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Abreviaturas
AcOEt: Acetato de etilo

BF3-Et20: trifluoruro de boro eterato
CCF: cromatografia en capa fina
CDCls: Cloroformo deuterado

DCM: Diclorometano

Et3N: trietilamina

EtOAc: etil acetato

Hex: n-Hexano

IC: conversion interna

ISC: cruce intersistémico

MeOD: Metanol deuterado

MeOH: metanol

MgSOu: sulfato magnésico

NIR: infrarrojo cercano

RMN: Resonancia magnética nuclear
ROS: especies reactivas de oxigeno
SeAr: sustitucion electrofila aromatica
SNAr: sustitucion nucledfila aromatica
TFD: terapia fotodinamica

UV-Vis: Espectroscopia de ultravioleta-visible



1. Resumen

Los compuestos de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno también conocidos como BODIPYs son
fluoréforos organicos que han ganado gran popularidad en los ultimos afios por sus prometedoras
caracteristicas fotofisicas y fotoquimicas. Estos compuestos permiten una gran variedad de
funcionalizaciones permitiendo la modulacion de las propiedades para su aplicacion. De esta forma, el
esqueleto basico del BODIPY se puede derivatizar permitiendo el anclaje a nanoparticulas mediante un
grupo carboxilo en posicién meso, la produccion de ROS mediante la introduccion de d&tomos pesados,
como el yodo que promueven el cruce entre sistemas o la extension de la conjugaciéon con grupos estirilo
que desplaza los méaximos de absorcion y emision hacia la zona del rojo cercano en el espectro
electromagnético, permitiendo su aplicacion en biomedicina al disminuir la absorcidén en tejidos
acercandose a la region de la ventana bioldgica. Durante este Trabajo de Fin de Grado se realizara la
sintesis de dos compuestos BODIPY, y se estudiard como varian sus propiedades fotofisicas debido a la

derivatizacion.



2. Introduccion

En los ultimos afios, los colorantes fluorescentes han captado la atencion en diversas disciplinas. Entre
las diferentes clases de compuestos fluorescentes, los 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno
(BODIPYs) han sido ampliamente estudiados debido a sus interesantes propiedades como son, altos
coeficientes de extincion molar (entre 40000 y 110000 M '-cm™') y altos rendimientos cuéanticos de
fluorescencia, facilidad de funcionalizacion, longitudes de onda de absorcion y emision modulables, asi
como una excelente fotoestabilidad y estabilidad quimica.! El primer compuesto de esta clase fue
descubierto por Treibs y Kreuzer en 1968,2 pero hasta finales de los afios 80 no fue reconocido su
potencial para el etiquetado biologico, desde entonces los BODIPYs han ganado popularidad como
colorantes altamente fluorescentes, utilizados en espectroscopia de imagen de fluorescencia. Son
altamente destacables por su potencial y sus diversos usos, tales como marcadores fluorescentes en
técnicas de imagen celular y de tejidos, sondas para bioimagen,® deteccion de iones y moléculas en
dispositivos optoelectronicos y fotonicos como laseres y dispositivos de almacenamiento de datos, para
la creacion de tintes, pinturas y otros productos que requieren propiedades luminiscentes y en terapia
fotodinamica (TFD).* La TFD es un enfoque terapéutico contra el cancer, de triple modalidad, es decir,
combina un fotosensibilizador, oxigeno y luz para generar ROS (por sus siglas en inglés “reactive

oxygen species”’) que causan la muerte celular.

Las ROS son formas parcialmente reducidas o excitadas del oxigeno atmosférico. Funcionan en las
células como moléculas de senalizacion, pero también se las considera subproductos toxicos inevitables
del metabolismo aerdbico.” Las ROS comprenden tanto especies radicales como no radicales. Las
especies radicales tienen un electron desapareado en la capa de valencia por lo que son muy reactivas.
Una de las caracteristicas de las especies radicales es que tienen tendencia a crear reacciones en cadena,
es decir, un radical genera otro y asi de forma sucesiva. Entre ellas encontramos los superoxidos (radical
alcoxilo, O2") y los hidroxilos (radical peroxilo, OH").® Las especies no radicales no presentan un
electron desapareado por lo tanto son menos reactivas que las especies radicales, aunque pueden
participar en procesos de oxidacion de forma menos agresiva. Dentro de estas especies encontramos
oxigeno singlete ('0,), ozono (Os) o perdxido de hidrogeno (H20,).” Todas estas especies son altamente
toxicas por lo que su producciéon descontrolada puede alterar o destruir partes celulares.® A pesar de su
alta toxicidad, se utilizan como moléculas sefializadoras intracelulares, que a diferencia de la
sefalizacion convencional, esta se produce a través de reacciones quimicas con atomos especificos de
proteinas.® Otras funciones de los ROS son defensa inmune contra agentes biologicos externos, como

moléculas mensajeras® y en descontaminacion de aguas contaminadas.’

Como se ha mencionado anteriormente, los BODIPY's son compuestos muy utilizados en aplicaciones
bioldgicas, aunque el rango tipico de absorcion de estos fluoréforos se centra alrededor de 500-600 nm,

son faciles de funcionalizar para modular sus propiedades y conseguir un desplazamiento batocromico
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hacia el rango del rojo/infrarrojo cercano (NIR). Trabajar en la region del rojo/NIR del espectro es
beneficioso debido a que es donde se ubica la primera "ventana bioldgica", término que describe el
rango del espectro electromagnético donde se minimizan la autofluorescencia y la absorcion por tejidos
y agua, ademas de reducir la dispersion de la luz (Figura 1). Esto permite que la luz laser penetre mas
profundamente (hasta 5 cm) en lo que también se conoce como la "ventana terapéutica". Estos factores,
sumados a la disponibilidad de fuentes de excitacion y detectores de bajo costo en la region NIR, han
impulsado el desarrollo de nuevos fluoréforos con altos coeficientes de absorcion molar y un alto

rendimiento cuéntico de fluorescencia en esta region.'”
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Figura 1. Region de la ventana biologica'!

