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Resumen

Los calix[4]arenos son compuestos macrociclicos conformados por cuatro
unidades fendlicas conectadas por puentes de metileno que poseen una cavidad
hidrofébica que permite la formacién de complejos de inclusidon con una gran
variedad de moléculas. Dentro de sus principales caracteristicas destacan su
movilidad conformacional y su facil funcionalizacion. A partir de estas
modificaciones se pueden generar moléculas con estructuras definidas y con

diferentes polaridades en su cavidad.

Gracias a sus caracteristicas los calix[4]arenos han sido ampliamente estudiados
en distintas areas, destacandose en el desarrollo de receptores selectivos a
iones, donde la funcionalizacion de estas moléculas a través de la incorporacién

de fluoréforos, permiten su estudio mediante técnicas espectroscopicas.

En la presente memoria de tesis se han disefiado, sintetizado y caracterizado
siete nuevos calix[4]arenos (15, 16, 17, 18, 19, 20 y 21) modificados en su borde
inferior mediante la incorporacion de grupos amida, tiourea y piridina unidos a

derivados de BODIPY, triazolo[1,5-a]piridinas y pirazolo[3,4-b]piridina.

A través de espectroscopia de fluorescencia se evaluaron sus propiedades como
receptores de iones, donde el calix[4]areno 15 presenta afinidad por el anién
bisulfato con una constante de asociaciéon 1,32 x 10° M1, Mientras que los

receptores 20 y 21 resultaron especificos para los cationes Co?*, Ni%*, Cu?*.
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Glosario de abreviaciones

0 = Desplazamiento quimico.

A = Longitud de onda.

H-RMN = Resonancia magnética nuclear de protones.
AcOH = Acido acético.

AcOEt = Acetato de etilo.

Ar = Aromaético.

CDCIs = Cloroformo deuterado.

DMSO-d6 = Dimetilsulféxido deuterado.

EtOH = Etanol.

Ka = Constante de asociacion.

MHz (Hz) = Mega Hertz (Hertz).

t.a = Temperatura ambiente.

TEA = Trietilamina.

TFA = Acido trifluoroacético.

TMS = Tetrametilsilano.

DDQ = 2,3-Dicloro-5,6-Diciano-1,4-Benzoquinona.
DMF = Dimetilformamida.

DIPEA = N,N-Diisopropiletilamina.

DCM = Diclorometano.

Hex = Hexano.

MeCN = Acetonitrilo.



MeOH = Metanol.
DCC = N,N'-diciclohexilcarbodiimida.

HOBt = 1-hidroxibenzotriazol.
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1. Introduccion

1.1 Quimica Supramolecular

La quimica supramolecular, mas conocida como “la quimica mas alla de la
molécula”, es la rama de la ciencia que estudia las interacciones no covalentes
existentes entre las moléculas: existe una molécula anfitrion o host que
presentan sitios de union convergentes (atomos basicos segun la teoria de
Lewis, atomos donadores de puentes de hidrogeno, etc.) y una molécula
huésped o guest con sitios de union divergentes (atomos acidos segun la teoria

de Lewis, atomos receptores de puentes de hidrégeno, etc.).!

Si bien los antecedentes de la quimica supramolecular se remontan al afio 1756
con el descubrimiento de las zeolitas, no fue hasta 1978 en que el quimico
francés Jean-Marie Lehn introdujo el término, dando asi inicio a su estudio
formal, que ha permitido el entendimiento de diversos fendbmenos naturales como
el comportamiento de doble hélice del ADN, la relaciéon sustrato enzima o el
plegamiento de proteinas. Asi, también como el desarrollo de catalizadores,
inhibidores enzimaticos, extractantes, receptores de moléculas biologicas,

sensores moleculares, entre otros.?



1.2 Sensores moleculares

Una de las aplicaciones mas relevantes de la quimica supramolecular es el
desarrollo de sensores moleculares. Estos son moléculas hospedadoras
capaces de generar una respuesta macroscopica medible a la presencia de un
analito especifico, a través de distintas interacciones, permitiendo detectar y
cuantificar al analito en cuestién. Para esto la molécula anfitriona debe tener,
aparte del sitio de union, una unidad sefalizadora encargada de generar la sefial

macroscopica medible cuando el huésped se une al sitio de union.

El tipo de sefial medible es el que define el tipo de sensor con el que trabajamos,
si la respuesta a la presencia del analito es un cambio en las propiedades redox
de la molécula hospedadora, tendremos un sensor electroquimico. Los sensores
sustituidos con cromoéforos o fluoréforos permiten la obtencién de sensores
moleculares cromogénicos o fluorogénicos, respectivamente. Estos ultimos
sensores son conocidos también como sensores Opticos y son el tema principal

por tratar en esta tesis.3

1.2.2 Importancia del desarrollo de sensores moleculares paraiones.

El continuo desarrollo de sensores moleculares para iones se debe
principalmente a la gran importancia que estos tienen en distintos procesos
biolégicos e industriales.* Por ejemplo, los cationes sodio, potasio, magnesio,
calcio y litio actuan en la trasmision de impulsos nerviosos, la contraccion

muscular, regulacion de la actividad celular y estan presentes en la formulacion
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de diversos medicamentos para el tratamiento de trastornos mentales y la
regulacion de la presion arterial.> Mientras que muchos otros iones metalicos
participan como cofactores enzimaticos.® Por otra parte, tanto el cobre y el cromo
son micronutrientes esenciales para la vida, pero una elevada concentracion de
estos en el organismo puede provocar diversos dafios incluso la muerte.’
Ademas, estos cationes pueden ser peligrosos contaminantes en medios
acuosos.® La presencia de elevadas concentraciones de aluminio ha sido
identificado como un importante factor de riesgo en la enfermedad de
Alzheimer!! y metales pesados como cadmio, plomo, mercurio y arsénico, han
sido identificados como carcinégenos, ademas de provocar serios dafios al

sistema musculo-esquelético y al sistema nervioso central.'?

Los aniones, al igual que los cationes, juegan un papel importante en diversos
procesos bioquimicos, ademdas segun su naturaleza y concentracion pueden
provocar dafos a la salud y al medio ambiente. El anion cloruro es un importante
electrolito responsable de mantener el potencial electroquimico en ambos lados
de la membrana celular, mientras que el ion acetato es un sustrato fundamental
en la biosintesis de acidos grasos.'® Por otro lado, debido a que la economia
nacional depende fuertemente de la mineria del cobre y que este se encuentre
principalmente en forma de minerales sulfurados como la calcopirita (CuFeS2),
bornita (CusFeSa4) calcosina (CuzS), covelina (CuS) y enargita (CusAsSa), existen

graves problemas de contaminacion por sulfuro, sulfatos y arseniatos, los cuales



provocan serios dafios al sistema respiratorio y a la piel, ademas de ser
cancerigenos.* Los nitratos y fosfatos utilizados como insecticidas y fertilizantes
provocan la acumulacion excesiva de algas en cursos de agua (eutrofizacion),
agotando el oxigeno disuelto, lo que provoca la muerte de la flora y fauna en rios
y lagos.'® Igualmente, los cromatos y dicromatos provenientes de diferentes
procesos industriales (curtiembre, pinturas, cementos, etc) son altamente toxicos

y cancerigenos.®

1.2.3 Calixarenos.

Los calixarenos son compuestos macrociclicos que se obtienen de la
condensacion en medio basico entre p-tertbutilfenol y formaldehido, los cuales
fueron reportados por primera vez en 1941, iniciandose una tercera generacion
de la quimica anfitrion-huésped, después de los éteres-corona y las
ciclodextrinas.'’ Estas moléculas presentan dentro de su estructura “n” unidades
fendlicas y dos zonas bien definidas, un borde superior hidrofébico y un borde
inferior hidrofilico, los cuales pueden ser facilmente modificados al incorporar
diversos grupos funcionales tales como ésteres, amidas, tioureas, bases de

Schiff, organofosforados, etc. (esquema 1).18
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Esquema 1 Estructura y reactividad del calix[4]areno.

Ademas de la facil modificacion que presentan los calix[4]arenos (constituidos
por cuatro unidades fendlicas), se pueden obtener cuatro diferentes isdmeros
rotacionales: cono, cono parcial, 1,2-alternado y 1,3-alternado (figura 1), esto
gracias a la libre rotacion que presentan los puentes de metileno.’® Los
conférmeros son facilmente identificables por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, tanto de protones (*H-RMN) como de carbono-13 (*3C-RMN),

gracias a la relacién entre el nimero de sefiales y a su multiplicidad (tabla 1).2°

Tabla 1 Patrones espectrales 1H-RMN y 13C-RMN para las diferentes conformaciones del p-tert-
butilcalix[4]areno y sus derivados.

H-RMN 13C-RMN
Conformacion ArH CH: N° sefiales Ar  N° sefiales CH;

Cono Un singulete  Par de dobletes 4 1
: Dos singuletesy  Dos pares de

cono parcial dos dobletes dobletes 12 2
. Un singulete y

1,2 alternado Dos singuletes dos dobletes 4 2

1,3 alternado Un singulete Un singulete 4 1




I
OH OH QH HO

Cono Cono parcial 1,2 Alternado 1,3 Alternado

Figura 1 Los cuatro diferentes conférmeros del calix[4]areno Kappe, T. The early history of calixarene
chemistry. J Incl Phenom Macrocycl Chem 19, 3-15 (71994).

Los calix[4]arenos se han trasformado en moléculas de mucho interés para el
desarrollo de catalizadores,?* reconocimiento de aminoéacidos y dipéptidos,??
inhibidores enzimaticos,?® extractantes de lantanidos y actinidos,?* sensores

altamente selectivos de cationes y aniones,?® entre otras aplicaciones.

Ejemplo de lo anterior es el calix[4]areno sintetizado por Hyun Jung Kim et al.?®
el cual es un calix[4]areno modificado en su borde inferior al incorporar grupos
ésteres y en su borde superior donde se encuentra el fluoroforo. Este
calix[4]areno es capaz de reconocer selectivamente Ca*?y Na* (figura 2) siendo
la respuesta macroscopica a la interaccion la disminucién de la intensidad de

fluorescencia.
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Figura 2: 4 Calix[4]areno como receptor de Ca2+ y Na+. Kim, H. J., & Kim, J. S. (2006). Tetrahedron
Letters, 47(39), 7051-7055.

Otro ejemplo de esto es el calix[4]areno desarrollado por Mine Sulak et al.?” Este
compuesto es capaz de reconocer selectivamente al cation Hg?*, siendo la
respuesta macroscopica en este caso el desplazamiento hipsocromico de la

banda de absorcion. (figura 3).

P
Do

Fluorescence quenching

Figura 3: Calix[4]areno receptor del cation Hg?*. Huang, J.; Fang, Y.; Dehaen, W. Chemosensors 2020, 8,
51.



1.3 Sensores moleculares opticos.

Los sensores Opticos corresponden a sensores donde la respuesta
macroscopica a la presencia del analito provoca un cambio en la longitud de
onda o en la intensidad de la radiacion absorbida o emitida por la unidad

sefalizadora.

Cuando la unidad sefializadora es irradiada con radiacion electromagnética de
una longitud de onda especifica, equivalente a la diferencia de energia entre los
orbitales HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital, orbital mas alto en energia
ocupado) y LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, orbital mas bajo en
energia desocupado), absorbe energia pasando de su estado electronico basal
(So) a un estado electronico excitado (Si1). Es por esto, que en la unidad
sefalizadora se busca incorporar distintos grupos funcionales que permitan
transiciones del tipo 0 — 1", T — T (alquenos, carbonilos y anillos aromaticos)

o transiciones n — 1" (compuestos nitrogenados, azufrados, fosforados, etc.).?8

Los sensores en que se aprovecha el fendbmeno de absorbancia se denominan
sensores cromogénicos y presentan la ventaja de que se pueden realizar in situ.
El material instrumental necesario suele ser simple, asequible y econémico, no
implica la destruccién de la muestra, presentan amplios intervalos de respuesta
lineal y si los cambios espectrales ocurren en el rango de luz visible, la
interaccién con el analito provocara un cambio en el color, el cual puede ser

detectado por el ojo humano.
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Figura 4: Diagrama de Jablonski. . Zimmermann, A. Zeug and B. Rdder, Phys. Chem. Chem. Phys., 2003,
5, 2964.

