml, 0,88 mmol) a una
soluciéon de 3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-1 H-indol (115) (260 mg, 0,80 mmol)
en THF (anhidro, 3 ml) a -30 °C y bajo atmosfera de argon. La solucidon naranja se agitd
durante 30 minutos. Luego se colocod la soluciéon a -78 °C. Posteriormente se agregé una
solucion de 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-6-metoxi-1-benzotiofeno (300 mg,
0,80 mmol) en THF (anhidro, 1 ml). Luego de 30 minutos se dej6 llegar a temperatura
ambiente y se dej6 15 horas. Se neutraliz6 con una solucién acuosa de HCI (IN, 5 ml). Se
extrajo con éter etilico (2 x 5 ml). La fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de
NaCl (5 ml), se sec6 con Na,SOy, filtr6 y evapor6 al vacio. El crudo de reaccién se purificd con
columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 1-(ter-butildimetilsilil)-3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(6-metoxi-2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-11}-2-metil-
1H-indol (119) como un sélido amarillo (170 mg, 0,29 mmol, 36 %). Posteriormente, se
purific6 por CLAR con hexano/AcOEt 95:5 (100 mg, 0,17 mmol, 21%).

R¢= 0,20 (Ciclohexano/AcOEt 98:2), revela ptrpura al UV.

P.f.: 152-153 °C.

RMN-IH (300 MHz, CDCly): 7,61 (1H, d, ] = 8,1), 7,44 (1H, d, J = 8,3), 7,06-7,13 (4H, m), 6,81
(1H, sa), 3,80 (CH30O-, 3H, s), 2,19 (CHj;, 3H, sa), 1,97 (CH;3’, 3H, s), 0,63 ((CH3);C-, 9H, s),
0,55 ((CHj3),Si-, 6H, s).

RMN-3C (75 MHz, CDCLy): 157,1 (C, C5), 142.,8, 141,8, 139.4, 132,1, 129,0, 122,9, 121,5,
120,8, 119,1, 119,0, 118,9, 114,2, 114,0, 105,7, 104,6, 55,5 (CH;0-, CH3), 26,4 ((CH,);C-, CH3),
20,5 ((CH3);C,, C), 15,8 (CH;, CH3), 15,0 (CH;, CH3), -0,1 ((CH;),Si-, CH3).

EM (IES) m/z (int. rel.): 565 [M*](100), 539 (25), 538 (26), 73 (76).

EMAR. C;yH;3;F¢NOSSi. Calculado: 595,1800. Encontrado: 595,1800.

Analisis elemental. Calculado C 60,49, H 5,25 Encontrado: C 60,64, H 5,00.

1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-5-metoxi- I H-indol (114).

-0 —O0
m i) NaH, THF, 10 min, t.a. 1/“}\\
N ii) TBDMSCI, 12 h, t.a. y
1z H ) 114 —Si—

Se adiciond en porciones NaH (130 mg, 3,7 mmol, suspensién en aceite mineral, 50%) a
una solucién naranja-rojizo de 2-metil-5-metoxi-1H-indol (112) (500 mg, 3,1 mmol) en THF

(anhidro, 10 ml). La suspension se torndé marrén. Luego de 10 minutos, se agregd cloruro de
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terbutildimetilsililo (560 mg, 3,7 mmol). Se coloc6 globo de N, y se dej6 12 horas.
Posteriormente se finalizé la reaccién mediante la adiccion cuidadosa de H,O. Se extrajo con
AcOEt (2x5 ml). La fase organica se lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl (5 ml), se
secd con Na,SOy, filtrod y evapord al vacio. Se purificd con cromatografia flash en ciclohexano,
obteniéndose 1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-5-metoxi-/H-indol (114) como un liquido
transparente (635 mg, 2,3 mmol, 74%).

R¢= 0,63 (Ciclohexano/AcOEt 9:1).

RMN-H (200 MHz, CDCls): 7,37 (H-7, 1H, d, J=9), 6,95 (H-4, 1H, d, J = 2,4), 6,70 (H-6, 1H,
dd, J=9y24) 6,26 (H-3, 1H, s), 3,83 (CH30-, 3H, s), 2,46 (CH3(C-2), 3H, s), 0,95 ((CH;3);C-,
9H, s), 0,64 ((CH3),S1-, 6H, s).