2.1 Propiedades fotofisicas del cromo6foro BODIPY

Mediante el diagrama de Jablonski (Figura 2) se pueden explicar las posibles transiciones que ocurren
al excitar una molécula. Cuando se absorbe un foton, un electron es promovido del estado fundamental
(So) a un estado singlete excitado (S.) con el mismo niimero de espin (0). Posteriormente, el electron
promovido a S, experimenta una relajacion no radiativa ultrarrapida hacia los niveles vibracionales
excitados del estado electronico mas bajo (S;”) en una escala de tiempo de 1074-107!*s, en un proceso
conocido como conversion interna. Posteriormente, se produce la relajacion del nivel S;* al nivel
vibracional mas bajo (Si). La conversion interna y la relajacion vibracional transforman el exceso de
energia en calor a través de la reorganizacion de la geometria molecular y la activacion de los modos

vibracionales, respectivamente.

Los procesos de relajacion hacia el estado fundamental pueden ocurrir mediante desactivacion radiativa
o no radiativa. La desactivacion radiativa ocurre entre dos estados moleculares (estado excitado y estado
fundamental) donde la diferencia de energia se emite en forma de fotones, mientras que la desactivacion

no radiativa ocurre entre dos estados moleculares sin emision de fotones.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski

Tras la relajacion a Si, pueden ocurrir varios procesos competidores. Primero, puede tener lugar la
desactivacion radiativa S-Sy mediante la emision de un foton (fluorescencia), en una escala de tiempo
de 1071°-107%s. También puede ocurrir la desactivacion no radiactiva hasta Sy, limitando el rendimiento
cuantico de la fluorescencia. Finalmente, también es posible la relajacion no radiativa entre dos estados
electronicos de diferente multiplicidad. Como se muestra en el diagrama de Jablonski (Figura 2) para
pasar del estado S; al estado T; tiene lugar un cruce entre sistemas (ISC). Este es un proceso fotofisico
en el que una molécula en estado excitado singlete (con espines apareados), pasa a un estado triplete
(con espines desapareados). Este proceso se ve favorecido por un acoplamiento espin-orbita,
concretamente en moléculas que contienen atomos pesados. El ISC es crucial para la generacion de ROS

mas concretamente de oxigeno singlete.’

Una vez ha tenido lugar el ISC, el electron en T; puede decaer radiativamente (via fosforescencia) o no
radiativamente a Sy (Figura 3). Dado que este fendmeno requiere nuevamente una inversion de espin,
ocurre en dominios de tiempo largos (10°-107% s), siendo considerablemente comprometido por canales
de decaimiento no radiativo T-So mas rapidos. Dado que el estado triplete T se encuentra por debajo
del estado singlete S| mas bajo, la fosforescencia se observa a longitudes de onda mas largas con respecto

a la fluorescencia.'?
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Figura 3. Diagrama representativo del ISC

Como se ha explicado anteriormente, cuando se excita una molécula, esta absorbe energia y
posteriormente la libera, es decir emite esta energia. Al representar graficamente las bandas de absorcion
y emision podemos observar que son imagenes especulares (Figura 4b). Esto se explica mediante el
principio de Franck-Condon y la regla de Kasha. El principio de Franck-Condon (Figura 4a) establece
que las curvas de energia potencial del estado fundamental y del estado excitado son similares, lo que
provoca que las bandas vibrénicas dominantes en absorcion y emision tengan un espaciado similar.'?
Sin embargo, las posiciones espectrales de las bandas 0—0 en absorcion y fluorescencia no coinciden
exactamente; esta diferencia se conoce como desplazamiento de Stokes. Esto se debe a que el estado
excitado es generalmente mas polarizable y puede ser mas polar que el estado fundamental, lo que
resulta en que la banda de absorcion esté a mayor frecuencia que la de emision. En algunos casos, el
estado excitado puede ser menos polar que el fundamental, lo que llevaria a un desplazamiento anti-
Stokes, donde la banda de fluorescencia aparece a mayor frecuencia que la de absorcion.'* Es importante
mencionar que el término desplazamiento de Stokes también se refiere a la diferencia entre los maximos
de las bandas de absorcion y emision, que puede ser mucho mayor que el desplazamiento entre las

bandas 0-0."3
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Figura 4. a) Principio de Fran-Condon; b) Espectro de absorcion y emision'*



Ademas, la regla de Kasha establece que las moléculas poliatdbmicas emiten luminiscencia,
generalmente, solo desde el estado excitado mas bajo de una multiplicidad dada, debido a la rapida
conversion interna (IC) de los estados superiores hacia este. Sin embargo, hay excepciones, como la
fluorescencia desde el segundo estado excitado (S>), que puede ocurrir cuando la brecha energética entre
S, y Si es grande, cuando la transicion So — S; tiene una gran fuerza de oscilador, o bajo condiciones

de alta sensibilidad experimental, como en la aniquilacion triplete-triplete.!'

2.2 Sintesis y derivatizacion del cromo6foro BODIPY

La estructura basica de los crom6foros BOIDPY se muestra en la Figura 5. Consta de dos anillos de
pirrol, unidos por un puente en la posicion 8 y coordinados por BF en los nitrégenos de los pirroles. La
posicion 8 también se designa como meso y las posiciones 3 y 5 también son denominadas o, ademas

los BODIPY's comunes suelen tener un par de atomos de fltior en la posicion 4, es decir, unidos al Boro.

1 8

\7
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2 6
m
3 ~B< 5
F7,°F

Figura 5. Estructura basica del BODIPY

Esta estructura o esqueleto del BODIPY es facil de preparar partiendo de pirroles, siguiendo 2 estrategias

de sintesis.

La primera estrategia se muestra en el Esquema 1, consiste en la condensacion de aldehidos aromaticos
con pirroles en presencia de un medio acido, para dar lugar a un dipirrometano intermedio, el cual es
utilizado de forma inmediata ya que es sensible a la luz y el aire. Posteriormente su oxidacion con
agentes oxidantes como p-cloranilo o 2,3-diciano-5,6-dicloro-1,4-benzoquinona (DDQ) conduce a
dipirrometenos o dipirrinos que por adicion de una base como por ejemplo trietilamina (Et;N) y posterior

complejacion con trifluoruro de boro eterato (BF;-Et,0) dara lugar a los BODIPYs. !¢

{/ \\ H* [Ox] base
+ — = [ —_
N = - /Y T BRsEwo ¢ T T
H Yo \_NH HN—/ =N HN— 77 SN, N /
F oo

Dipirrometano Dipirrometeno BODIPY

Esquema 1. Sintesis de BODIPY's a partir de pirroles y aldehidos

La segunda via de sintesis de estos compuestos es partiendo de pirroles y cloruros de acido como se
muestra en el Esquema 2. Esta es la via mas directa para sintetizar BODIPY's simétricos sustituidos y
consiste en la condensacion de cloruros de acido con pirroles a-H. Los hidrocloruros de dipirrometeno

reaccionan in situ con BF3;-Et,O en presencia de una base, lo que da lugar al BODIPY.