Luego de que ocurre la absorbancia, la unidad receptora decae del estado
excitado al estado basal como se ve en el diagrama de Jablonski (figura 4). Este
relajamiento puede ocurrir por dos vias, que estan en continua competencia. La

desactivaciéon no radiativa, dentro de la cual se encuentran mecanismos como la

conversién interna (Internal Conversion, IC), relajacion vibracional (Vibrational
Relaxation, VR) y el cruce de sistemas (Intersystem Crossing, ISC), y la

desactivacion radiativa, donde tenemos la fluorescencia (tanto el estado basal y

el estado excitado tienen multiplicidad singulete) y la fosforescencia (el estado

basal es singulete y el excitado triplete).



Los sensores fluorescentes presentan las mismas ventajas que los sensores
cromogeénicos, pero se les suma una alta especificidad, asi como un bajo limite

de deteccion y cuantificacion.

1.3.1 Tipos de sensores Opticos segun el tipo de interaccién.

Segun el tipo de interaccion podemos reconocer principalmente tres tipos de

sensores opticos que se detallan a continuacion.

Unidad receptora-unidad emisora: En este tipo de sensores la unidad
receptora y la unidad encargada de emitir la sefial medible se encuentran unidas
mediante enlaces covalentes. La interaccion del analito con el anfitrion provoca

un cambio en las propiedades espectroscopicas del sensor.

—
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Figura 5: A) Ejemplo de sensor unidad receptora-unidad emisora B) Titulacion del sensor utilizando ioduro
desde 0 a 60 equivalentes. Gomez-Machuca, H. et al. J Incl Phenom Macrocycl Chem 80, 369-375
(2014).

Horacio GOmez-Machuca et al.?® desarrollaron una serie de sensores

cromogénicos a base de calix[4]arenos sustituidos en su borde inferior (figura
10



5A). Para esto se incorporaron al calix[4]areno los grupos amida, ya que son
capaces de formar interacciones por puentes de hidrégeno con aniones, y como
unidad sefalizadora se utilizaron los heterociclos benzoxazol, benzotiazol y
benzimidazol. El estudio de selectividad de estos compuestos arrojo una fuerte
selectividad para el ion ioduro, mostrando una disminucion de la absorbancia del

sensor en presencia del analito (figura 5B).

Dosimetro quimico: en estos sensores se ve involucrada una reaccion quimica
(muchas veces irreversible) entre la molécula anfitriona y el huésped. Al ocurrir
esta reaccion quimica se genera la respuesta macroscépica medible, la que
puede tratarse del cambio de color, asi como la activacion o desactivacion de la

fluorescencia.

Las sales de cianuro son unos de los compuestos mas toxicos para el ser
humano, por esto resulta importante el desarrollo de técnicas que permitan
detectar y cuantificar su presencia. Asi Yun Mi Chung et al®® sintetizaron la
molécula 5-(dimetilamino)naftalen-1-acido sulfénico [2-(2,2,2-trifluoroacetil)fenil]-
amida (figura 6A), capaz de detectar el ion cianuro mediante una reaccion
quimica, que provoca un aumento en la intensidad de la fluorescencia con un

desplazamiento hacia menores longitudes de onda de esta (figura 6B).
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Figura 6: A) Dosimetro quimico especifico para cianuro B) titulaciéon con ion cianuro. Y. M. Chung, B.
Raman, D. Kim and K. H. Ahn, Chem. Commun., 2006, 186.

Sensor por desplazamiento: en este tipo de sensor la unidad receptora no se
encuentra enlazada mediante enlaces covalentes a la unidad emisora, sino que
lo hace a través de interacciones no covalentes. Cuando el analito se encuentra
en contacto con este tipo de sensores, se genera una competencia por el sitio
de unidn entre la unidad emisora y el huésped. Cuando el huésped desplaza a
la unidad emisora esta ultima queda libre en solucion emitiendo asi la sefal

correspondiente.

Garima Ghale et al.®! utilizando p-sulfonatocalix[4]areno como unidad receptora
y lucigenina (figura 7) como fluoréforo desarrollaron un sensor por
desplazamiento sensible a colina, acetilcolina y protamina. Esto con el fin de
estudiar el traspaso de estas sustancias a través de la membrana celular. En un
inicio la lucigenina no presenta fluorescencia, debido a que se encuentra
encapsulada dentro del p-sulfonatocalix[4]areno. De este modo cuando los
analitos en cuestion ingresan al medio intracelular desplazan al fluoréforo

provocando la aparicién de la fluorescencia.
12
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Figura 7:p-sulfonatocalix[4]areno y lucigenina como sensor por desplazamiento. G. Ghale, W. M. Nau,
Acc. Chem. Res. 2014, 47, 2150— 2159.

1.3.3 Tipos de sensores fluorescentes segun el proceso fotoinducido.

También podemos clasificar a los sensores moleculares segun el proceso
fotoinducido que ocurre cuando se estudia la interaccion anfitribn-huésped. Los
principales procesos son: trasferencia electronica fotoinducida (PET),

trasferencia de carga fotoinducida (PCT) y formacion de excimeros.

Trasferencia electrénica fotoinducida: El fenédmeno de fluorescencia ocurre
cuando un electron excitado del orbital molecular LUMO decae al orbital HOMO,
emitiendo luz como se vio anteriormente en el diagrama de Jablonski. Mediante
el mecanismo PET podemos obtener dos tipos de sensores: los sensores “Off-
on” y los sensores “On-off”. En los sensores Off-on el sitio de unidn con el analito
posee un par de electrones ubicados en un orbital, cuya energia se encuentra
entre la de los orbitales HOMO y LUMO del fluoréforo, ofreciendo un mecanismo
de desactivacion no radiativa de la fluorescencia. Cuando ocurre el “sensado” el
par electronico del sitio de unidn participa de éste, estabilizando asi el orbital

donde se encuentran permitiendo que ocurra la fluorescencia.
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En el caso de los sensores on-off el sensor sin el analito presenta el mecanismo
de fluorescencia, pero al ocurrir el “sensado” un orbital vacio ya sea del sitio de
unién o del analito adquiere una energia que se encuentra entre el HOMO y el

LUMO del fluoréforo, ofreciendo un mecanismo de desactivacion no radiativa.

Como ejemplo de este mecanismo tenemos el sensor especifico para zZn?*
estudiado por Matthew E. McCarroll et al.3? (figura 8). En este estudio se
realizaron los célculos computacionales para determinar la energia de los
orbitales HOMO y LUMO tanto del fluoréforo y de la unidad receptora, antes y

después de la interaccién con el analito.

A B

Fluorescence Intensity / arbirary units

Figura 8: A) Sensor selectivo a Zn?* B) Espectro de absorcion y emision al aumentar la concentracion de
Zn?*. Matthew E. McCarroll, et al. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 46, 22991-22994

Los resultados computacionales (figura 9) muestran que antes de la interaccion
con el ion, el orbital HOMO de la unidad receptora presenta una energia cercana
pero superior al orbital HOMO del fluoroforo, ofreciendo asi un mecanismo de

desactivacion no radiativa de la fluorescencia. Pero, al ocurrir la interaccion

14



anfitrion-huésped tanto el orbital HOMO y LUMO pertenecientes a la unidad
receptora son estabilizados, bajando su energia, permitiendo la fluorescencia,

obteniendo asi un sensor del tipo “Off-on”.

Sensor libre Sensor + Zn%*

Fluoréforo Receptor Fluoréforo Receptor

LUMO (-0,61 eV)

LUMO (-1,65 eV) LUMO (-1,65 eV)

Excitacion (345 nm) Desactivacién no radiativa Excitacion (345 nm) Emision (413,8 nm)
HOMO (-5,239 eV) - HOMO (-5,236 eV) HOMO (-5,239 eV)

LUMO (-6,573 eV)

Figura 9: Estudio computacional de la trasferencia electronica fotoinducida para el sensor selectivo a Zn?*.
Matthew E. McCarroll, et al. J. Phys. Chem. B 2006, 110, 46, 22991-22994.

Trasferencia de carga fotoinducida: Este fendmeno ocurre cuando dentro del
sensor molecular tenemos grupos electrodonadores conjugados con grupos
electroatractores los cuales se ubican en la unidad receptora y en el fluoroforo.
Con estas condiciones se genera un sistema de “tira y empuje” de la nube
electronica, el cual puede ser controlado mediante la incorporacion del analito.
Por ejemplo, la interaccion de un cation con el grupo electroatractor aumentara
su capacidad de atraer la nube electronica, estabilizando el estado excitado
generando un desplazamiento batocromico de la absorcion y emision. Por el
contrario, si es el grupo electrodonador el que se encuentra en el sitio de union,

al ocurrir la interaccion con un cation, este perdera capacidad electrodonora
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desestabilizando el estado excitado produciendo un desplazamiento

hipsocromico de la absorcion y emision.

El estudio de la 1H,3H-peptiridina-2,4-diona (figura 10a) como sensor
fluorescente de Cd?* y Hg?*, realizado por Akef T. Afaneh et al. ¥ mostro un
desplazamiento batocrémico de la fluorescencia cuando este compuesto esta en
presencia de los analitos. Estudios computacionales de las energias de los
orbitales HOMO y LUMO para la 1H,3H-peptiridina-2,4-diona muestran una

estabilizacion de los orbitales HOMO y LUMO para ambos complejos (figura

10b).
A B Sensor libre Sensor + Cd?* Sensor + Hg?*
0 LUMO (-3,54 eV)
N LUMO (-4,57 eV)
HN ‘ N AE = 3.97 eV LUMO (-4,78 eV) ———
G AE =3,31eV
0 N
H AE = 3,22 eV

HOMO (-7,51 eV)
HOMO (-7,88 eV)

HOMO (-8,00 eV) —

Figura 10: A) 1H,3H-peptiridina-2,4-diona B) Estudio computacional de Trasferencia de carga
fotoinducida. Akef T. Afaneh et al. J. Phys. Chem. A 2015, 119, 29, 8106-8116.

Formacion de excimeros: Un excimero se define como un complejo formado
por la interaccién de un fluoréforo en estado excitado con otro fluoréforo de la
misma molécula, pero en estado basal. Un aspecto importante del espectro de

emision de un excimero es que este tiene un desplazamiento batocromico con
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respecto al espectro de emision del mondémero y en muchos casos se puede
observar la emision dual tanto del monémero y del excimero. Por lo tanto,
monitoreando la formacion o ruptura del excimero tras la adicion del analito
permite estudiar la formacion del complejo anfitrion-huésped, siendo los

fluoréforos mas comunes en la formacion de excimeros el antraceno y el pireno.

Julio Rodriguez-Lavado et al.3* desarrollaron y estudiaron un sensor a base de
p-tert-butilcalix[4]areno sustituido en su borde inferior con tiourea y Pirineo, el
cual resulto ser sensible a Hg?* y Ag* (figura 11A). En el espectro de
fluorescencia del sensor libre de iones es posible ver la emisién dual del

monomero (377 nm y 395 nm) y de la relajacion del excimero (472 nm).

B 1000 T T T T

8004

600

400

2004

Fluorescence Intensity (a.u.)