RMN-13C (50 MHz, CDCly): 114,7 (CH), 106,6 (CH), 106,0 (CH), 101,3 (CH), 55,7 (CH3-O-,
CH3,), 26,8 ((CH3);C-, CH3), 17,5 (CH;(C-2), CH3), -0,6 ((CHj3),Si-, CH3,).

3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-5-metoxi- I H-indol (116).

—0 —0,

Br
7\ NBS, THF, /\
—_—
N 78°C, 2 h > ta. N
114 —Si— 116 —Si—

Se colocdé una solucion de 1-(terbutildimetilsilil)-2-metil-5-metoxi-1H-indol (114)
(635 mg, 2,3 mmol) en THF (10 ml) a -78 °C. Se agregd NBS (400 mg, 2,3 mmol). Luego de 2
horas se dej6 llegar a temperatura ambiente y se evapord el solvente. Se purificé por
cromatografia flash en ciclohexano, obteniéndose 3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-5-
metoxi-1/H-indol (116) como un sélido blanco (710 mg, 2,0 mmol, 87%).

R¢= 0,60 (Ciclohexano/AcOEt 9:1).

RMN-'H (200 MHz, CDCLy): 7,36 (H-7, 1H, d, J = 9), 6,91 (H4, 1H, d, = 2,4), 6,76 (H-6, 1H,
dd, J= 9y 2,4), 3,88 (CH;0-, 3H, s), 2,49 (CHj, 3H, ), 0,97 (CHj);C~, 9H, s), 0,65 (CHs),Si-,
6H, s).

RMN-I3C (50 MHz, CDCls): 154,6 (C-5, C), 139,1 (C-7a), 135,6 (C-2), 130,6 (C-3a), 115,1 (C-7,
CH), 111,5 (C6, CH), 100,1 (CH, CH4), 95,5 (C, C3), 55,7 (CH30-, CH3), 26,7 ((CH;);C-,
CH3), 20,4 ((CH;);C-, CH3), 15,5 (CH;(C-2), CH3), -0,4 ((CH;),Si-, CH3).
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1-(ter-butildimetilsilil)-3-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-
en-1-i1]-2-metil-5-metoxi- 1 H-indol (118).

—O Br

I\
1) n-BuLi, THF, -30 °C, 30 min
_ ii) 45, -78 °C, 30 min = t.a, 15h

116 /k

Se agregd una soluciéon de n-butil litio (1,6 M en hexano, 0,93 ml, 0,93 mmol) a una

solucion de 3-bromo-1-(ter-butildimetilsilil)-2-metil-5-metoxi-1 H-indol (116) (300 mg, 0,85
mmol) en THF (anhidro, 5 ml) a -30 °C y bajo atmoésfera de argbén. La soluciéon naranja se
agité durante 30 minutos. Luego se coloco la solucion a -78 °C. Posteriormente se agregd una
solucién de 3-(2,3,3,4,4,5,5-heptafluorociclopent-1-enil)-2-metil-1-benzotiofeno (45) (290
mg, 0,85 mmol) en THF (anhidro, 2 ml). Luego de 30 minutos se dej6 llegar a temperatura
ambiente y se dej6 15 horas. Se neutraliz6 con una solucién acuosa de HCI (IN, 5 ml). Se
extrajo con éter etilico (2 x 5 ml). La fase organica se lav6é con una solucién acuosa saturada de
NaCl (5 ml), se secd con Na,SOy, filtrd y evaporé al vacio. El crudo de reaccién se purificé con
columna de silica flash en hexano/AcOEt 98:2, obteniéndose 1-(terbutildimetilsilil)-3-
[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-2-metil-5-metoxi-
1H-indol (118) como un sélido amarillo (270 mg, 0,45 mmol, 53 %). Posteriormente, se
purificd por CLAR con hexano/AcOEt 95:5 (85 mg, 0,14 mmol, 17%).

R¢=0,21 (Ciclohexano/AcOEt 98:2), revela azul al UV.

P.f.: 167-168 °C.