Ry

N base
I\ + R4COCI ——> 7 B —
N =N HN-—/

BF3Et,0
H HCI 82

Esquema 2. Sintesis de BODIPY's partiendo de pirroles y cloruros de 4cido

Siguiendo esta ruta sintética, también se pueden utilizar anhidridos en lugar de cloruros de acido, donde
se obtienen BODIPYs con un grupo carboxilo en posicion meso, que puede ser utilizado para su

posterior anclaje.

BF5 Et,0

° base
oD =
N
H o}

Esquema 3. Sintesis de BODIPYSs a partir de anhidridos

Como se ha mencionado anteriormente, las propiedades fotofisicas del BODIPY pueden ser moduladas
mediante la derivatizacion de la plataforma.'” En la Figura 6 se puede observar todas las posibles
funcionalizaciones que se pueden realizar en estos compuestos. Este trabajo se centrard en la

funcionalizacion de las posiciones 2,6 y 3,5.

SnAr, acoplamiento C-C

catalizado por Pd

A S\Ar, acoplamiento C-C catalizado por Pd
4

--» SgAr, acoplamiento C-C catalizado por Pd

Sy con nucledfilos Condensacion de Knoevenagel, Sg

carbonados y
oxigenados

Figura 6. Reactividad del ntcleo del BODIPY

Como puede verse en la Figura 6, una de las posibles funcionalizaciones es la reaccion de sustitucion
nucledfila aromatica (SnAr) en posiciones 1/3/5/7 y sustitucion nucleofila en el atomo de boro. También
pueden sufrir acoplamientos cruzados C-C en posiciones 1/2/6/7/8. Sin embargo, los coeficientes mas
bajos del BODIPY en el orbital LUMO en posiciones 2,6 dificultan la sustitucion nucleofilica, por lo
que en esas posiciones ocurren reacciones de sustitucion electrofila aromatica (SgAr), como la

halogenacion.!’
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2.2.1 Funcionalizacion de la posicion 8

En la posicion 8 o meso se puede introducir varios grupos funcionales mediante dos posibles rutas

sintéticas:

. A partir de aldehidos aromaticos o equivalentes acilo (ver en Esquemas 1, 2 o 3). Este método
implica la reaccion directa de aldehidos aromaticos o cloruros de acido para introducir grupos
funcionales en la posicion 8.'8

o Mediante halogenacion seguida de reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio (Figura
6), en este caso se encuentra una diversidad de grupos funcionales en la posicion 8 mediante

reacciones de acoplamiento selectivas.'®

2.2.2 Funcionalizacion en posiciones 2 y 6

Como ya se ha mencionado, las posiciones 2,6 del BODIPY sufren reacciones de SgAr, como la
halogenacion. La introduccion de haldégenos en esas posiciones permite también las reacciones de
acoplamiento cruzado C-C catalizadas con paladio, como las arilaciones de Suzuki y Stille, las
reacciones de Heck y las alquilaciones de Sonogashira que permiten extender la conjugacion del

croméforo.*

La sustitucion con atomos pesados como bromo o yodo en las posiciones 2,6, dan lugar a ISC, sin
embargo, si la sustitucion con dichos atomos se realiza en las posiciones 3,5 se observa que esta

sustitucion promueve la fluorescencia.*

2.2.3 Funcionalizacion en posiciones 3 y 5.

La acidez de los grupos metilo en posiciones 3,5 (también en 1,7) puede dar lugar a reacciones de
condensacion con reactivos aromaticos mediante la condensacion de Knoevenagel, resultando en

BODIPYs con extension de la conjugacion.'®

La reaccion de condensacion de Knoevenagel, consiste en la formacion de un doble enlace C-C a través
de la reaccion de compuestos carbonilicos con compuestos con grupos metilos activos (acidos). Esta
ruta es una de las mas primitivas para sintetizar compuestos carbonilicos a,f-insaturados mediante la
condensacion de aldehidos y cetonas con compuestos que contienen grupos metileno acido C-H seguida

de una deshidratacion.!” El mecanismo de esta reaccion se puede observar en el Esquema 4.
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a) Reaccion

Piperidina
AcOH glacial
R
A

Esquema 4. a) Reaccion de Knoevenagel; b) Mecanismo de la reaccion de Knoevenagel

Como se muestra en el Esquema 4b, la base extrae el proton acido del metilo en posicion 3 y 5 formando
un carbanion, que act@ia como nucleodfilo y ataca al grupo carbonilo del aldehido. El intermedio
hidroxilico en presencia de la base deshidrata y forma un enlace doble entre el carbono o y el

carbono f.

Los BODIPYs que han sido funcionalizados con grupos estirilo en las posiciones 3 y 5 estan siendo
aplicados en campos avanzados de tecnologia y ciencia ya que la extension de la conjugacion permite
alcanzar longitudes de onda de entre 650 y 1000 nm, donde se encuentra la franja de la ventana bioldgica
0 ventana terapéutica (ver en Figura 1). Algunas aplicaciones de estos compuestos son tincioén
fluorescente de peroxidasa en células y tejidos fijados, agentes de imagen para placas de beta-amiloide
dentro del contexto de la enfermedad de Alzheimer® y transistores de pelicula delgada y laseres de fibra
de 1064 nm?! y cromoéforos Opticos no lineales??, por lo que estos compuestos se pueden emplear en
biomedicina, dispositivos electronicos y Opticos. Su alta sensibilidad estabilidad y versatilidad los hacen
adecuados para una variedad de usos avanzados, desde la deteccion de biomoléculas hasta el desarrollo

de componentes electronicos robustos y estables.?
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3 Objetivo

El objetivo principal de este trabajo consiste en la sintesis de meso-carboxi BODIPYs. El grupo
carboxilo en posicion meso permite su anclaje a distintos soportes o nanoparticulas para su uso posterior
en distintas aplicaciones. En primer lugar se ha reproducido la sintesis del BODIPY 3% (Figura 7) para
la produccion de oxigeno singlete en tratamiento de aguas.’ Este compuesto presenta un alto rendimiento

cuantico de oxigeno singlete del 72% debido al efecto del atomo pesado de los sustituyentes yodo.>*

En segundo lugar, se ha desarrollado la sintesis y caracterizacion del BODIPY 5 (Figura 7) con el
objetivo de extender la conjugacion del cromoéforo para poder aproximarse a longitudes de onda cercanas

a la ventana bioldgica, permitiendo asi su uso en bioimagen.?