T T T f
400 450 500 550
Wavelength (nm)

Figura 11: A) Sensor sensible a mercurio y plata B) Espectro de emision. Rodriguez-Lavado, J. et al. RSC
Adv. 2020, 10 (37), 21963-21973.

La respuesta espectroscopica de este sensor es considerablemente distinta para
los iones de mercurio y plata. Para el primero se ve una disminucion en la

intensidad de fluorescencia para las sefales correspondientes al monémero y un
17



aumento en la intensidad de la sefal correspondiente al excimero. Mientras que
para plata son las sefales del mondmero las que aumentan en intensidad y las

correspondientes al excimero las que bajan (figura 11B).

1.4 Fluoroforos

Para la seleccion de un fluoréforo en el desarrollo de sensores moleculares es
necesario tomar varias consideraciones tanto practicas como tedéricas que
incluyen: la necesidad de que el fluor6foro absorba y emita en una region
espectral de estudio, que sea soluble en los solventes de estudio, estable en los
pardmetros experimentales (pH, temperatura, solvente, etc.) y que sea
facilmente accesible ya sea por sintesis o0 de manera comercial. A continuacion,

se veran los fluoréforos utilizados en esta tesis.3°

1.4.1 Derivados de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno

Los 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenos (abreviados como BODIPY)
son compuestos relativamente pequeios, que presentan una fuerte absorcion y
una fluorescencia con alto rendimiento cuantico, que emiten generalmente en el
verde del espectro visible. Estos tienden a ser insensibles a la polaridad y pH,

ademas de ser tanto quimica como foto quimicamente estables.

Los BODIPY se obtienen mediante la condensacién en medio acido entre dos

pirroles (generalmente 2,4-dimetilpirrol) y un carbono carbonilico provenientes
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de un aldehido, cloruro de acetilo o anhidridos, seguido de una oxidacion y

finalizando con la quelacion de una unidad de trifluoruro de boro. Obteniéndose

un fluoroforo de excelentes prestaciones con cuatro posiciones facilmente

modificables ya sea por modificacion de sus precursores directos o por

reacciones sobre el BODIPY base (figura 12).3¢

o) H 1) TFA
)J\ 2) [0x]
R™ ™  ° U ~
3) TEA
X =H, CloRO 4) BF,

Figura 12: Sintesis, numeracion y posiciones de reaccién de los BODIPY.

La funcionalizacion de la posiciébn meso provienen generalmente de la utilizacion

de compuestos carbonilicos que presentan en su estructura las funciones de

interés. Mientras que las posiciones a y 3 pueden venir ya funcionalizadas desde

el pirrol precursor o mediante reacciones de sustitucion electrofilica. Ademas los

atomos de fllor presentes en el boro pueden ser remplazados utilizando diversos

nucleofilos y si en las posiciones 3 y 5 se encuentran sustituidos con metilos, es

posible realizar la condensacion de Knovenagel (figura 13).%7
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Figura 13: Reactividad basica de los BODIPY.

Susuki

Figura 14: Reactividad de BODIPY via catalizadores.
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Finalmente, el desarrollo de nuevos catalizadores ha permitido el desarrollo de
nuevas rutas de sintesis, destacandose en los BODIPY halogenados los

acoplamientos via Suzuki, Heck y Sonogashira (figura 14).38

Las diversas caracteristicas ya mencionadas han trasformado a los BODIPY en
excelentes plataformas para el desarrollo de sensores moleculares, tintes,

marcadores fluorescentes, terapia fotodinamica, celdas fotovoltaicas, etc.3®

1.4.2 Heterociclos polinitrogenados

El desarrollo de compuesto polinitrogenados enlazados a aminas alifaticas o
heterociclos con capacidad de coordinacion, es un desafio interesante debido a
su gran potencial como sensores quimicos. Destacamos, entre ellos a las
siguientes estructuras heterociclicas: triazolo[1,5-a]piridinas y pirazolo[3,4-

b]piridinas que juegan un rol importante al presentar fluorescencia.

triazolo[1,5-a]piridinas: Estos compuestos son obtenidos a partir de piridinas
alfa sustituidas con cetonas o aldehidos que reaccionan con hidracina para
formar una hidrazona para finalmente ser oxidadas y asi se obtener el compuesto

de interés como se muestra en la figura 15.40

0 MNT N

A X X Z
| NH,NH, | A X [OX] —”N
~.N N\
~.N N

X=HoR
Figura 15 Sintesis de triazolo[1,5-a]piridinas
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La reactividad de estos compuestos podemos dividirla en dos: reacciones sobre
el anillo de triazol y reacciones sobre el anillo de piridina. En las primeras las
reacciones suceden en el carbono 3 destacandose las reacciones de
halogenacion, alquilacion y nitracion. Ademas, la utilizacion de las cetonas en la

sintesis permite la obtencidén de compuesto ya funcionalizados.

Mientras que en las reacciones sobre el anillo de piridina destacan la litiacion
sobre el carbono 7 y la hidrogenacion del anillo siempre y cuando la posicion 7
se encuentre metilada. A pesar de que el anillo de piridina no sufre sustituciones

electrofilicas si es posible realizarlas cuando en éste se encuentra un haldégeno

41

Pirazolo[3,4-b]piridinas: estos compuestos han sido ampliamente estudiados,
ya que estan presentan en un gran numero de aplicaciones biolégicas. La
funcionalizacibn de estos heterociclos se realiza principalmente utilizando
reactivos ya funcionalizados. Para la obtencion de estos compuestos tenemos
principalmente dos métodos, utilizar como base de sintesis el anillo de piridina o

el anillo de pirazol.*?

En el primer método la piridina base debe poseer un halégeno en posicion 2 y
un carbono carbonilico, proveniente de una cetona o aldehido, en posicion 3.
Esta piridina sustituida reacciona con hidracina, primero una reaccién de
sustitucién nucleodfilica al halégeno, finalmente, ocurre una condensacion que

provoca la ciclacion del pirazol como se muestra en la figura 16.
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R
N /
N H N
A o * HNTR, T N
2 2 O~
R R,
R;= HR

Figura 16: Sintesis de prirrolo[3,4-b]pirimidina con la piridina como base de sintesis.

El segundo método de sintesis se inicia con la condensacion de Knovenagel
entre el malononitrilo y un aldehido. El intermediario resultante reacciona
mediante catalisis acida con 5-aminopirazol (este Ultimo debe estar sustituido en

las posiciones 1y 3), como se muestra en la figura 17.43

o Base CN
R)LH . NC”T T CN —> R7T
1 -H,0 CN
R2 ,RZ
RN NN H* HN NN
NC
R; R, Rs

Figura 17: Sintesis de prirrolo[3,4-b]pirimidina con el pirazol como base de sintesis.
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2. Hipodtesis

La funcionalizacion de calix[4]arenos con grupos nitrogenados y azufrados
(amidas, tioureas y piridinas) permitird la obtencién de receptores quimicos
capaces de reconocer cationes, gracias a la interaccion con los pares
electronicos no compartidos de los atomos de nitrégeno y azufre. En particular,
las tioureas y piridinas tendran mayor afinidad con los cationes Fe?*, Co?*, Ni?*,
Cu?*, Zn?* y Pb?* debido a que son &cidos de borde segln la teoria acido-base
duros-blandos. Mientras que las amidas tendran mayor afinidad por los cationes
Fe3*, AI¥* y Hg?*. Se espera también que puedan interaccionar con aniones a
través de interacciones por puente de hidrégeno de los grupos -NH de las amidas

y tioureas.

La incorporacién de fluoréforos conjugados con el sitio de union de los analitos
a los receptores a base de calix[4]arenos permitird la obtencién de sensores
Opticos, para la deteccién y cuantificacion de los diferentes iones. La interaccion
de los analitos con los receptores debera generar una respuesta macroscépica

medible mediante cambios en los espectros de fluorescencia.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Sintesis y caracterizacion de nuevos receptores a base de calix[4]arenos en
conformacién cono y 1,3-alternada funcionalizados con grupos tiourea, amida y
piridina conjugados con fluoréforos derivados de los BODIPY, triazolo[1,5-

a]piridinas y pirazolo[3,4-b]piridina.

Estudio de su potencial como sensores de iones mediante espectroscopia de

fluorescencia.

3.2 Objetivos especificos

1. Sintesis y caracterizacién de nuevos receptores basados en calix[4]arenos en

conformacion cono funcionalizados con grupos tioureas, amidas y piridinas.

2. Sintesis y caracterizacion de nuevos receptores basados en calix[4]arenos en
conformaciéon 1,3-alternada funcionalizados con grupos tioureas, amidas y

piridinas.
3. Analisis exploratorio de iones por espectroscopia de fluorescencia.

4. Determinacion de la estequiometria de los complejos receptor-ion por

espectroscopia de fluorescencia.
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5. Determinacion de la constante de asociacion (Ka) y/o constante de asociacion
aparente (Kapp) de los complejos receptor-ion por espectroscopia de

fluorescencia.

6. Estudio de la selectividad de los nuevos complejos receptor-ion frente a

diferentes iones por espectroscopia de fluorescencia.
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4. Desarrollo experimental

4.1 Consideraciones generales

Durante el trabajo experimental, en la sintesis y en los estudios
espectroscopicos, se utilizaron reactivos y solventes comerciales ademas de
algunos desarrollados por nuestro grupo de investigacion, o bien provenientes

desde otros grupos de investigacion.

4.1.1 Reactivos y solventes comerciales.

Los reactivos adquiridos desde Merck s.a. fueron: nitrito de sodio, acetoacetoato
de etilo, acido acético glacial, zinc en polvo, hidroxido de potasio, 4-
nitrobenzaldeido, acido trifluoroacético (TFA), 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (DDQ), trietilamina (TEA), trifluoruro de boro eterato, carbonato
de potasio, carbonato de sodio, tiofosgeno, cloruro de fosforilo, dimetilformamida
(DMF), hidracina monohidrato al 80%, catalizador de paladio/carbono 10%
(Pd/C), cloruro de acetilo, acido nitrico al 70%, acido clorhidrico al 35%, acido
bromoacético, N-(2-bromoetil)-ftalamida y N,N-diisopropiletilamina (DIPEA). Los
solventes de grado HPLC: cloroformo, diclorometano (DCM), 1,2-dicloroeteno
(DCE), dimetilsulféxido (DMSO), acetonitrilo (MeCN), etanol (EtOH), metanol
(MeOH), hexano (Hex), acetato de etilo (AcOEt) y etilenglicol, fueron utilizados
sin purificaciones adicionales, al igual que los solventes deuterados tales como

cloroformo-d1 (CDCls) y dimetilsulfoxido-ds (DMSO-d6). Solventes de grado
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técnico, tales como acetato de etilo (AcOEt), diclorometano (DCM) y hexano
(Hex), fueron purificados a través de destilacion simple. Las purificaciones de
algunos precursores y productos finales fueron realizadas a través de columnas
cromatograficas utilizando silica gel 60, 0,2-0,5 mm, adquirida de Merck Chile

S.A.

4.1.2 Reactivos desarrollados por nuestro grupo u otros grupos de
investigacion.

4.1.2.1 Sintesis de 3-(6-(N-dietilamina)-2-piridinil)-1,2,3-triazolo[1,5-a]piridina.
Este compuesto fue sintetizado por el grupo de investigacion dirigido por la Dra.
Belén Abarca del departamento de Quimica Organica de la Universitat de

Valéncia, Espafia. La sintesis se detalla en el esquema a continuacion. 4044

N X, 1) NH2NH CHCIg
| I =

NH
2N NZ 2)MnO, CHCl, 2

Esquema 2: Sintesis de 3-(6-(N-dietilamina)-2-piridinil)-1,2,3-triazolo[1,5-a]piridina.