RMN-'H (500 MHz, CDCly): 7,65 (1H, sa), 7,22-7,31 (4H, m), 7,01 (1H, sa), 6,71 (1H, d, J =
8,5), 3,76 (3H, s), 2.24 (3H, sa), 1,98 (3H, sa), 0,61 (9H, ), 0,53 (6H, ).

RMN-13C (125 MHz, CDCLy): 154,6 (C-5), 143,5, 1423, 138,2, 136,7, 129,7, 124,4, 124.2, 1224,
122,3, 121,8, 114,9, 111,1, 101,1 (C4), 55,7 (CH;0-), 26,4 ((CH,);C-, CH3), 20,5(CH;)C-,
CH3), 16,0 (CH;3(C-2), CH3) , -0,3 ((CH3),Si-, CH3).

EM (IES) m/z (%): 596 (M+H", 10), 480 (100).

EMAR: C3yH3,FsNOSSi = (M+H)™. Calculado: 596,1873. Encontrado: 596,1871.
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7.2.4. SINTESIS DE LOS COMPUESTOS MODELOS PARA PC-FRET

3-(4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il}-3,5-dimetil-

2-tienil }benzoilamino)propionato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (123).

DCC, NHS, CH;CN,
—_—
12 h, t.a.

) ™
HN \\\(O 0
122 o 123
O-N
OH

Se prepar6 una solucion de DHAE 122 (20 mg, 32 umol), DCC (8 mg, 39 umol) y NHS

(4 mg, 35 umol) en acetonitrilo (anhidro, 4 ml). Se dej6 reaccionando durante 12 horas. Se
obtuvo un precipitado, diciclohexilurea, que se filtr6. El producto 123 se obtuvo por

evaporacion al vacio y se hizo reaccionar sin posterior purificacion.

6-amino-2-{5-[3-(4-{4-[3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metil-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-
il]-3,5-dimetil-2-tienil }benzoilamino)propionilamino|pentil }-1,3-dioxo-2,3-dihidro-1 H-

benzo[de]isoquinolina-5,8-disulfonato de sodio (127):

NH»
03S i E SO3
+ =
O N o

123 o HZN/\/\/l 126

CH,CN, pH = 9,2
2h,ta.

o 127

Se disolvi6é Lucifer Yellow (126) (16 mg, 32 umol) en un buffer borato pH = 9,2 (0,5 M,
30 pl) y se hizo reaccionar con el compuesto 123 (32 umol) disuelto en acetonitrilo (anhidro,
200 pl), durante 2 horas a temperatura ambiente. El producto 127 se purifico por CLAR
usando una fase estacionaria RP-C18 y CH;3;CN:trietilamonio acetato (TEAA, 1 M, pH 7,0)

35:65 como solvente de elucidn.
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RMN-'H (500 MHz, CD;0D): 9,05 (1H, s, H-7 LY), 8,94 (1H, d, /= 1,5, H-5 LY), 8,91 (1H, s,
H-2-LY), 8,49 (1H, s, NH LY), 7,20-8,00 (8H, Ar in DHAE), 4,05 (2H, ¢ J = 8,5, NCCCCCH,-
NHCO LY), 3,72 (2H, m, -CONHCH,CH,CO- DHAE), 3,20 (2H, m, NCH,CCCCNHCO
LY), 2,62 (2H, m, -CONHCH,CH,CO- DHAE), 2,47 (1,5H, s, CH; DHAE), 2,45 (1,5H, s, CH;
DHAE), 2,42 (1,5H, s, CH; DHAE), 2,21 (1,5H, s, CH; DHAE), 2,19 (1,5H, s, CH; DHAE),
1,93 (1,5H, s, CH; DHAE), 1,6-1,8 (6H, CH2 LY).