Figura 7. Estructura de los BODIPYS 3 y 5 objeto de este trabajo
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4. Procedimiento experimental

Materiales: Se emplearon reactivos y disolventes de la mas alta pureza disponible, tal como se
adquirieron, ademas de gel de silice para cromatografia en columna y placas de cromatografia en capa
fina recubiertas con gel de silice. Los disolventes utilizados fueron purificados y secados segun los
procedimientos estandar para cada caso. Los reactivos se obtuvieron de diversas companias comerciales

y se utilizaron sin purificaciones adicionales con la informacién de cada reactivo descrita en la Tabla 1.

Tabla 1. Tabla con los compuestos quimicos utilizados en este trabajo.

Compuesto Pureza CAS
n-Hexano (Hex) 96% 110-54-3
Tolueno 99.9% 108-88-3
Diclorometano (DCM) 99.9% 75-09-2
Acetato de etilo (AcOEt) 99.5% 141-78-6
Metanol deuterado (MeOD) 98% 811-98-3
Cloroformo deuterado (CDCl3) 99.8% 865-49-6
IC1 IM 7790-99-0
2,4-dimetilpirrol 97% 625-52-1
Cloruro de metil oxalilo 97% 5781-53-3
Benzaldehido 98% 100-52-7
Acido acético glacial 99.5% 64-19-7
Piperidina 99% 110-89-4
BF;-Et,O 46.5% 109-63-7
Et:N 99.5% 121-44-8
Acido clorhidrico 37% 7647-01-0
Sulfato de magnesio anhidro 97% 7487-88-9

El progreso de todas las reacciones se controldo mediante cromatografia en capa fina (CCF), con revelado
por irradiacion UV (A =256 nm). Para la separacion y purificacion de productos se empled cromatografia

de elucion utilizando gel de silice Merck 60 (230-400 mesh ASTM) como soporte.

4.1 Técnicas de caracterizacion

Durante este trabajo se utilizaron diversas técnicas de caracterizacion, para estudiar cada compuesto. A

continuacion, se describe brevemente cada técnica:
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4.1.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La técnica fundamental para identificar la estructura de moléculas organicas es la RMN. Consiste en el
analisis de los nucleos de ciertos atomos dentro de una molécula mediante su interaccion con un campo
magnético fuerte y radiacion de radiofrecuencia. Los espectros de RMN proporcionan informacion
crucial para la elucidacion estructural de compuestos organicos mediante las sefiales que proporcionan
los nticleos atomicos con espin nuclear distinto de cero como 'H o *C que son dependientes del entorno
quimico de estos. Por tanto, los niicleos en diferentes entornos quimicos presentan sefiales diferentes,
lo que permite determinar la estructura molecular. Los espectros de RMN se han registrado en un
espectrometro de Bruker 400 MHz para 'H RMN y 100 MHz para *C RMN (Figura 8), a 22 °C,
utilizando la sefal residual del disolvente como referencia interna. Se expresa el desplazamiento
quimico, 0 en partes por millon (ppm), la multiplicidad de los sistemas de espines, s (singlete),
d (doblete), t (triplete), ¢ (cuadruplete), q (quintuplete), m (multiplete), etc., el valor de las constantes
de acoplamiento (J) y el numero de protones que integra cada sefial. Las muestras se han preparado
disolviendo una pequefia cantidad del compuesto sintetizado, tipicamente alrededor de 2 mg para
'H RMN y 20 mg para '3C RMN, en 0.6 mL de cloroformo o metanol deuterado, dependiendo de la

solubilidad del compuesto.

Figura 8. Equipo de RMN utilizado

4.1.2 Espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-Vis)

Otra técnica de caracterizacion que se ha empleado en este trabajo es la espectroscopia UV-Vis. Esta
técnica es utilizada para analizar como los compuestos absorben luz en las regiones ultravioletas (200-
400 nm) y la region visible (400-800 nm). Al exponer la muestra a un haz de luz, algunos electrones en
la molécula pueden saltar a niveles de energia superiores absorbiendo la radiacion incidente. El

espectrofotometro mide la luz absorbida a diferentes longitudes de onda, generando un espectro que
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refleja estas transiciones. Esta informacion es 1til para identificar compuestos y estudiar sus
caracteristicas optoelectronicas. Esta técnica se basa en la ley de Beer-Lambert, que se expresa con la

Ecuacion 1:
A=¢c-c'l Ecuacion 1

Donde A es la absorbancia, ¢ es el coeficiente de absorcidon molar, ¢ es la concentracion del soluto y | es
la longitud del camino dptico, en el caso de este trabajo de 1 cm. Los espectros de absorcion UV-Vis se
registraron en un espectrofotdmetro Jenway Espectofotdmetro de haz tinico UV/Visible modelo 7315
(Figura 9). Todas estas medidas de espectroscopia se han realizado utilizando disoluciones diluidas

(1073-107° M) en cubetas de cuarzo de 1 cm de camino Optico.

Figura 9. Espectrofotometro de UV-Vis utilizado

4.1.3 Espectroscopia de fluorescencia

Las técnicas de emision analizan las propiedades de una sustancia a través de la luz emitida cuando sus
atomos o moléculas son excitados. Al volver a su estado fundamental, liberan energia en forma de luz,
la cual proporciona informacion sobre la composicion de la muestra. Todas estas medidas de
fluorescencia se han realizado utilizando disoluciones diluidas (107 M) en cubetas de cuarzo de 1 cm
de camino oOptico. Las medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrometro de fluorescencia
FL8500 (PerkinElmer) equipado con un haz de luz contintio proporcionado por una arc-lampara libre

de ozono de 150 W (Figura 10).