4.1.2.2 Sintesis de 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi-26,28-
dipropoxicalix[4]areno en conformacion cono y 1,3-alternada.

Estos compuestos fueron obtenidos por nuestro grupo de investigacion dirigido
por el Dr. Claudio Saitz, de la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de

la Universidad de Chile. La sintesis se detalla en el siguiente esquema.*®
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| I
OH OH QH HO

N-(2-bromoetil)-ftalimida
K,CO3, DMF, 70°C 80 h.

60%

1-bromopropano
66% | C52C03, DMF, 7 dias,
temperatura ambiente

1-bromopropano o
NaH, DMF, 4 h, 55%
temperatura ambiente

R = -CH,CH,CH3

NH,NH, EtOH. NH,NH,, EtOH,
reflujo 24 h. | 85% 85% | reflujo, 24 h.

R = -CH,CH,CH3

CSClp, BaCO3 DCM/H,0,

CSCl, BaCO3 DCM/H,0,
2, 3 2 68% 68% \ 24 h,temperatura ambiente
2

24 h,temperatura ambiente

R = -CH,CH,CH;

Esquema 3: Sintesis de 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi-26,28-dipropoxicalix[4]areno
en conformacion cono y 1,3-alternada.
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4.1.2.3 Sintesis de 5-(aminometil)-4-(benzo[1,3-d]dioxol-2-il)-3-metil-1-fenil-1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-6-amina

Este compuesto fue sintetizado por el grupo de investigacion dirigido por el Dr.
Jairo Quiroga del Departamento de Quimica de la Universidad del Valle,

Colombia. La sintesis se detalla en el esquema a continuacién.*¢

00—\ 0\
le) (0]
CN
I\ Z ~CN
Noy” ~NH, CN . N
AcOH, EtOH N/ | X AlLiH4, THF N/ | NH,
+ —_— . - > ) =
~
© o reflujo, 6 h. N">NT O NH, reflujo, 4 h. N N™ NH,
I O <

Esquema 4: Sintesis de 5-(aminometil)-4-(benzo[1,3-d]dioxol-2-il)-3-metil-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-6-
amina

4.1.3 Equipos

Los espectros de 'H-RMN fueron adquiridos a temperatura ambiente en
espectrometros de resonancia magnética nuclear Bruker AVANCE Il HD (300 y

400 MHz) utilizando tetrametilsilano como estandar interno.

Los espectros de fluorescencia fueron adquiridos a temperatura ambiente en un
espectrofotometro de fluorescencia, Perkin Elmer LS-55, adosado a un bafio

termorregulado, LAUDA Alpha RA 8.
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4.2 Procedimientos generales para el estudio

espectroscopico.

Para realizar el estudio como sensores de iones de las moléculas sintetizadas,
se prepararon soluciones de los calix[4]arenos desarrollados (15, 16, 17, 18, 19,
20 y 21), con una concentracion de 0,15 mM en DMSO. En el caso de los
cationes se prepararon soluciones, con una concentracion de 1,5 mM en MeCN,
utilizando percloratos de Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*, Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*,
Ni2*, Co?*, Cu?* y Pb?*. Mientras con los aniones se prepararon soluciones de
una concentracion 1,5 mM en MeCN, utilizando sales de terbutilamonio de F-, CI

, Br, I, NO2, NOs", N37, SCN-, HSO4", CH3CO2 y CF3SOs3'.

4.2.1 Anadlisis exploratorio de los sensores por espectroscopia de
fluorescencia.

Para evaluar la afinidad de los sensores con los distintos iones, se obtuvieron
espectros de emision de los sensores libres de los analitos y de los receptores
en presencia de 5 equivalentes de cada analito. En el caso del sensor libre se
preparé una solucién, en una cubeta de cuarzo, con una concentraciéon 0,288 uM
al agregar 5 pL de la solucion de cada sensor y se diluyo con MeCN hasta
completar 2600 pL. Finalmente para estudiar al sensor en presencia de los iones

se prepar6 una solucién de concentracion 0,288 uM del sensor y 1,44 uM del
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analito. Para esto en una cubeta de cuarzo se agregaron 5 pL y 2,5 pyL del sensor

y el analito respectivamente y se diluye hasta 2600 uL con MeCN.

4.2.2 Determinacién de la estequiometria del complejo por método Job
Plot.4’

El método de variacion continua Job-Plot consiste en preparar una bateria de
soluciones que contiene al ligando y el ion en fracciones molares distintas, pero
concentracion molar total (ligando + ion) constante. Se determina la intensidad
de fluorescencia del complejo de inclusion para cada una de las muestras y los
datos son graficados en forma (F-Fo) versus fraccion molar de sensor en

solucién. La estequiometria del complejo se determina segun la ecuacion 1.

bl g
n=— (Ecuacién 1)
Doénde, n: representa la estequiometria del complejo y r: representa la fracciéon

molar donde la curva alcanza su maximo.

4.2.3 Determinacién de la constante de asociacién Ka por método lineal
(Benesi-Hildebrand).4®

A una solucién del calix[4]areno receptor se le agreg6 gradualmente una solucién

gue contenia el ion en estudio, hasta llegar a un exceso de este mismo sobre el
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derivado de calix[4]areno. En cada punto se midié el maximo de fluorescencia
y/o absorbancia. Los datos obtenidos fueron graficados en forma 1/(F-Fo) versus
1/[ion], obteniendo la constante de asociacién segun la ecuacion de Benesi-
Hildebrand:

1 1 N 1
(F— Fp) Ka(Fo — Fo)llly  (Fo — Fp)

Ecuacion 2

Donde, F: intensidad de fluorescencia, Fo: intensidad de fluorescencia en
ausencia del ion, F-: intensidad de fluorescencia minima en presencia del ion,

Ka: constante de asociacién y [l]t: concentracién del ion.

Debido a las limitaciones del método,*® este sélo se utilizd para los complejos

con estequiometria 1:1.

4.2.4 Determinacion de la constante Kapp por método lineal de Hill.%°

A una solucién del calix[4]areno receptor se le agregd gradualmente una solucion
gue contenia el ion en estudio, hasta llegar a un exceso de este mismo sobre el
derivado de calix[4]areno. En cada punto se midié el maximo de fluorescencia.
Los datos obtenidos fueron graficados en forma log((Fo-F)/F) versus log]l]:,

obteniendo la constante de asociacion aparente segun la ecuacion de Hill:

Fo —

F
log = nlog|[I]; + log[Kapp] Ecuacion 3
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Donde, F: intensidad de fluorescencia, Fo: intensidad de fluorescencia en
ausencia del ion, n: coeficiente de Hill, Kapp: constante de asociacion aparente y

[I]e: concentracion del ion.

Este método se utilizé para determinar la constante de asociacién aparente para

compuesto con estequiometria 1:2.52
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5. Resultados y discusion

5.1 sintesis de derivados de BODIPY

5.1.1 Sintesis de 2,4-dimetilpirrol (1)

La sintesis de todos los BODIPYs estudiados en esta tesis, comienzan con la
sintesis del 2,4-dimetilpirrol (2). Este compuesto se obtiene desde la
saponificacion y posterior descarboxilacion del 2,4-dimetil-3,5-
bis(etoxicarbonil)pirrol (1). Esta reaccion se realiza en un solo paso utilizando
hidréxido de potasio, etilenglicol como solvente y 160 °C de temperatura.®? El
pirrol 2 es obtenido mediante el método de Knorr como se muestra en el

esquema 5.53

H H
o O 1) NaNO, AcOH N KOH, etilenglicol N
)l\/u\ ~N T | / CO,Et e —— | /
o) .
2) AcOH, Zn EtO,C 160 °C
1 2

Esquema 5: Ruta de sintesis del 2,4-dimetilpirrol

Si bien este método requiere altas temperaturas y un continuo control de ésta
durante toda la sintesis, una vez dominados estos parametros se obtienen

pirroles con buenos rendimientos.
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5.1.2 Sintesis de fenil-meso-BODIPYs (compuestos 3,4y 5)

Una vez obtenido el pirrol 2, la secuencia sintética continia con la obtencion del
compuesto 3. Para ello se realiza la condensacién del pirrol 2 con p-
nitrobenzaldehido. Como catalizador acido de la reaccion se utilizan gotas de
TFA y el pirrol se mantiene a una baja concentracion, con el fin de evitar la
formacion de polimeros. Una vez realizada la condensacion es necesario oxidar
el intermediario de reaccién formado (imagen 6), para lo cual se utiliza DDQ.

Finalmente, la reaccién termina al agregar TEA seguido de trifluoruro de boro

eterato.>*
H
N_  p-nitrobenzaldehido 1) TEA
| / —_— — >
H*, -H,0 2) BF3 OEt,

Esquema 6: Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-aminofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno con
sus intermediarios de reaccion.

La purificacién de este compuesto se hace dificil debido a la gran cantidad de
subproductos formados, para solucionar este inconveniente antes de realizar la
purificacion mediante columna cromatografica, la mezcla de reaccion es filtrada
en una precolumna compuesta de una capa de celita que se encuentra sobre

una capa de silica obteniendo un rendimiento de 54,1%.
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NO, NH, NCS

CSCly, K,CO3 Ny

NH,NH,, Pd/C, EtOH
DMF, 0 °C, 2h.

reflujo, No, 3 h
_—

Esquema 7: Sintesis del compuesto 4,4-difluoro-8-[4-isotiocianatofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-
diaza-s-indaceno

Ya obtenido el compuesto 3, el grupo nitro de éste es reducido a amina a través
de la hidrogenacion con hidracina catalizada con Pd/C en atmdsfera de nitrégeno
%5 con un rendimiento de 83,5%. Posteriormente se llevé a cabo la formacion del
grupo isotiocianato por reaccion de una amina primaria aromatica con tiofosgeno,

obteniéndose la molécula 5 con un rendimiento del 92% (esquema 7).

5.1.3 Sintesis de BODIPY-B-sustituidos

En una primera instancia se intento sintetizar el compuesto 4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetrametil-2-nitro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno 7b, a través de la sintesis del
3,5-dimetilpirrol-2-carbaldehido 6. Esta ruta comienza con la reaccion de
Vilsmeier-Haack del pirrol 2 con cloruro de fosforilo y DMF,%¢ reaccién con un
rendimiento de 71%. Posteriormente, el pirrol 6 es condensado mediante la
adicion de cloruro de fosforilo. Finalmente, se obtiene el BODIPY 7 por la adicion

de TEAy trifluoruro de boro eterato,>’ con un rendimiento del 79,5%.
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H H 1) Cloruro de fosforilo,
POCI; DMF, DCE, N 0 DCM, N,
Y

| ) —> | e
reflujo, N, 30 min. H 2) NEt; DCM seco,
N,, 10 min.
3) BF; OEt; Ny 18 h.

Esquema 8: Sintesis del compuesto 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-2-nitro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno.

A pesar de diversos intentos de nitracion de la posicién B (con acido nitrico® y
nitrato de cobre 11°°), no fue posible su obtencién debido posiblemente a la

descomposicion del producto al tener la posicion meso libre.

Debido a los resultados negativos en la sintesis anterior, se decide cambiar la
molécula objetivo por los derivados del 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indaceno (8) esquema 9.

La sintesis comienza con la condensacion del pirrol 2 con cloruro de acetilo,
seguido de la incorporacion de TEA vy trifluoruro de boro eterato,*® obteniendo el

BODIPY 8 con un rendimiento del 72,6%.