EM, FABMS, M-H: 1105,4 C,;H35F(N,Na, 01,5,

RMN-'H en el estado fotoestacionario irradiado a 366 nm (500 MHz, CD;OD): 9.05 (1H, s, H-
7 1Y), 8,94 (1H, d, J= 1,5, H-5 LY), 8,91 (1H, s, H2-LY), 8,49 (1H, s, NH LY), 7,17-8,00 (8H, Ar
in DHAE), 4,05 (2H, ¢, J = 8,5, NCCCCCH,-NHCO LY), 3,72-3,74 (2H, -CONHCH, DHAE),
3,20 (NCH,CCCCNHCO LY), 2,622,63 (CH,CH,CO- DHAE), 2,47 (s, CH; DHAE), 2,45 (s,
CH; DHAE), 2,42 (s, CH; DHAE), 2,35 (s, CH; DHAEIC), 2,21 (s, CH; DHAE), 2,19 (s, CH,
DHAE), 2,11 (s, CH3; DHAE-IC), 2,05 (s, CH; DHAE-IC), 2,04 (s, CH; DHAE-IC), 1,93 (1,5H,
s, CH; DHAE), 1,6-1,8 (6H, CH, LY).

4-(4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metoxi-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-1-il]-3,5-
dimetil-2-tienil }fenil)butirato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (125).

DCC, NHS, CH;3CN,
12 h, t.a.

COOH

Se prepar6 una solucion del DHAE 124 (10 mg, 16 pmol), DCC (4 mg, 20 umol) y NHS
(2 mg, 18 umol) en acetonitrilo (anhidro, 2 ml). Se dej6 reaccionando durante 12 horas. Se
obtuvo un precipitado, diciclohexilurea, que se filtr6. El producto 125 se obtuvo por

evaporacion al vacio y se hizo reaccionar sin posterior purificacion.
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6-amino-2-{5-[5-(4-{4-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metoxi-1-benzotien-3-il)-ciclopent-1-en-
1-11]-3,5-dimetil-2-tienil } fenil)butirilamino]pentil }-1,3-dioxo-2,3-dihidro-1 H-

benzo|de]isoquinolina-5,8-disulfonato de sodio (128).

125 (e} 126

CH;CN, pH = 9,2
2h,ta.

Se disolvié Lucifer Yellow (126) (8 mg, 16 umol) en un buffer borato pH = 9,2 (0,5 M,
30 pl) y se hizo reaccionar con el compuesto 125 (16 umol) disuelto en acetonitrilo (anhidro,
200 pl), durante 2 horas a temperatura ambiente. El producto 128 se purific6 por CLAR
usando una fase estacionaria RPC18 y CH3;CN:trietilamonio acetato (TEAA, 1 M, pH 7,0)
35:65 como solvente de elucion.
RMN-H (500 MHz, CD;0D): 9.06 (1H, d, /= 1,5, H-7 LY), 8,90 (1H, d, J = 1,5, H-5 LY), 8,87
(1H, s, H2 LY), 8,52 (0,5H, sa, NH LY), 7,70-7,15 (8H, Ar en DHAE), 4,10 (2H, ¢
NCH,CCCCNHCO), 3,85 (3H, s, OCHj3;) 3,43 (2H, m), 2,60 (2H, ¢, /= 8, CH,-Ph), 2,20 (2H,
t, -CH,CO- DHAE), 2,15 (1,5H, s, CH; DHAE), 1,95 (1,5H, s, CH; DHAE), 1,5-1,8 (8H).
EM, FABMS, M-H: 1048,3 C,7H;0F,N;3Na,00S,
RMN-IH en el estado fotoestacionario irradiado a 340 nm (500 MHz, CD;OD): 9.06 (1H, d, J
= 1,5, H7 LY), 8,90 (1H, d, /= 1,5, H-5 LY), 8,87 (1H, s, H2 LY), 8,49 (1H, s, NH LY), 8,00-7,15
(DHAE), 4,10 (2H, t, NCH,CCCC-NHCO LY), 3,72-3,74 (2H, -CONHCH, DHAE), 3,20
(NCH,CCCCNHCO LY), 3,85 (s, OCH; DHAE), 3,43 (2H, m), 3,36 (s, OCH3; DHAE CC),
2,60 2H, ¢, J = 8, CH,Ph), 2,20 (2H, ¢, CH,CO), 2,15 (3H, s, CH; DHAE), 1,95 (3H, s, CH,
DHAE), 1,5-1,8 (8H).
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7.3 MEDICIONES DE PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS

7.3.1 Espectroscopia de estado estacionario

Los espectros de absorcion de estado estacionario se adquirieron con un espectrofotdbmetro
Kontron Uvikon 920 a temperatura ambiente (23 °C) con 1 nm de resolucién. Las
determinaciones de estado estacionario de fluorescencia se realizaron con un
espectrofluorémetro SLM  8000S (SLM Instruments In. Urbana IL. USA) a temperatura
ambiente con 1 nm de resolucién. Los espectros de emisién se corrigieron por respuesta del
instrumento, fluctuaciones de la lampara y contribuciones del solvente de base. La dependencia
de la deteccidon con la polarizacién se eliminé utilizando la condicién del “angulo magico”
(polarizadores de excitacién y emision a 0% y 54,7° respectivamente)

Fotoisomerizaciones: la fuente de irradiacién de alta potencia utilizada fue un irradiador
(Lumatec Superlite SUV-DC-P), equipado con una lampara de arco de Hg (200W DC Super
Pressure Short Arc Mercury) y salida acoplada por fibra o6ptica. El irradiador cuenta con
selector de tiempo de apertura del mismo y dos filtros de banda ancha que seleccionan entre el
visible y el UV. El mismo fue utilizado con el agregado de diversos filtros para una seleccion
fina de la luz de irradiacion. También fue utilizada una lampara de mercurio de 600 W de alta
presion (Hanau Original). Las lineas provenientes de la ldmpara de mercurio a 313 y 366 nm
fueron seleccionadas a través de un filtro de banda 366 (Schott bp 40 nm, 40% transmisién) y
313 (Corion bp 10 nm, 20 % transmision) respectivamente. Filtros de banda adicionales fueron
utilizados entre la fuente y la cubeta, como se indica en cada caso. La irradiacién a 320 nm fue
realizada con un filtro de banda P10-320F 573W (Corion) y a 313 nm a través de un filtro de
banda 313 BP10 (corion). La irradiacién en el visible fue también realizada con un filtro de
corte a 520 nm (Omega). Otros filtros de banda utilizados fueron: para 300 nm G10-300-F
(Corion), para 340 P10-340-F (Corion), para 360 P10-360-F (Corion), para 380 P10-380-F
(Corion). Para estimar la potencia de la luz a la salida de los filtros se utiliz6 un potenciémetro

Ophir Nova con un detector PD-300-UV (Ophir Optronics, Jerusalem, Israel).

7.3.2 Fotocinéticas

Para investigar la eficiencia de la conversiéon fotocromica como funcién de la longitud de
onda, la reaccién fue llevada a cabo seleccionando la longitud de onda. Una solucién de

muestra recién preparada y sin irradiar previamente fue usada para cada conversién a las
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distintas longitudes de onda. Luego de completar la ciclacién y obtenerse el isobmero cerrado, la
solucion muestra fue fotoconvertida con luz verde (filtro de corte 520 nm) al isémero abierto.
Los espectros de absorciéon UV/Visible y de fluorescencia de emisién fueron adquiridos antes y
después de cada conversion fotocromica. El espectro de fluorescencia se midié con una
excitacion a 430 nm.

Las fotoconversiones ciclicas fueron determinadas con un sistema espectrofotometrico de
fibra 6ptica Ocean Optics con un portacubeta especialmente modificado para permitir el
monitoreo simultineo de la fotoconversion. También se determiné la fluorescencia de las
muestras pero este proceso no puede realizarse en simultineo con la irradiacién dado que la
potencia de irradiaciéon es mayor que la intensidad de fluorescencia medida. La excitaciéon para
absorcion y la fluorescencia fue realizada con una lampara de deuterio-tungteno DT1000A y la
detecciéon fue realizada con un espectrofotometro serie dual de fibra éptica SD2000 optimizado

para deteccion en la region espectral de 250-800 nm.

7.3.3 Determinaciones de tiempo de vida de fluorescencia

Los tiempos de vida de fluorescencia del donante fue medido por dos técnicas el método
de fase y modulacién y el método de correlacion de tiempo por conteo de foton.