Figura 10. Espectrometro de fluorescencia utilizado
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4.1.4 Rendimiento cuantico de Fluorescencia

El rendimiento cuantico de fluorescencia es una medida de la eficiencia del proceso de fluorescencia.
Muestra la relacion entre el niimero de moléculas que emiten fluorescencia y el niimero total de
moléculas excitadas. También podria decirse que es la relacion entre los fotones emitidos respecto a los

absorbidos (Ecuacion 2).

fotones emitidos

¢ = Ecuacién 2

- fotones absorbidos

El rendimiento cuéntico se representa utilizando la letra griega ¢ y pude variar entre 0 y 1 (o entre 0%
y 100%). Cuando se tienen moléculas altamente fluorescentes se obtendra un dato muy proximo a la
unidad, sin embargo, cuando la fluorescencia apenas se aprecia este valor sera proximo a cero. Esta
medida es crucial en diversas aplicaciones, como en el disefio de materiales fluorescentes para sensores

y dispositivos optoelectronicos.

Para determinar el rendimiento cuantico de fluorescencia existen dos métodos, el método absoluto y el
método relativo. El método absoluto permite calcular este rendimiento tanto de especies liquidas como
en fase solida; sin embargo, el método relativo solo admite especies en disolucion. El método absoluto
requiere del uso de una esfera integradora (Figura 11), un dispositivo disefiado para captar la emision
de luz de la muestra desde cualquier angulo, de modo que durante el proceso de medicion la radiacion
es emitida en todas las direcciones. En el caso del método relativo, este se basa en comparar la emision

de la muestra con la de materiales patron que tienen un rendimiento perfectamente conocido.?®

W W

L Bl

a1» «ip

Figura 11. Esfera de integracion

En este trabajo, los rendimientos cuanticos de fluorescencia se han determinado como valores absolutos
utilizando una esfera de integracion acoplada al espectrometro de fluorescencia mencionado

anteriormente.
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4.2 Sintesis de derivados de BODIPY

4.2.1 Sintesis de 4,4 -difluoro-8-metoxicarbonil-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indaceno (1):

En dos matraces Schlenk de 100 mL se realizan ciclos de vacio-nitrégeno. En uno de ellos

se introduce 2,4-dimetilpirrol (923 mg, 9.71 mmol, 1 mL) disuelto en DCM anhidro

(10 mL), y en el segundo matraz, cloruro de metil oxalilo (0.36 mL, 3.88 mmol, 1 eq),
disuelto en DCM anhidro (25 mL), a temperatura ambiente. A continuacion, se agrega la disolucion de
cloruro de metil oxalilo gota a gota sobre la disolucion de 2.4-dimetilpirrol en atmoésfera inerte. Esta
mezcla se deja agitando durante 4 h y pasado ese tiempo, se enfria a 0 °C. Entonces se afiade trietilamina
(2.7mL, 19.41 mmol, 5 eq) y 5 min después BF3-Et;O (5.2 mL, 19.41 mmol, 5 eq). Esta mezcla se agita
a temperatura ambiente durante 8 h, transcurrido ese tiempo se afiade HCI acuoso (10%, 30mL) y la
mezcla se extrae con DCM (3x30 mL). La fase organica se seca sobre sulfato de magnesio anhidro
(MgSQOy) para retirar todos los restos posibles de agua, se filtra para retirar el MgSO4y se elimina el
disolvente a presion reducida. El producto se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice como
fase estacionaria y como eluyente se usa una mezcla de Hex/DCM (7:3). El sdlido obtenido se
recristaliza disolviendo primero en una pequefia cantidad de DCM y agregando Hex hasta observar
turbidez y filtrando en placa porosa. Se obtienen 155.3 mg (13 %) de 1 como solido naranja. '"H-RMN
(400 MHz, CDCl3) o, ppm: 6.06 (s, 2H), 3.97 (s, 3H), 2.53 (s, 6H), 2.12 (s, 6H) (Figura S1). Los datos

espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.*
4.2.2 Sintesis de 4,4 -difluoro-2,6-diyodo-8-metoxicarbonil-1,3,5,7-tetrametil-4-boro-

3a, 4a-diaza-s-indaceno (2):

En un matraz Schlenk de 50 mL se realizan ciclos de vacio-nitrégeno y se introduce 1

(111 mg, 0.36 mmol, 1 eq) en DCM anhidro (30 mL) y se le afiade una disolucion de

ICl en DCM (146 mg, 0.9 mmol, 2.5 eq) en atmdsfera inerte. La mezcla se mantiene
agitando a temperatura ambiente durante aproximadamente 3 h. El curso de la reaccion se sigue por
CCF. Una vez finalizada la reaccion se afiade agua a la mezcla y se extrae con DCM (3x20 mL). La fase
orgéanica obtenida se seca sobre MgSOs anhidro para retirar el agua restante, se filtra y se concentra a
presion reducida. El producto se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice usando como
eluyente una mezcla de Hex/DCM (8:2). Se obtienen 143.5 mg (71 %) de 2 como un soélido dorado.
"H-RMN (400 MHz, CDCIs) 4, ppm: 4.00 (s, 3H), 2.62 (s, 6H), 2.13 (s, 6H). (Figura S2). Los datos

espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.>*
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4.2.3 Sintesis de 3,5-diestiril-4,4 -difluoruro-1,7-dimetil-8-metoxicarbonil-4-boro-3a,

4a-diaza-s-indaceno (4):