Posteriormente se procedié a la nitracion del compuesto 8. Si bien este
compuesto es simétrico y presenta dos sitios reactivos a la nitracién esta se
puede controlar utilizando distintas concentraciones de acido nitrico, ya que si
utilizamos &cido al 70% se obtiene la dinitracion. En cambio, al utilizar acido al

42% vy temperatura por debajo de los 10 °C es posible obtener el compuesto
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deseado 9, debido al control cinético de la reaccion,>® con un rendimiento del

57,4%.
H 1) Cloruro de acetilo, reflujo
N 1h DCM seco. HNO; al 42 %,
| / —_— _—
3) TEA, 10 min. ultrasonido
4) BF3 OEt, 1 h.
2 8

9
NH,;NH, Pd/C,
EtOH, N, reflujo

Tiofosgeno, K,CO3,
~————

0 °C, N, DMF

Esquema 9: Sintesis general del 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-isotiocianato-3a,4a-diaza-s-
indaceno.

La sintesis comienza con la condensacion del pirrol 2 con cloruro de acetilo,
seguido de la incorporacién de TEA vy trifluoruro de boro eterato,>® obteniendo el

BODIPY 8 con un rendimiento del 72,6%.

Posteriormente se procedié a la nitracion del compuesto 8. Si bien este
compuesto es simétrico y presenta dos sitios reactivos a la nitracion. Esta se
puede controlar utilizando distintas concentraciones de &cido nitrico, ya que si
utilizamos acido al 70% se obtiene la dinitracion. En cambio, al utilizar acido al

42% y temperatura por debajo de los 10 °C es posible obtener el compuesto
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deseado 9, debido al control cinético de la reaccion,>® con un rendimiento del

57,4%.

El grupo nitro del compuesto 9 se reduce a amina a través de la hidrogenacion
con hidracina catalizada con Pd/C en atmdsfera de nitrdgeno. No se encontrd
literatura que utilizara este método de reduccién para este compuesto en
especifico, pero se obtuvieron excelentes resultados con un rendimiento para la

obtencion del BODIPY 10 del 99,3 %.

Finalmente, se llevé a cabo la formacion del grupo isotiocianato por reacciéon de
la amina primaria aromatica con tiofosgeno, obteniendo la molécula 11 con un

rendimiento del 67,9%.

5.2 Sintesis los compuestos 16y 17

El esquema 10 muestra la ruta sintética propuesta para la obtencién de los
nuevos calix[4]arenos 16 y 17, utilizando p-tert-butilcalix[4]areno como precursor

de reaccion.
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BTCH2C02H, K2003
_—

| I reflujo, 2,5 h.
OH OH oH HO
(0]
1) OHBt, DCC, 1) OHBt, DCC,
CH,Cl,. 30 min t.a. CH,Cl,. 30 min t.a.
2) BODIPY 10, 12 h. t.a 2) BODIPY 4, 12 h. t.a

Esquema 10: Sintesis de calix[4]arenos modificados en su borde inferior mediante la adicion de grupos
amida.

Para la obtencion de los compuestos 16 y 17 se propuso una sintesis
convergente, que consiste en la preparacion del precursor calix[4]areno diacido
12 y de los derivados de BODIPY 4 y 10. En ambos casos el acoplamiento de
estos compuestos se llevo a cabo utilizando DCC y HOB, con el fin de formar
un éster activado el cual es susceptible al ataque nucleofilico de las aminas
aromaticas.®® El DCC actia sobre los A&cidos carboxilicos formando un

intermediario O-acilisourea, que al reaccionar con el HOBt permite obtener un
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éster activado (figura 18).%1 Con este método fue posible obtener los compuestos

16 y 17 con un rendimiento del 87% y del 75% respectivamente.

O R,N=C=NR O NRy HOBt O R,NH o
1 1 2 2
J R g B g L B R,
R” “OH R” 07 TNHR; o "N R u
O-acilisourea Ester activado

Figura 18: Sintesis de amidas utilizando DCC y HOBt.

El precursor 12 se obtuvo mediante la di-alquilacion de los hidroxilos del borde
inferior del p-tert-butilcalix[4]areno con acido 2-bromoacético y un exceso de
carbonato de potasio K2COs en acetonitrilo. En primera instancia el K2COs
reacciona con el &cido 2-bromoacético formando bromoacetato de potasio el cual
sera realmente el agente alquilante. Posteriormente, la base desprotona
selectivamente los hidroxilos distales del calix[4]areno, ya que al tratarse de una
base débil forma un oxoanidn el cual puede estabilizarse mediante la formacién
de interacciones por puente de hidrégeno con los grupos hidroxilos presentes en
la estructura, haciendo mas dificil su desprotonacion.®? Finalmente, una vez di-
alquilado el calix[4]areno con los grupos acetatos se utiliza acido clorhidrico con

el fin regenerar los acidos carboxilicos.
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5.3 Sintesis del compuesto 15

El esquema 11 muestra la ruta sintética propuesta para la obtencién del nuevo

calix[4]arenos 15, utilizando p-tert-butilcalix[4]areno como precursor de reaccion.

N-(2-bromoetil)-ftalimida
—_—
K;CO3 DMF, 80°C 72 h.

I /
OH OH QH HO

NH,NH, EtOH
reflujo, 3h.

DIEA, DCM

ta. 18 h.

Esquema 11: Sintesis de calix[4]areno modificado en su borde inferior mediante la adicion de tiourea.

Para la obtencién del compuesto 15 se propuso una sintesis convergente, que

se inicia con la dialquilacion de los hidroxilos distales del p-tert-butilcalix[4]areno,
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utilizando K2CO3 como base y N-(2-bromoetil)-ftalimida como agente alquilante.
Como se vio anteriormente estas condiciones de reaccion permiten la alquilacion
selectiva de los hidroxilos distales,®® obteniendo el compuesto 13 con un
rendimiento del 63%. El calix[4]areno 14 se obtuvo mediante el tratamiento de
del compuesto 13 con monohidrato de hidracina en metanol a reflujo con un

rendimiento del 87%.

Los grupos isotiocianatos pueden ser transformados en grupos tiourea mediante
la reaccion de estos con aminas.® Por esto para la obtenciéon de calix[4]areno
15 se realiz6 mediante la reaccion entre el calix[4]areno 14 y el BODIPY 5
utilizando DIEA como catalizador,®® obteniendo el compuesto 15 con un

rendimiento del 87%.

5.4 Sintesis y caracterizacion conformacional de los

compuestos 18, 19, 20, 21

Como ya se mencion0 anteriormente (ver seccion 4.1.2) los precursores directos
de las moléculas 18, 19, 20 y 21 que se discutirdn a continuacién fueron
desarrollados y sintetizados por otros grupos de investigacién que trabajan en
colaboracién con el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Claudio Saitz de la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
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o
HaN N N; HoN NN
| TEA, AcOEt | TEA, AcOEt
HoN P 24h. ta. HoN P 24h.ta.
0 0
o o
Z 2
R = -CH,CH,CH,
NCS NCS
N
, X \/\NHz |
2 TEA, AcOEt 2N TEA, AcOEt
24h. ta. 24h. ta.
/7~ N /7~ N
N-N N-N
/ /

Esquema 12: Sintesis de calix[4]arenos modificados en su borde inferior mediante la adicion de tiourea en
conformacion cono y 1,3-alternada.
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Por lo cual se procedi6 a realizar el ultimo paso de sintesis que corresponde a la
formacion de grupos tioureas a través del acoplamiento de isotiocianatos y
aminas. Para las cuatro moléculas en cuestion se utilizé el mismo método de
sintesis el cual consiste en disolver los reactivos en la menor cantidad de AcOEt
y utilizar gotas de TEA como catalizador de la reaccion (esquema 12). Este
meétodo permitid obtener los compuestos 18, 19, 20 y 21 con un rendimiento del

48%, 39%, 55,8% y 47,4% respectivamente.

Analizando los espectros 'H-RMN para estos compuestos, especificamente las
sefales correspondientes a los hidrogenos del puente de metileno, observamos
gue estas estas sefiales en los calix[4]arenos 18 y 20 corresponden a dos
dobletes que integran para cuatro hidrégenos cada uno. Para el compuesto 18
estas sefales se encuentran a 4,21 y 3,18 ppm con una constante de
acoplamiento de 15 Hz. Mientras que para el compuesto 20, se encuentran en
4,23 y en 3,09 ppm, con una constante de acoplamiento de 12,8 Hz. Estos
valores son caracteristicos de la conformacion cono de los calixarenos con un

acoplamiento geminal de los hidrégenos del puente de metileno.5®

En el espectro de H-RMN del compuesto 19 la sefial correspondiente a los
puentes de metileno que unen los fenilos del calix[4]areno se encuentra 3,65
ppm como un singulete ancho que integra para 8 hidrégenos. Lo que confirma la

conformacion 1,3-alternada.®’
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Finalmente, para el compuesto 21 los protones del puente de metileno aparecen
como dos dobletes donde cada uno integra para cuatro hidroégenos, pero, estas
sefales se encuentran separadas por tan solo 0,09 ppm (3,86 y 3,77 ppm) de

modo que el compuesto 21 se encuentra en conformacion 1,3-alternada.®®

5.5 Estudio de calix[4]arenos con aniones y cationes por

espectroscopia de fluorescencia.

5.5.1 Analisis exploratorio con iones

Para evaluar la afinidad de los calix[4]arenos sintetizados como posibles
sensores, se estudiaron en presencia de distintos iones, para los cuales se
utilizaron sales de tetrabutilamonio de los aniones: F, CI,, Br, I, NO2, NOs", Ng',
SCN, HSO4, CH3COz2 y CF3SOs y para los cationes se utilizaron sales de
prerclorato de: Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*, Cd*?, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Co?*,
Cu?*, Pb?*, Hg?*, Fe*y AI**. La posible interaccién receptor-ion fue investigada
por espectroscopia de fluorescencia en acetonitrilo. Para lo cual se adquirieron
los espectros de emision de los calix[4]arenos 15, 16, 17, 18, 19, 20 y 21 en
acetonitrilo en presencia de 5 equivalentes de cada anion y cation mencionados

anteriormente.
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5.5.1.1 Andlisis exploratorio con iones para las moléculas 15y 16

En la figura 19 podemos ver los cambios espectroscopicos que presenta el
calix[4]areno 15 en presencia de los distintos iones. Para el caso de los cationes
podemos ver cambios en la intensidad de la fluorescencia para todos los analitos
estudiados, por lo cual, si existe interaccion entre la molécula 15 y cationes, pero
esta interaccion no es especifica por lo cual el sensor no puede discriminar entre

los distintos analitos estudiados.

—— Calix[4]areno XV 2,01 —— Calix[4]areno XV
1,64 A — LI
—Na’
— K
_Ag*
— ca®
. Mga
—cd*”
—1n"
Mn2+
——Fe*
——NF*
——Co*
o cu2+
—Pb™

Intensidad de fluorescencia normalizada
Intensidad de fluorescencia normalizada

0,0

560 ' 5&0 ' 5:10 ' szlso
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

T T T T T T T
500 520 540 560

Figura 19: Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 15 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Co?*, Cu?* y Pb?*. B) para los aniones F-, CI, Br, I, NO2, NOs", N3", SCN-,
HSO4, CH3COz2 y CF3SOs". Concentracion de calix[4]areno 0,288 uM, A de excitacion: 475 nm.

En el caso de los aniones, el comportamiento es diferente, se observa un gran
aumento en la intensidad de la fluorescencia para el ion bisulfato, ademas de
una leve disminucion de la intensidad de fluorescencia para los iones cianuro y

acetato.
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Con este ensayo cualitativo, se procedio a estudiar el tipo de interaccion y/o

formacion de complejos entre el calix[4]areno 15 con el ion bisulfato.

Estudio similar, pero con resultados completamente distintos se realizé para el
calix[4]areno 16. Los resultados del analisis exploratorio se muestran en la figura
20, donde se observa la nula interaccion de del compuesto 16 con todos los

analitos estudiados.