El sistema de tiempo de vida basado en el método de fase y modulacién se basé en una
fuente de luz de deuterio (Cathodeon, Cambridge, UK) modulada entre 10 y 110 MHz. La
banda espectral para la excitacién se selecciond con un filtro de banda BP 450 (Corion) y la
deteccién de la emision a través de un filtro de corte >520 nm (Zeiss, Jena, Germany). El
corrimiento de la fase y la amplitud de la modulaciéon fueron adquiridos y analizados
posteriormente para uno o los dos componentes usando el programa Globas Unlimited
(University of Illinois, Urbana, IL). La solucién del fluoroforo de referencia fue de 10 uM de
fluoresceina en etanol: 1 mM NaOH (95:5) para la cual el tiempo de vida en bibliografia es de
4,13 ns. Las muestras fueron desoxigenadas por burbujeo de argédn.

Un segundo sistema para la determinacién del tiempo de vida fue un espectrofotometro de
tiempo de vida de fluorescencia (Photon Technology International, Lawrenceville, NJ) basado
en una fuente de luz pulsada (19KHz, =5 Bar lampara de hidrogeno) con deteccion
estroboscopica. La forma del pulso fue determinada con una suspension de silica gel en agua
como una muestra dispersa. Una vez deconvulocinados los datos fueron analizados en

términos de uno o dos componentes exponenciales usando el software TimeMasterPro PTI.
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RESUMEN

En los ultimos afios la transferencia de energia, que es denominada en muchos trabajos
como “regla molecular”, ha sido ampliamente utilizada en el area de la biofisica y biologia. Este
proceso puede aplicarse en forma cualitativa para determinar si dos entidades moleculares se
encuentran préximas como resultado de procesos de agregacion, asociacién, cambios
conformacionales, etc. Aplicado en forma cuantitativa, la eficiencia de FRET que permite la
determinacién aspectos estructurales y dinamicos de la interaccién. Estas determinaciones
cuantitativas pueden realizarse con relativa sencillez en solucién pero no existian maneras de
realizarlo en forma contintia y reversible en microscopia, un area en creciente expansion.

El objetivo del presente trabajo ha sido el desarrollo de una nueva metodologia en la cual
se utilizaron compuestos fotocrémicos como aceptores del proceso de transferencia de energia
(FRET). Los diheteroariletenos son compuestos fotocromicos térmicamente estables que poseen
una elevada resistencia a la fatiga. Para una variedad de diheteroariletenos los ciclos de
coloracién (ciclacién) y blanqueo (cicloreversiéon) pueden repetirse mas de 10% veces. Asimismo,
los derivados de perfluorociclopenteno no modifican apreciablemente su conversién en medios
acuosos.

El trabajo involucr6 la obtenciéon de diheteroariletenos funcionalizados convenientemente
para su unién a otras moléculas (con énfasis en aplicaciones bioldgicas) y la validacion del
principio del método que denominamos fotocromismo-FRET (pc-FRET).

En la introduccién se define fotocromismo clasificando las familias de compuestos
organicos que cumplen con esta propiedad. Se ubica a los diheteroariletenos entre los
compuestos fotocrémicos que son objeto de reacciones de fotociclacién. Luego se describen los
factores que influyen en la estabilidad térmica y en la resistencia a la fatiga. Los isdbmeros
abiertos de los diheteroariletenos existen en dos conformaciones, s6lo una de ellas da lugar a la
ciclacién. Se detallan los métodos existentes para controlar la proporciéon de atropoisdmeros.
Por otra parte se describen los efectos en los coeficientes de absorciéon molar y los rendimientos
cuanticos de los sustituyentes. Se describen las aplicaciones de estos compuestos mas relevantes
con nuestro trabajo. Se resumen los métodos generales de sintesis para los diheteroariletenos en
los que se varia la unidad puente. Finalmente, se define el proceso de FRET, se derivan las
ecuaciones involucradas y se describen sus aplicaciones mas relevantes.