0.0 En un matraz Schlenk de 100 mL con tamices moleculares previamente activados

en la estufa se realizan ciclos de vacio-nitrégeno y se introducen, 1 (100 mg,

FOF { 0.33 mmol, 1 eq), benzaldehido (305 mg, 3.3 mmol, 10 eq), acido acético glacial
é/ ‘ b (297 mg, 4.95 mmol, 15 eq), piperidina (421 mg, 4.95 mmol, 15 eq) y tolueno
anhidro como disolvente (15 mL). La reaccion se calienta a reflujo a 110 °C durante 2 h, observandose
un cambio de color y siguiendo el transcurso mediante CCF. Una vez observado la finalizacion de la
reaccion por CCEF, se elimina el disolvente a presion reducida, se afade agua, y la mezcla se extrae con
DCM (3x10 mL). La fase organica se lava con agua y se seca sobre MgSQOy anhidro, se filtra y concentra
apresion reducida. Finalmente, el producto se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice usando
como eluyente una mezcla de Hex/DCM (6:4) para una primera purificacion y una usando como
eluyente Hex/EtOAc, (9:1). Se obtiene 23 mg (15%) de 4 como un sélido azul. '"H-RMN (400 MHz,
CDCl3) o, ppm: 7.71-7.62 (m, 6H), 7.43-7.32 (m, 8H), 6.74 (s, 2H), 4.00 (s, 3H), 2.19 (s, 6H)
(Figura S4).*C-NMR (100 MHz, CDCl;) d, ppm: 166.1 (C), 154.3 (C), 140.0 (C), 137.5 (CH),
136.5 (C), 131.2 (C), 129.4 (CH), 128.9 (CH), 127.9 (CH), 126.1 (C), 119.2 (CH), 118.0 (CH), 53.2
(OCHa3), 13.1 (CHas) (Figura S6).

4.2.4 Procedimiento general para la sintesis de 8-carboxi BODIPYs:

En un matraz Schlenk de 50 mL se realizan ciclos de vacio-nitrdgeno y se introducen, Lil (10 eq) y el
BODIPY-8-metil-ester (1 eq) y se disuelven en EtOAc anhidro bajo atmosfera inerte. La reaccion se
calienta a reflujo a 80 °C durante la noche. La reaccion se sigue por CCF. Cuando se observa que la
reaccion ha finalizado, se enfria a temperatura ambiente y se agrega HCl (37%) (0.2 mL). Se afiade
agua, y la mezcla se extrae con EtOAc (3%20 mL). La fase organica se seca sobre MgSO4 anhidro, se
filtra y concentra a presion reducida. El producto se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice

usando como eluyente una mezcla de EtOAc/Metanol (9:1).
4.2.4.1. Sintesis de 4,4 -difluoruro-2,6-diyodo-8-carboxi-1,3,5,7-tetrametil-4-boro-3a,4a-

diaza-s-indaceno (3):

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 4.2.4 se hacen reaccionar

(100 mg, 0.18 mmol, 1 eq) de 2 con (240 mg, 1.79 mmol, 10 eq) de Lil disuelto en

EtOAc anhidro (50 mL). El producto se purifica mediante cromatografia sobre gel de
silice utilizando como eluyente una mezcla de EtOAc/Metanol (9:1). Se obtienen 93 mg (95%) de 3
como un solido rojo. "H-RMN (400 MHz, CD;0D) 6, ppm: 2.54 (s, 6H), 2.38 (s, 6H) (Figura S3). Los

datos espectroscopicos corresponden con los descritos en la bibliografia.?*
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4.2.4.2. Sintesis de 3,5-diestiril-4,4 -difluoruro-1,7-dimetil-8-carboxi-4-boro-3a,4a-diaza-

s-indaceno (5):

HO. 0 Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 4.2.4, se hacen

) reaccionar (47 mg, 0.1 mmol, 1 eq) de 4 con (129 mg, 0.97 mmol, 10 eq) de

Lil en 50 mL de EtOAc anhidro. El producto se purifica mediante
d ? b cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de
EtOAc/Metanol (9:1). Se obtienen 26.5 mg (58%) de 5 como un so6lido rojo.
"H-RMN (400 MHz, CD;0D) 8, ppm: 7.66-7.61 (m, 6H), 7.42-7.29 (m, 8H), 6.84 (s, 2H), 2.45 (s, 6H)
(Figura S5). BC-RMN (100 MHz, CDs;0OD) 6, ppm: 171.4 (C), 153.3 (C), 144.2 (C), 138.5 (C),

138.2 (CH), 136.6 (CH), 131.4 (C), 130.0 (CH), 129.9 (C), 128.3 (CH), 120.2 (CH), 117.7 (CH), 13.2
(CH3) (Figura S7).
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5. Discusion de resultados

5.1 Sintesis

La ruta sintética comienza con la preparacion del compuesto 1. Este compuesto se obtiene por
condensacion del 2,4-dimetilpirrol y cloruro de metil oxalilo (Esquema 5) utilizado un procedimiento
previamente descrito en la bibliografia.?’ El cloruro de metil oxalilo se utiliza con la intencion de
introducir un éster metilico en la posicion meso. Los metilos introducidos por el 2,4-dimetilpirrol, en las

posiciones 1/3/5/7 del niicleo permitiran la posterior derivatizacion.

0 (i) DCM, t.a, 4h
o T e
~
cl <M i) EtN
o BF5-Et,0
0°C, t.a, 8h 1(13%)

Esquema 5. Esquema sintético para la obtencion del compuesto 1

La sintesis se realiza bajo atmdsfera de nitrégeno y con disolventes anhidros para evitar la presencia de
humedad en la sintesis, ya que el agua puede hidrolizar el cloruro de metil oxalilo, dando como producto
el acido carboxilico. El 2,4-dimetilpirrol se agrega mediante una canula manteniendo asi la atmosfera
inerte y evitando en la medida de lo posible, la formacion de polimeros de pirrol. Durante el transcurso
de la reaccion, el matraz se cubre con papel de aluminio para evitar la exposicion a la luz ya que el
compuesto generado es fotosensible. Tras 4 horas de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla se
enfria a 0 °C, y se adiciona Et;N para extraer un proton del dipirrometeno formado (ver en Esquema 2
en el apartado 2.2). A continuacion, se afiade BF3;-Et;O que se complejard a los dtomos de nitrogeno
dando lugar al BODIPY. La mezcla debe enfriarse a 0 °C ya que tanto la extraccion del protdn por medio
de la base como la complejacion con BF; es exotérmica. Una vez finalizada la reaccion, el crudo se lava
con HCI para neutralizar la base utilizada y poder extraer la fase organica. Durante la extraccion se
observa gran cantidad de polimero de color rojizo lo que dificulta la extraccion, pero mediante
cromatografia en gel de silice se consigue separar el polimero de nuestro compuesto ya que el polimero
se queda retenido en la gel de silice. Finalmente, el so6lido obtenido después de la cromatografia en gel
de silice se recristaliza en una mezcla de DCM/hex, para eliminar una impureza que presenta un factor
de retencion semejante a 1. Se obtiene 1 como un s6lido naranja cristalino con un rendimiento del 13%.
El rendimiento de 1 es bastante bajo, debido a la formacion de polimeros de pirrol que dificultan la
extraccion y reducen el rendimiento. En la Figura 12 se muestra el espectro de '"H RMN de 1. En el
espectro se observa un unico singlete correspondiente a los dos protones aromaticos de las posiciones
2,6 a 6.06 ppm debido a la simetria axial de la molécula, la sefial correspondiente al grupo metilo del