—— calix[4arens
104 o
[1] —— Calix[4]areno
9 A 101 ~ -
N = B >, I}
© B b5 Br
E 08 N \ —_r
=} )

o £ 0.8 p/ A
@ 5
= =
g o6 =

0.6
@ @
o &
S 04+ 5
= 2 044
o 3
k) =
S 024 8 o2
] b=l 2
= =
= T
= =

0.0 T T T 1 0.0 v r ! 1 T T T
480 500 520 540 560 490 500 510 520 530 540 560
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 20: Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 16 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca®*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni%*, Co?*, Cu?*, Pb?*, Hg?*, Fe®* y AI**. B) para los aniones F-, CI, Br, I, NO2,
NOsz’, N37, SCN-, HSO4, CH3CO2 y CF3S0zs. Concentracion de calix[4]areno 0,288 uM, A de excitacion:

475 nm.

Este resultado llama notablemente la atencion debido a la gran cantidad de

reportes de sensores, que utilizan amidas como unidad receptora.

Una posible explicacion a este fendmeno es la pérdida de conjugacion del grupo
fenil en posicion meso con el resto del BODIPY. El enlace que une la estructura

principal del BODIPY al grupo fenil en la en posicion meso (posicion 8). Este es
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un enlace simple por lo cual presenta libre rotacion, por lo que se perderia la
coplanaridad entre el fenil y el BODIPY y por ende la conjugacion entre estas

partes de la molécula.

Mariana Leine et al.®® estudiaron el compuesto metil 4-(4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetrametil-3a-4a-diaza-4-bora-s-indacen-8-il)boenzoato (figura 21a), a través de
analisis computacionales, obteniendo que para este compuesto existen 3

rotdmeros conformacionales en el estado excitado de este BODIPY (figura 21b).

Rotamer A Rotamer B Rotamer C
478.84 nm 501.29 nm 501.35 nm
0=89.84 0=2490 0=63.68

Figura 21: Rotameros de los meso-fenil-BODIPY.

La explicacibn para este fenbmeno es que en la molécula existe una
competencia de dos fuerzas que buscan estabilizar la estructura. Por un lado,
tenemos el impedimento estérico de los dos metilos presentes en las posiciones
1 y 7 del BODIPY, este impedimento estérico hace que el grupo fenilo se

encuentre perpendicular al nucleo central del fluoréforo, y por otro lado tenemos
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el acoplamiento Tr-electronico que conduce a la coplanaridad del BODIPY vy el

fenilo.

Para comprobar esta hipotesis se decidio sintetizar la molécula 17, donde la
unidad receptora (grupo amida) se encuentra enlazada directamente con la

unidad sefializadora (BODIPY).

5.5.1.2 Andlisis exploratorio con iones para las moléculas 18 y 19

En la figura 22 tenemos los resultados para el estudio exploratorio tanto con

cationes y aniones para el calix[4]areno en conformacién cono 18.

—— Calix[4]areno
o
1.0 ——cr
§ Ky ——Br
N 8 —r
s K | —N,;
£ g 08 o
2 5 e
© =z - NO}'
= ©
2 S 064 ——HSO;,
8 2 —cN
o 3 ——SCN
=3 5 o -
E 3 o4 CH,CO0
T e —— CF,80;
o 3 ——clo;
2 o
o] 8 024
® k7]
5 , 5
£ — T T = e
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Figura 22: Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 18 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Co?*, Cu?* y Pb?*. B) para los aniones F-, CI, Br, I, NO2, NOs", N3", SCN-,
HSO4, CH3CO2 y CF3SOgs. Concentracion de calix[4]areno 0,288 pM, A de excitacion: 320 nm.
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Los resultados muestran que el compuesto en cuestion es incapaz de reconocer
cualquiera de los aniones estudiados ya que no se observan cambios
espectroscopicos sustanciales cuando el compuesto esta en presencia de los

analitos.

Distinto resultado se observa para el caso de los cationes. El compuesto 18
presenta una fuerte disminucion de la intensidad de fluorescencia cuando esta
en presencia de Pb*? y Cu?*. Ademas, para el caso del Cu?* se observa un
desplazamiento batocrémico del maximo de fluorescencia pasando de 397 nm a

434 nm.

En la figura 34 tenemos los resultados para el estudio exploratorio tanto con

cationes y aniones para el calix[4]areno en conformacion 1,3-alternada 19.
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Figura 23 Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 19 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Co?*, Cu?* y Pb?*. B) para los aniones F-, CI, Br, I, NO2, NOs", N3", SCN-,
HSO4, CH3COz2 y CF3SOs". Concentracion de calix[4]areno 0,288 uM, A de excitacion: 310 nm.
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En el caso de la molécula 19 es similar al comportamiento del calix[4]areno
anteriormente estudiado 18, no se aprecia interaccién de la molécula con los
aniones en estudio ya que no hay cambios en su espectro de fluorescencia,
mientras que, para los cationes al igual que en el caso anterior tenemos una
disminuciéon de la intensidad de fluorescencia con Pb*? y Cu?*. Ademas de un
desplazamiento batocromico el maximo de emision desde 397 nm a 434 nm para

el Cu? .

Estos resultados para los calix[4]arenos 18 y 19 indican que estos compuestos
son potenciales sensores para cobre y plomo por los cual es necesario realizar
los estudios para comprender el tipo de interaccién que existe entre estos

compuestos y los analitos en cuestion.

5.5.1.3 Andlisis exploratorio con iones para las moléculas 20 y 21

En la figura 24 tenemos los resultados del estudio exploratorio con cationes y

aniones para el calix[4]areno en conformacion cono 20.

Este compuesto no presenta cambios significativos en su espectro de emisiéon
cuando esta en presencia de aniones por lo cual no existiria interaccion de éste

con estos analitos.
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Figura 24: Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 20 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni2*, Co?*, Cu?* y Pb?*. B) para los aniones F-, CI, Br, I, NO2,, NOz", N3", SCN-,
HSO4, CH3CO2 y CF3SOs". Concentracion de calix[4]areno 0,288 uM, A de excitacion: 350 nm.

Para los cationes se observa una disminucion de la intensidad de fluorescencia
cuando el calix[4]areno 20 esta en presencia de Ag*, Cd?*, Zn?*, Ni?*, Co?*
y Cu?*, siendo mas fuerte este descenso para los cationes de niquel, cobalto y
cobre. Ademas, se aprecia un desplazamiento hipsocrémico del maximo de
emision desde 450 nm a 425 nm. Con este estudio cualitativo, se procedio a
estudiar el tipo de interaccién y/o formacion de complejos entre el calix[4]areno

20 con los cationes Ag*, Cd?*, Zn?*, Ni?*, Co?*y Cu?*.

En la figura 25 tenemos los resultados para el estudio exploratorio con cationes

y aniones para el calix[4]areno en conformacion 1,3-alternado 21.

Este compuesto no presenta cambios significativos en su espectro de emisiéon
cuando esta en presencia de aniones por lo cual no existiria interaccion de este

con estos analitos.
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Figura 25: Andlisis explotartorio con del calix[4]areno 21 a) para los cationes Li*, Na*, K*, Ag*, Ca?*, Mg?*,
Cd?*, Zn?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Co?*, Cu?*y Pb?*. B) para los aniones F, CI, Br, I, NO2,, NOs", N3", SCN",
HSO4, CH3CO2 y CF3SOs". Concentracion de calix[4]areno 0,288 UM, A de excitacion: 365 nm.

Al igual que para la molécula 20 se observa una disminucién en la intensidad de
fluorescencia cuando el calix[4]areno 21 esta en presencia de los cationes Ag™,
Cd?*, Zn2?*, Ni?*, Co?* y Cu?*, siendo mas fuerte este descenso para los
cationes de nigue, cobalto y cobre. Ademas, se aprecia un desplazamiento
hipsocromico el maximo de emision desde 450 nm a 432 nm. Con este estudio
cualitativo, se procedi6 a estudiar el tipo de interaccion y/o formacion de
complejos entre el calix[4]areno 21 con los cationes Ag*, Cd?*, Zn?*, Ni?*, Co?*y

Cu?*.
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5.5.2 Determinacion de las estequiometrias y constantes de asociacion de
los complejos receptor-ion

5.5.2.1 Complejos con el calix[4]areno 15

En el estudio exploratorio, se observé un cambio en la intensidad de
fluorescencia para todos los cationes estudiados, por lo cual se pierde el interés

de su estudio como sensor de cationes debido a su falta de especificidad.

3,5¢10% q
3,0010% 4 _—
2,5¢10* 4 n

2,0x10% 4
1,5x107

1,010

(Fy-F)[Calix[4]areno]

5,0x10% 4

0‘0 T T T T T T T T
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0
Fraccién molar

Figura 26: Método de variacién continua (Job Plot) con concentraciones equimolares de 5,03 uM del
receptor 15 con el ion HSO4 en acetonitrilo.

Por el contrario, el compuesto 15 presenta una interesante respuesta a la
presencia del anion bisulfato. Por lo cual se realiz6 el estudio de variacion
continua (Job-plot) para determinar la estequiometria del complejo y la titulacion
de este compuesto con el anion de interés, aumentando gradualmente la
concentracion del ion desde 0 a 1,8 equivalentes manteniendo la concentracion

del receptor constante en MeCN.
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Por medio del método de variacion continua (Job-plot), se determin6 la
estequiometria de los complejos (figura 27). Se observa que el maximo de la
curva aparece a una fraccion molar aproximada del 0,5 indicando una

estequiometria 1:1 entre el calix[4]areno 15.

800
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018 Adj. R-Squar 008498
700 4 Value Standard Erro
0.18 4 1/(FO-F) Intercept 0,004 0.,00513
- 1/(FO-F Slope 3.02E-8 1,80584E-9
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Figura 27: a) Titulacion del receptor 15 (1,15 pM) con 0 -1,8 equivalentes de HSO4™ en acetonitrilo. b)Ajuste
lineal de acuerdo con la ecuacién de Benesi-Hildebrand a 507 nm para el complejo 15 con HSO4.

Determinada la estequiometria del complejo, se procede a realizar la titulacion
del calix[4]areno 15 con el anién bisulfato. Al aumentar la concentracién del ion
se observa un aumento del maximo de fluorescencia en 507 nm, sin

desplazamiento de esta hacia longitudes de onda diferentes.

Al realizar la titulacion y ajustar los valores segun el método lineal de Benesi-

Hildebrand (figura 27) es posible determinar la constante de asociacion para el

57



complejo formado, la cual tiene un valor de 1,32 x 10° M1, observandose un

ajuste lineal de los datos con valor de correlacion (R) de 0,98.

Es necesario realizar mas estudios que nos permitan caracterizar el sitio de union
como, por ejemplo, 'H-RMN en presencia de los analitos y calculos
computacionales de los orbitales moleculares con el fin de determinar el proceso

fotoinducido que esta ocurriendo.

5.5.2.2 Complejos con el calix[4]areno 20

En el estudio exploratorio, se observdé una disminucién de la intensidad de
fluorescencia para el calix[4]areno 20, cuando estos estan en presencia de Ag*,
Cd?*, Zn?*, Ni?*, Co?* y Cu?'. Por lo cual se realizé el estudio de variacion
continua (Job-plot) para determinar la estequiometria del complejo formado y la
titulacion de estos compuestos con los cationes de interés, aumentando
gradualmente la concentracién del ion desde 0 a 3 equivalentes, mantenido la

concentracion del receptor 20 constante en MeCN.