En los capitulos 2 a 6 se discuten los resultados de las investigaciones realizadas para

cumplimentar los objetivos de esta Tesis. En primera instancia (Capitulo 2) se encaré la sintesis
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de derivados de diheteroariletenos simétricos y asimétricos que contenian la subestructura
benzotiofeno. La primera estrategia utilizada involucré la obtencién del diheteroarileteno
simétrico 42, siendo este el compuesto mas simple. Se identifico6 un subproducto (43) no
descripto en la literatura que se obtenia a temperaturas de reaccidon superiores a -78 °C. La
estructura de este compuesto fue confirmada por cristalografia de rayos X. Por otra parte, se
obtuvo el compuesto hemi-sustituido de perfluorociclopenteno 45, que se utiliz6 en reacciones
posteriores. Los compuestos 42 y 45 habian sido sintetizados previamente por el grupo del Dr.
Irie. Sin embargo, no se habian informado en la literatura la asignacién de sus sefiales RMN y
tampoco su correspondiente asignacion. En esta Tesis se realiz6 un analisis detallado de los
espectros mono y bidimensionales y se asignaron la mayor parte de las sefiales observadas de
hidrogeno y carbono.

Dado que no se logr6 iodar o acilar el diheteroarileteno simétrico, se disefio una estrategia
alternativa para introducir la funcionalizacién como paso previo a la formacién del compuesto
fotocromico. Mediante una reaccion de ciclaciéon intramolecular promovida con un acido de
Lewis se obtuvo una unidad de benzotiofeno convenientemente sustituida en posicién 6 por un
grupo metoxilo, 56. Posteriormente, este compuesto fue metilado en posiciéon 2 e iodado en
posicion 3, para rendir el compuesto 60 con rendimientos de moderados a buenos. Este
compuesto ha sido sintetizado y caracterizado por primera vez en esta Tesis. Este compuesto
metoxilado resultd ser un precursor muy til y versatil para su unién a otras moléculas. Por
demetilacion se obtiene el fenol correspondiente que puede utilizarse como extremo reactivo. El
derivado triflato 66 demostrdé ser también muy versatil. Se emple6 en reacciones de
acoplamiento C-C para dar los compuestos 69 y 70. Asimismo nos brind6 la base para aplicar
la misma ruta en el compuesto 63 asimétrico, que también fue obtenido por primera vez en
esta tesis.

La sintesis del compuesto asimétrico 71 involucré la obtencion de compuestos
funcionalizados activos que pueden utilizarse para el acoplamiento a (bio)moléculas. En
particular, se ha realizado la unién a biotina a través de un espaciador conteniendo
trietilenglicol.. El camino sintético propuesto para la obtencion del ester succinimidilo 71 ha
sido una nueva estrategia aplicada por primera vez a un compuesto fotocrémico que permite
que este derivado sea acoplado a otras moléculas.

Es interesante notar que el compuesto 61 simétrico, puede ser también, funcionalizado
como triflato. El triflato resultante podria utilizarse para diversos tipos de acoplamientos C-C

que podrian dar lugar a pinzas moleculares.
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En el capitulo 3 se describe la sintesis de derivados asimétricos (compuestos 101 y 102) que
contienen una unidad de tiofeno funcionalizada. Para obtener las unidades de tiofeno que
conforman estos compuestos se realizo una ruta general que consistié en la metilacién de 3-
metiltiofeno, posterior halogenaciéon y finalmente el acoplamiento cruzado C-C con derivados
arilo funcionalizados. Se determiné que la halogenacion debia ser una bromacién en lugar de
1odacién, ya que el producto diiodado no rendia los productos de acoplamiento deseados.
Ademas, se estableci6 que la reaccion de acoplamiento daba lugar a mejores rendimientos
cuando se realizaba con el éster borénico en lugar del acido y que el mejor catalizador resulto
ser Pd(dppf)Cl,.

Por otra parte, el rendimiento en el Gltimo paso de reaccion para la obtenciéon de los
compuestos 101 y 102 nos indica que el compuesto 99 resultd ser mejor precursor para la
sintesis de estos compuestos asimétricos. Ademas, el compuesto 102 fue demetilado y activado
como triflato para dar el compuesto 103 que podra utilizarse en reacciones como las
desarrolladas en el capitulo 2.

La obtencion de compuestos asimétricos con un anillo indélico requiri6 de la
introducciéon de un grupo protector en el atomo de nitrégeno. En el capitulo 4 se describi6 la
sintesis de los compuestos fotocromicos 107, 117, 118 y 119 en los que el nitrégeno indélico
se encontraba protegido con Boc o TBDMS. Para esto, se ha descripto la sintesis de los
intermediarios de indol, que han sido necesarios para la obtencion de los compuestos
fotocrémicos anteriormente mencionados. Dentro de los intermediarios obtenidos, los
compuestos 114, 115 y 116 han sido sintetizados por primera vez en esta tesis.