éster aparece como un singlete a 3.97 ppm y las dos sefiales correspondientes a los metilos en posiciones
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1,3,5,7 como dos singletes a 2.53 y 2.11 ppm. Las sefiales aparecen como singletes porque no existe

acoplamiento con otros nucleos.

H,0

O —
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

Figura 12 Espectro de '"H RMN de 1 en CDCls

El compuesto 2 fue sintetizado a partir de 1, mediante una reaccion de SgAr. Para ello se utilizo ICI para

introducir los atomos de yodo en las posiciones 2,6 (Esquema 6).

ICI Lil
—_— —_—
bCM EtOAc

ta reflujo, 16 h

3 (95%)

Esquema 6 Esquema sintético para la obtencion de los compuestos 2 y 3

La sintesis se realiza bajo atmosfera de nitrogeno y utilizando disolventes anhidros para evitar la
presencia de humedad. El matraz se cubre con papel de aluminio para evitar la exposicion a la luz ya
que el compuesto es fotosensible. La reaccion se agita a temperatura ambiente, siguiendo su curso
mediante CCF. En los primeros minutos, tras la adicion del ICI se puede apreciar el cambio de color del
crudo de reaccion a color morado. El compuesto 2 es mas apolar que 1 por lo que se debe usar una
mezcla de eluyentes mas apolar para su purificacion. En la CCF se puede observar la formacion del
compuesto mono iodo, aunque los equivalentes utilizados de ICl en la reaccion son suficientes como
para que esto no ocurriera (2.5 eq). El BODIPY 2 se obtiene como un sélido de color dorado con un
rendimiento del 45%. En el 'H RMN de 2 (Figura 13) se observa la desaparicion de la sefial a 6.06 ppm

correspondiente a los protones aromaticos debido a la sustitucion por los yodos.
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BODIPY 1

Cloroformo-d
H,0

6.06

BODIFY 2

Choroformo-d

— WO

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 {(ppm}

Figura 13. Comparacion de los espectros de RMN de 1y 2 en CDCl3

Para la obtencion del grupo carboxilico en la posicion meso se lleva a cabo la desproteccion del metil
éster 2 con Lil (Esquema 6). La sintesis se realiza en atmosfera inerte de nitrégeno a reflujo de EtOAc
anhidro evitando la humedad del ambiente y el matraz se cubre con papel de aluminio. Cuando se
observa la desaparicion del producto de partida por CCF, se deja enfriar a temperatura ambiente. El
crudo de reaccion se neutraliza con HCI para protonar el carboxilato y se extrae con EtOAc. El 4cido
obtenido 3 es mucho mas polar que el metil éster 2. El 4cido 3 es parcialmente soluble en DCM y
necesita una mezcla de eluyentes mas polar (AcOEt/MeOH) que 2 en su purificacion en gel de silice.

Se obtiene 3 como un so6lido de color morado con un rendimiento del 95%.

En la Figura 14 se muestra una comparacion de los espectros de 'H RMN del metil éster 2 (en CDCl5)
y el acido 3 (MeOD). Los espectros se realizan en distintos disolventes deuterados debido a la
solubilidad de los compuestos. En el espectro del 4cido 3 desaparece la sefial a 4.00 ppm correspondiente

al grupo metilo del éster, que aparece desapantallada debido al efecto del oxigeno.
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Figura 14. Comparacion de espectros de 'H RMN de 2 (en CDCls) y de 3 (en MeOD)

La sintesis de 4 se realiza mediante una reaccion de Knoevenagel como se muestra en el Esquema 7. Se
utiliza piperidina como base y se afiade acido acético glacial para protonar el oxigeno del carbonilo
haciendo ese carbono mas electrofilo. La base extrae el proton acido del metilo en posiciones 3y 5 de 1
formandose un carboanion que actiia como nucleéfilo y ataca al grupo carbonilo del benzaldehido. El
intermedio hidroxilico formado deshidrata en presencia de la base formandose un doble enlace entre el
carbono a y el carbono S del carbonilo (ver en Esquema 4 en el apartado 2.2.2). La sintesis se realiza
bajo atmosfera inerte de nitrégeno y con tamices moleculares para eliminar el agua, subproducto de la
reaccion, y asi desplazar el equilibrio hacia la formacion de 4. También se utiliza 4cido acético glacial
con una pureza de casi el 100%, para evitar la presencia de agua y como disolvente se emplea tolueno
anhidro. Durante la reaccion el matraz se protege de la luz con papel de aluminio, pero se pudo observar
un cambio de color de rosa a azul. Para la obtencion del compuesto 4 puro fueron necesarias dos
cromatografias en gel de silice. La primera purificacion se realizo utilizando una mezcla de Hex/DCM
y la segunda con una mezcla Hex/EtOAc. Se obtuvo 4 como un sélido de color azul con un rendimiento

del 15%.
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Piperidina
AcOH glacial Lil

Tolueno ~BL °BL
F F EtOAc F F

/
reflujo, 2h reflujo,16 h
1 d 4 (30%) b d 5 (59%)

Esquema 7 Esquema sintético para la obtencion de los compuestos 4 y 5

/

Al igual que para el compuesto 3, la obtencion del grupo carboxilico en la posicién meso se lleva a cabo
mediante la desproteccion del metil éster 4 con Lil. Al igual que 3, S es mucho mas polar que el éster de
partida 4, por lo que se requiere una mezcla de eluyentes mas polar para su purificacion en gel de silice.
Se obtiene S como un sélido de color rojo con un rendimiento del 58%, rendimiento mas bajo que en la
anterior desproteccion para la obtencion de 3 que tuvo un rendimiento de 95%. En la Figura 15 se

muestra una comparacion de los espectros de 'H RMN del éster 4 y el 4cido 5. El acido 5 no presenta la

sefal del grupo metilo del éster mientras que el compuesto de partida si presenta dicha sefial a 4.00 ppm.