Al realizar la titulacién con los cationes de Ag*, Cd?* y Zi%*, no se observa un
cambio significativo en los espectros de emision, al aumentar la concentraciéon
de los analitos, por lo cual se descartaron estos cationes para los estudios

posteriores de caracterizacion de los complejos receptor-ion por espectroscopia
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de fluorescencia. Mientras que para los cationes Ni?*, Co?* y Cu?*, se observa

una respuesta similar del calix[4]areno 20 para estos tres cationes. (Anexo 2)

Por medio del método de variacion continua (Job-plot), se determiné la
estequiometria de los complejos (figura 28). Se observa que para los tres analitos
el maximo de la curva aparece a una fraccion molar aproximada del 0,6 indicando
una estequiometria 1:2 entre el calix[4]areno 20 y los cationes en estudio. Por lo
tanto, el receptor 20 deberia poseer dos sitios de unién donde podria interactuar

con los analitos.
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Figura 28: Método de variacion continua (Job Plot) con concentraciones equimolares de 0,03uM del
receptor 20 con los iones Ni%*, Co?*, Cu?* en acetonitrilo.

Determinada la estequiometria de los complejos, se procedié a realizar la
titulacion del calix[4]areno 20 con los tres iones en estudio. La respuesta

espectroscopica del receptor a los tres analitos es similar. Al aumentar la
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concentracion del ion se observa una disminucion del maximo de fluorescencia
a 450 nm, sin desplazamiento de ésta hacia longitudes de onda diferentes. A
modo de ejemplo en la figura 29 se muestra la titulacion del receptor con el catidon
cobre (Il), asi como la determinacion de la constante de asociacién aparente

(Kapp) a través del ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm.
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Figura 29: a) Titulacion del receptor 20 (0,07 uM) con O - 3 equivalentes de Cu?*- en acetonitrilo. b) Ajuste
lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el complejo 20 con Cu?*.

La tabla 2 muestra los resultados de los calculos de la constante de asociacion
de los complejos de la molécula 20 con los tres cationes estudiados,
observandose un ajuste lineal de los datos con valores de correlacion (R) en un
rango de 0,98 a 0,94. La constante de asociacion aparente mas alta corresponde
al cation de niquel (ll), pero presenta la peor correlacién lineal de los tres. El
coeficiente de Hill (n) para los tres cationes es mayor que uno indicando una
union positivamente cooperativa, de los analitos con el receptor. Esto significa
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que los cationes al unirse al primer sitio de union del receptor, aumenta la
afinidad de éste por el analito en cuestion. Ademas, si bien el coeficiente de Hill
no es una medida directa de la estequiometria del complejo, al tratarse de una
unién positivamente cooperativa,®®! con Kapp altas, este coeficiente se acerca
bastante al valor real de la estequiometria del complejos, demostrando
concordancia con los obtenidos mediante el método de variacion continua Job-

plot.

Tabla 2: Log(Kapp), coeficiente de Hill y valores de correlacion para el receptor 20.

Receptor 20
catién Estequiometria  Log (Kapp) n R
Cu?* 1:2 11,98 £0,39 1,950,063 0,9896
Co?* 1:2 12,81 +0,77 2,02+0,12 0,9787
Niz* 1:2 17,41 +1,26 2,75+0,20 0,9478

Si bien los datos espectroscépicos para esta union receptor-cation, nos permiten
suponer que este sensor es del tipo “ON-OFF” a través de un proceso PET de la
desactivacion de la fluorescencia, faltan estudios que nos permitan caracterizar
el sitio de unién como por ejemplo 'H-RMN en presencia de los analitos y
calculos computacionales de los orbitales moleculares con el fin de confirmar el

proceso fotoinducido que esta ocurriendo.
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5.5.2.3 complejos con el calix[4]areno 21

En el estudio exploratorio, se observé una disminucion de la intensidad de
fluorescencia para el calix[4]areno 21, cuando esta en presencia de Ag*, Cd?",
Zn?*, Ni*, Co?* y Cu?*. Por lo cual se realiz6 el estudio de variaciéon continua
(Job-plot) para determinar la estequiometria del complejo formado, ademas, se
realizd una titulacion de estos compuestos con los cationes de interés,
aumentando gradualmente la concentracion del ion desde 0 a 3 equivalentes,

manteniendo la concentracion del receptor 20 constante en MeCN.

Al realizar la titulacién con los cationes de Ag*, Cd?* y Zi%*, no se observa un
cambio significativo en los espectros de emision, al aumentar la concentracion
de los analitos, por lo cual se descartaron estos cationes para los estudios
posteriores de caracterizacion de los complejos receptor-ion por espectroscopia
de fluorescencia. Por otro lado, para los cationes Ni%*, Co?* y Cu?*, se observa

una respuesta similar del calix[4]areno 20 para estos tres cationes (Anexo 2).

62



9107 —
—=—Ni
e C02+

8x10°
A Cu2+

7x10°

6x10~

5x10°

4x107°

(F-F )[Calix[4]areno]

3x10°

2x10° T T T
0,0 02 0.4 06 0.8 1,0

Fraccion molar

Figura 30: Método de variacion continua (Job Plot) con concentraciones equimolares de 0,03uM del
receptor 21 con los iones Ni%*, Co?*, Cu?* en acetonitrilo.

Por medio del método de variacibn continua (Job-plot), se determind la
estequiometria de los complejos (figura 30). Se observa que para los tres analitos
el maximo de la curva aparece a una fraccion molar aproximada del 0,6 indicando
una estequiometria 1:2 entre el calix[4]areno 21 y los cationes en estudio. Por lo
tanto, el receptor 21 deberia poseer dos sitios de union donde podria interactuar

con los analitos.

Determinada la estequiometria de los complejos, se procedio a realizar la
titulacion del calix[4]areno 21 con los tres iones en estudio. La respuesta
espectroscopica del receptor a los tres analitos es similar. Al aumentar la
concentracion del ion se observa una disminucion del maximo de fluorescencia
a 450 nm, sin desplazamiento de ésta hacia longitudes de onda diferentes. A

modo de ejemplo en la figura 42 se muestra la titulacion del receptor con el catidon
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cobalto (Il), asi como la determinacioén de la constante de asociacion aparente

(Kapp) a través del ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm.

500 - 14

Equetion y=a+bx

Adi R-Square 058128

Vale Standard Emor
y 1091857 047827
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Figura 31: a) Titulacion del receptor 21 (0,07 uM) con 0 - 3 equivalentes de Co?* en acetonitrilo. b) Ajuste
lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el complejo 21 con Co?".

Tabla 3: Log(Kapp), coeficiente de Hill y valores de correlacién para el receptor 21.

Receptor 21
catién Estequiometria  Log (Kapp) n R
Cu?* 1:2 13,46 £ 0,47 1,76 £ 0,076 0,9885
Co?* 1:2 10,19+0,47 2,23+0,076 0,9814
NiZ* 1:2 17,25+2,75 2,75+0,29 0,8964

La tabla 3 muestra los resultados de los célculos de la constante de asociacién
de los complejos de la molécula 21 con los tres cationes estudiados,

observandose un ajuste lineal de los datos con valores de correlacion (R) en un
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rango de 0,98 a 0,94. La constante de asociacion aparente mas alta corresponde
al cation de niquel (ll), pero presenta la peor correlacion lineal de los tres. El
coeficiente de Hill (n) para los tres cationes es mayor que uno indicando una
unién positivamente cooperativa, de los analitos con el receptor. Esto significa
que los cationes al unirse al primer sitio de union del receptor, aumenta la
afinidad de éste por el analito en cuestion. Ademas, si bien el coeficiente de Hill
no es una medida directa de la estequiometria del complejo, al tratarse de una
union positivamente cooperativa, con Kapp altas, este coeficiente se acerca
bastante a al valor real de la estequiometria del complejo®°52, lo que concuerda

con los obtenidos mediante el método de variacion continua Job-plot.

Si bien los datos espectroscopicos para esta unidn receptor-cation, nos permiten
suponer que este sensor es del tipo “ON-OFF” a través de un proceso PET de la
desactivacion de la fluorescencia, faltan estudios que nos permitan caracterizar
el sitio de unién como por ejemplo H-RMN en presencia de los analitos y
calculos computacionales de los orbitales moleculares con el fin de confirmar el

proceso fotoinducido que esta ocurriendo.
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6. Conclusiones

1.- Se logro sintetizar y caracterizar mediante H-RMN siete nuevos
calix[4]arenos. Los calix[4]arenos 15, 16, 17,18 y 20 en conformacion cono. Y las
moléculas 19, 20 en conformacion 1,3-alternada. La conformacion fue

confirmada por *H-RMN

2.- Los calix[4]arenos 15, 18,19, 20 y 21 se obtuvieron con éxito a través de la
incorporacion de grupos tioureas. Mientras que las moléculas 16 y 17 se

sintetizaron mediante la incorporacion de grupos amida.

3.- Los compuestos 15, 16 y 17 poseen su grupo funcional conjugado con
derivados de BODIPY. Los calix[4]arenos 18 y 19 estan conjugados con
derivados de pirazolo[3,4-b]piridina. Mientas que las moléculas 20 y 21 se
encuentran conjugados a derivados de triazolo[1,5-a]piridinas. Esto permitié el

desarrollo de siete nuevas moléculas fluorescentes.

4.- El analisis exploratorio revelo que el receptor 15 presenta cambios con todos
los cationes en estudio, por lo cual pierde relevancia como receptor para estos
por su falta de especificidad, pero muestra un aumento de la fluorescencia en

presencia del anion bisulfato.
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Las moléculas 18 y 19 presentan una disminucion de la intensidad de
fluorescencia en presencia de los cationes Pb?* y Cu?*. Mientras que no
presentan cambios en su espectro de emision cuando estan en presencia de los

aniones en estudio.

Las moléculas 20 y 21, al igual que las anteriores, no presentan cambios en su
espectro de fluorescencia en presencia de aniones. Pero se ve una disminucién
de esta cuando las moléculas interactiian con los cationes Ag*, Cd?*, Zn?*, Ni?*,

Co?*y Cu?*.

5.- El estudio para determinar la estequiometria de los complejos formados por
los receptores 20 y 21 muestran una relacion 1:2 receptor-ion para los cationes
Ni2*, Co?* y Cu?*. Al realizar el andlisis con Ag*, Cd?*, Zn?* no se aprecian
cambios significativos en su espectro de emision a las concentraciones de
trabajo. Mientras que el receptor 15 presenta una relacion 1:1 para la interaccion

receptor-ion

6.- El compuesto 15 presenta una Ka de 1,32 x 10° M1 para el ion bisulfato.
Mientras que los calix[4]arenos 20 y 21 tienen constantes de asociacion
aparentes que rondan entre los érdenes de magnitud de 10 a 107 para los

cationes estudiados.

7.- No fue posible realizar el estudio como receptor para el calix[4]areno 17,
mientras que para las moléculas 18 y 19 solo se realizé el analisis exploratorio.

Ademas, no se realiz6 el estudio de selectividad de los siete nuevos receptores.
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7. Sintesis

7.1 Sintesis de 2,4-dimetil-3,5-bis(etoxicarbonil)pirrol (1).

H (0]
6 0 NaNO, Zn AcOH N

I S

88 %
EtO

@)

Esquema 13; Sintesis de 2,4-dimetil-3,5-bis(etoxicarbonil)pirrol.

En un balén de dos litros con dos bocas, fondo plano y equipado con agitacion
magneética se prepara una solucioén de 41 g de nitrito de sodio (0,6 mol) en 60 mi
de agua destilada y se coloca en un bafio de hielo. A esta solucion se agrega por
goteo una mezcla conformada por 150 ml de acetoacetato de etilo (153,6 g, 1,18
mol) y 300 ml de &cido acético glacial, manteniendo la temperatura de reaccion
por debajo de los 10 °C. Este dltimo punto es de extrema importancia ya que Si
la reaccion supera esta temperatura se desprenderan vapores de dioxido de
nitrogeno. Terminada la adicion la mezcla de reaccién de agita a 10 °C por 2,5

horas.