Los compuestos con grupo protector TBDMS dieron mejores rendimientos que el que
contenia Boc (107) dando lugar a los derivados funcionalizados buscados. Asimismo, se
observd que los derivados inddlicos sintetizados se presentan en una conformacién promedio
que podria ser general para esta familia de compuestos.

Ademas, se obtuvo el compuesto 121 realizando la desproteccién y posterior reaccién con
etilbromoacetato del compuesto 117. Este compuesto nos brinda la posibilidad de unirlo a
biomoléculas. Esta misma estrategia se realizard con el compuesto 118 y 119 que, ademas
poseen una funcionalizacién ortogonal a la del metoxilo.

En el capitulo 5 se describe una caracterizaciéon de las propiedades espectroscopicas de
importancia para el desarrollo de la metodologia. Se han determinado los coeficientes de
absorcion molar para los isobmeros abiertos y cerrados de los compuestos sintetizados. Los

compuestos sintetizados presentan maximos de absorcion del isémero cerrado que varian entre
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511 nm a 600 nm. Se han evaluado los compuestos como aceptores modulables de FRET sobre
la base de los datos de coeficientes de absorcion obtenidos.

Nuestro interés se ha centrado en aplicaciones en microscopia de fluorescencia.
Generalmente, en esta técnica se disponen de laseres de argén donde las lineas de emisién son
en 351 nm y 365 nm. Otras fuentes son lamparas de mercurio o xenén donde la excitacién
puede realizarse utilizando filtros de bandas y estan aplicandose cada vez mas diodos emisores
de luz (LED). Para caracterizar el sistema en estas diferentes situaciones resulté necesario
determinar la influencia de la longitud de onda de irradiacion sobre el grado de
fotoconversion. Se observod que todos los diheteroariletenos sintetizados presentaban reacciones
fotocromicas reversibles en hexano al exponerse a luz UV de longitud de onda entre 300-340
nm. Los derivados indélicos 107, 117, 118 y 119, ademas, fotoisomerizaban al irradiarlos con
luz en el rango 300-380 nm, aspecto muy interesante ya que permitira realizar irradiaciones con
luz mas cercana al visible. Mientras que el derivado de tiofeno 101, también fotoisomerizé con
luz entre 300-360 nm.

Los rendimientos cuanticos de ciclacion y cicloreversion fueron para todos los compuestos
entre 0,2-0,5 menos para los derivados de tiofeno donde la reacciéon de cicloreversion (apertura
ciclica) demostrd rendimientos de un orden de magnitud menor.

En el capitulo 6 se describe la validacién de la técnica propuesta. Para lo que se
sintetizaron los compuestos modelo 127 y 128 que consistian de un donante fluorescente
unido a un diheteroarileteno fotocrémico. En pc-FRET, la emision fluorescente del donante fue
modulada por conversiones ciclicas del aceptor fotocromico.

En este proceso, la luz produce cambios reversibles en la estructura del aceptor y
concomitantemente en sus propiedades de absorcion. En consecuencia, sélo uno de los
isébmeros de los diheteroariletenos seleccionados 122 y 124, que posee una banda de absorcién
que se superpone con la banda de emision del donante, resulta un aceptor eficiente. Las
correspondientes variaciones de la integral de superposicion (J) y su distancia critica de
transferencia (R entre los dos estados proporcionaron un cambio significativo del
rendimiento cuantico de fluorescencia del donante.

El proceso fue caracterizado determinando las cinéticas de ciclaciéon y cicloreversion en los
compuestos modelo. La evolucién al equilibrio luego de la exposiciéon a la luz UV o visibles
presentd cinéticas monoexponenciales. Se describieron los procesos fotocinéticos involucrados
y se determin6 que el proceso de FRET influye en el grado de conversién en un 20 %. De tal

forma se demostr6 que es posible modular la emision de | donante por este proceso.
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La técnica de pc-FRET introducida para la determinacién cuantitativa de transferencia de

energia (FRET), resulté ser pionera en este campo.
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Otros tres trabajos en preparacion.
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