BODIPY 4

Cloroformo-d

4,00

—DCM

i )

BODIPY 5

Q
==}
- L
3
E
2
=
- T = -
A W ) I\ e L | I
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 15. Comparacion de espectros de 'H RMN de 4 (en CDCls) y de 5 (en MeOD)
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5.2 Estudio de las propiedades fotofisicas

Una vez sintetizados todos los compuestos, se estudiaron sus propiedades fotofisicas, para poder
observar como varian, seglin la funcionalizaciéon que se ha realizado al BODIPY 1. En la Tabla 2, se
recogen todos los resultados obtenidos de longitud de onda del maximo de absorciéon y emision,

coeficiente de absorcion molar y rendimiento cuantico de fluorescencia.

Tabla 2. Propiedades fotofisicas de los BODIPYs sintetizados, medidas realizadas en metanol

(c=10°M)

Compuesto AADS a/nm ¢/10'Mem™ | AE™ . /nm @,
1 510 1.81 527 >1%
2 548 1.05 573 >1%
3 522 1.07 543 >1%
4 634 2.03 650 >1%
5 610 9.48 630 68%

Todas las medidas fueron realizadas en metanol, para evitar el efecto del disolvente en las medidas.
Todos los compuestos analizados tienen valores de ¢ entre 1-9.5x10* M ™! cm™! (valores tipicos de ¢ en
estos cromoforos).?® Analizando los méaximos de absorcion de los metil éster sintetizados 1, 2 y 4,
observamos que las longitudes de onda del méximo de absorcion en los compuestos 2 y 4 presentan un
desplazamiento batocromico si los comparamos con el BODIPY 1. Destaca el notable desplazamiento
que presenta el compuesto 4 (de mas 120 nm), debido a la extension de la conjugacion que existe en el
compuesto 4. En el caso de los acidos 3 y S, si los comparamos con sus ésteres correspondientes 2 y 4,
observamos un desplazamiento hipsocromico (de unos 25 nm). En la Figura 16, se representan los

espectros de absorcién medidos en metanol de cada uno de los BODIPY's sintetizados.
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Figura 16. Espectros de absorcion normalizada de los BODIPYs sintetizados medidos en metanol

(c=10°M)
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En la Figura 17 se muestran los espectros de emision de los BODIPY s sintetizados medidos en metanol.
Si comparamos los espectros de emision de los ésteres 1, 2 y 4 observamos un comportamiento
semejante al observado en los espectros de absorcion debido a que el espectro de absorcion y emision
son imagenes especulares.'® Tanto 2 como 4 presentan un desplazamiento batocrémico respecto del
BODIPY 1, destacando el desplazamiento observado en 4 (de mas de 120 nm) debido a la extension de
la conjugacion que presenta este compuesto. También es destacable la presencia de ruido en el espectro
de emision de 2 debido a la presencia de atomos pesados, que desactivan la emision.” Si comparamos
los 4cidos 3 y 5 con sus correspondientes ésteres 2 y 4 ocurre un comportamiento semejante que el
observado en los espectros de absorcion, presentan un desplazamiento hipsocrémico (de unos 20-30

nm).
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Figura 17. Espectros de emision de los BODIPY s sintetizados medidos en metanol (¢ = 10° M)

En cuanto al rendimiento cuantico de fluorescencia, se puede observar en la Tabla 2, que todos los ésteres
sintetizados muestran un rendimiento inferior al 1%. Esto es debido al giro libre que presenta el enlace
O-CH;% dandose una relajacion no radiativa por lo que no se observa fluorescencia. En el caso de los
acidos, el BODIPY 3 presenta un bajo rendimiento cuantico de fluorescencia debido a que este presenta
ISC, lo que conduce a una relajacion no radiativa. El acido 5 es el tnico que presenta alta fluorescencia
(68%) debido a la rigidez de su estructura y que no presenta ISC al no tener atomos pesados lo que
promueve la fluorescencia. En la Figura 18 se muestran fotografias de las disoluciones en metanol de
los BODIPYs 3 y 5 bajo la lampara UV (A =256 nm). En esta figura se puede apreciar como el BODIPY
5 emite fluorescencia bajo la luz de la lampara ya que tiene un alto coeficiente de rendimiento cuantico

sin embargo el BODIPY 3 presenta menor fluorescencia.
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a)

Figura 18. Fotografias de los BODIPYs 3 y 5 en metanol (¢ = 10° M); a,c) 3 y 5 bajo luz ambiente,
b,d) 3 y 5 bajo la lampara UV (A =256 nm)
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6. Conclusiones

Las conclusiones del presente trabajo se exponen a continuacion:

Se ha reproducido de forma exitosa la sintesis del BODIPY 3 y realizado su caracterizacion estructural

y fotofisica.
Se ha conseguido la sintesis y caracterizacion estructural y fotofisica del compuesto nuevo 5.

Los compuestos sintetizados muestran altos valores de ¢ (1-9.5x10* M™' cm™) tipicos de estos
compuestos. Analizando las propiedades Opticas, se observa que se han conseguido modular estas
propiedades mediante la derivatizacion del esqueleto base del cromoéforo, alcanzando un desplazamiento

batocromico de hasta 120 nm en absorcién y fluorescencia.

La funcionalizacién en posiciones 2,6 con atomos pesados, favorece el ISC disminuyendo la
fluorescencia y aumentando la produccion de ROS, lo que permite su aplicacion en descontaminacion

de aguas.

La funcionalizacion con grupos estirilo en posiciones 3 y 5 extiende la conjugacion a longitudes de onda
mas largas, proximas al NIR, permitiendo su uso en biomedicina ya que se encuentra dentro del rango
de la ventana bioldgica. El mayor rendimiento cuantico de fluorescencia se observa en el acido 5 (68%)

ya que no presenta giro libre en el enlace O-CHj3 presente en el éster 4 y por la alta rigidez de la estructura
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