Cumplido el tiempo se agregan 77 g de Zn en polvo (1,18 mol) en fracciones de
7 g cada una, manteniendo la temperatura por debajo de los 25 °C. Después la
reaccion se calienta entre 45 — 50 °C con el fin de que el Zn restante se consuma.
Nuevamente es de suma importancia el control de la temperatura de reaccion,

ademas es necesario verificar el consumo completo de zinc ya que de lo
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contrario existe gran riesgo de proyecciones violentas. Luego la mezcla de
reaccion se calienta a 95 °C por una hora, terminado es te tiempo se deja enfriar
a temperatura ambiente apareciendo un sélido amarillo el cual se filtra y lava con
abundante agua, para posteriormente ser recristalizado en etanol, obteniendo
124,3 g de producto. R: 88%.

1H NMR (400 MHz CDCls) & 8.90 (s, 1H, N-H), 4,32 (m, 4H, O-CH2CHs3), 2,56 (s,
3H, -CHa), 2.51 (s, 3H, -CHa), 1,36 (m, 6H, O-CH2CHs)

7.2 Sintesis de 2,4-dimetilpirrol (2).

H @]
N KOH, 160 °C, N,
\ OEt etilenglicol

QU ZT

g |
EtO 90,5%
ol

Esquema 14: Sintesis de 2,4-dimetilpirrol (Il).

En una olla con arena se coloca un balén de un litro, equipado con agitacion
magneética y purgado con nitrégeno, se agrega 20 g (83,57 mmol) de 2,4-dimetil-
3,5-bis(etoxicarbonil)pirrol 1, 23,4 g (417,04 mmol) de hidréxido de potasio y 150
ml de etilenglicol, la mezcla de reaccion se calienta a 160 °C por cuatro horas en
atmosfera de nitrégeno. Trascurrido el tiempo la reaccion de dejar enfriar a
temperatura ambiente y se realizan tres extracciones con 100 ml de DCM. Se

juntan las fases organicas, se secan con sulfato de magnesio (MgSOa4) y se
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concentra en el evaporador rotatorio, obteniendo un aceite café oscuro que se

utiliza sin mas purificacion, obteniendo 7,2 g de producto. R: 90,5 %.

IH NMR (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) 5(ppm): 7,62 (br s, 1H, N-H), 6,41 (s, 1H,
Ar-ﬂ)! 5a75 (S! 1H1 Ar-ﬂ)1 2124 (S’ 3H1 ﬂ)’ 2a08 (S! 3H! %)

7.3 Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-nitrofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-

bora-3a-4a-diaza-s-indaceno (3)

1) 4-Nitrobenzaldehido
TFA, DCM, N, t.a. 18 h.
2) DDQ, t.a. N, 1 h.
3) TEA, t.a. N5 10 min
4) BF3 OEtz, t.a. N2 18 h.
54,1%

/QQI

Esquema 15: sintesis 4,4-difluoro-8-[4-nitrofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno.

En un balén de un litro, equipado con agitacibon magnética y atmosfera de
nitrégeno, se agregan 2 g (21,03 mmol) de 2,4-dimetilpirrol, 1,41 g (9,33 mmol)
de 4-nitrobenzaidehido, 2 gotas de TFA y 620 ml de DCM seco. La mezcla de
reaccion se deja con agitacion a temperatura ambiente, protegido de la luz y en
atmosfera de nitrogeno por 12 h. Trascurrido ese tiempo se agregan 2,12 g (9,33
mmol) de DDQ y se continua en agitacion en la oscuridad, atmosfera de
nitrogeno y temperatura ambiente por 1 h. Luego se agrega 20 ml de TEA (14,52

g, 143,49 mmol) y 10 min. después se agregan 18 ml de trifluoruro de boro

70



eterato. Nuevamente se deja agitando durante toda la noche en atmosfera de
nitrogeno y temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla de reaccion se filtra
sobre celita y silica, la solucién se concentra en evaporador rotatorio y el crudo
de reaccion se purifica en columna cromatografica usando como fase movil una
mezcla de DCM:Hex 2:3 obteniéndose 2,1 g de producto. R = 54,1%.

1H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 8,39 (d, j = 7,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,54 (d,
J =7,3 Hz, 2H, Ph-H), 6.02 (s, 2H, Ar-H), 2.57 (s, 6H, -CHa), 1.37 (s, 6H, -CHs).

7.4 Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-aminofenil]-1,3,5,7- tetrametil-

4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno (4)

NO,

NH,NH,, Pd/C, EtOH
reflujo, N5, 3 h

83,5 %

Esquema 16: Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-aminofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno.

En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética, se agregan 90 mg (0,24
mmol) de BODIPY 3, 0,2 ml de hidracina monohidrato al 80% (0,2 g 3,2 mmol) y
10 ml de etanol. El sistema se purga con nitrégeno, se agrega 90 mg de
catalizador (paladio/carbono) y se calienta a reflujo con agitacién y atmosfera de

nitrdgeno. La reaccién se monitorea por TLC y una vez consumido todo el
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reactivo de partida, se deja enfriar la solucibn a temperatura ambiente.
Finalmente, la solucion es filtrada al vacio, concentrada en evaporador rotatorio
y purificada en columna cromatografica utilizando como fase movil una mezcla
de AcOEt:Hex 1:1 obteniendo 68 mg del compuesto. R = 83,5%

!H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) 6 7,01 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ph-H), 6,78 (d,

J = 8,0 Hz, 2H, Ph-H), 5,97 (s, 2H, Ar-H), 3,82 (s, 2H,-NH2), 2,54 (s, 6H, -CHs),
1.49 (s, 6H, -CHa).

7.5 Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-isotiocianatofenil]-1,3,5,7-

tetrametil-4-bora-3a-4a-diaza-s-indaceno (5)
NH, NCS

CSCly, K,CO3 Ny,
DMF, 0 °C, 2h.

92 %

Esquema 17: Sintesis 4,4-difluoro-8-[4-isotiocianatofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-diaza-s-
indaceno.

En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrogeno,
se agregan 68 mg (0,2 mmol) de BODIPY 4, 135 mg de carbonato de potasio y
20 ml de DMF. La mezcla de reaccion se coloca en bafio de agua-hielo y

agitacion magnética, dejando enfriar la solucién por 10 minutos, trascurrido ese
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tiempo se agregan 60 pL (90 mg, 0,78 mmol) de tiofosgeno lentamente. La
reaccion se deja a temperatura ambiente y con agitacién continua por 1 h.
Finalmente la mezcla de reaccion se concentra en evaporador rotatorio y se
purifica en columna cromatografica utilizando como fase mévil una mezcla de

DCM:Hex 1:1, obteniendo 70,2 mg del compuesto. R = 92%.

1H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) 8 7,29 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Ph-H), 7,22 (d,
J =8,5Hz, 2H, Ph-H), 5,92 (s, 2H, Ar-H), 2,48 (s, 6H, -CHs), 1.33 (s, 6H, -CHa).

7.6 Sintesis de 3,5-dimetilpirrol-2-carbaldehido (6)

H POCI3; DMF, DCE, H 5
reflujo, N, 30 min. N
W -y
71 % H

Esquema 18: Sintesis de 3,5-dimetilpirrol-2-carbaldehido.

En un balén de 250 ml, provisto de agitacibn magnética y atmosfera de nitrégeno,
se agrega 4,9 ml (4,6 g 62,95 mmol) de DMF y se enfria en bafio de agua hielo.
Una vez frio se agrega por goteo 5,9 ml (9,7 g, 63,26 mmol) de cloruro de fosforilo
y se agita por 15 min a temperatura ambiente. Trascurrido ese tiempo la mezcla
se vuelve a enfriar con un bafilo de agua hielo y se agrega 30 ml de 1,2-
dicloroetano manteniendo la atmosfera se nitrogeno, a la mezcla de reaccion ya
fria se le afiade por goteo 50 ml de una solucion compuesta por 50 ml de 1,2-

dicloreetano y 5 g (52,58 mmol) de 2,4-dimetilpirrol 2. Una vez terminada la
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adicion de la solucién, la mezcla de reaccion se calienta a reflujo por 30 min y se
enfria a temperatura ambiente manteniendo la atmosfera de nitrégeno. Luego se
agrega 100 ml de una solucién de acetato de sodio al 24 % y la mezcla de
reaccion nuevamente es calentada a reflujo por 30 min. Trascurrido el tiempo se
deja enfriar la solucion a temperatura ambiente, la fase organica se separa, se
lava dos veces con 50 ml de una solucién saturada de Na2COsy una vez con
100 ml de agua destilada. Finalmente, la fase organica es llevada a sequedad
en el evaporador rotatorio y se purifica en una columna cromatogréfica utilizando
como fase maovil una mezcla de Hex:AcOEt 1:1, obteniendo 4,6 g del producto.
R=71%

1H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 9,97 (s, 1H, NH), 9,45 (s, 1H, CHO),
5,84 (s, 1H, Ar-H), 2,31 (s, 3H, -CHs), 2,29 (s, 3H, -CHa).

7.7 Sintesis de 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-

diaza-s-indaceno (7)

1)Cloruro de fosforilo, DCM, N,
2)NEt; DCM seco, N, 10 min.

H
N O  3)BF3;OEt, Ny 18h.

| .
7 H 79,5 %

Esquema 19: Sintesis de 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno.

74



En un balén de 250 ml, provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrogeno,
se agregan 3 g (24,35 mmol) de 3,5-dimetilpirrol-2-carbaldehido 6 y 120 ml de
DCM seco. El balon de reaccion se enfria con un bafio de agua hielo por 10 min.
luego se agrega por goteo 2,7 ml ( 4,4 g, 28,70 mmol) de cloruro de fosforilo y
se deja agitando primero por 20 min en el bafio de agua hilo y posteriormente 18
h a temperatura ambiente. Trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccidon es
nuevamente enfriada utilizando un bafio de agua hielo, se agrega 17 ml (12,34
g 0,122 mol) de TEA y se deja agitando por 10 min. Luego se agregan 24 ml de
trifluoruro de boro eterato y se deja agitando a temperatura ambiente, en la
oscuridad, por 48 h. La mezcla de reaccion es filtrada en celita y silica, lavando
con abundante DCM. La solucién resultante se concentra en el evaporador
rotatorio hasta que alcance un volumen aproximado de 100 ml, la fase organica
se lava dos veces con 50 ml de una solucién de &cido clorhidrico al 10%.
Finalmente, la fase organica se seca con MgSQOs, se lleva a sequedad en el
evaporador rotatorio y el crudo es purificado en una columna cromatografica
utilizando como fase movil una mezcla de Hex:AcOEt 9:1, obteniéndose 2,4 g de
producto. R = 79,5%.

1H-RMN (400 MHz; CDClz, TMS, 25°C) & 7,48 (s, 1H, Ar-H), 6,27 (s, 2H, Ar-H),
2,75 (s, 6H, -CHs), 2,47 (s, 6H, -CH3).
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7.8 Sintesis de 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno (8)

H 1) Cloruro de acetilo, reflujo
N 1h DCM seco.
/

3) TEA, 10 min.
4) BF3 OEt, 1 h.
72,6 %

Esquema 20: Sintesis de 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno.

En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrégeno,
se agregan 5 g (52,55 mmol) de 2,4-dimetilpirrol 2 y 20 ml de DCM seco. La
mezcla de reaccidn se agita a temperatura ambiente y se agrega por goteo 8,6
ml (9,5 g, 0,12 mol) de cloruro de acetilo, terminada la adicion la mezcla de
reaccion se calienta a reflujo por 1 hora. Trascurrido el tiempo la reaccion es
vertida sobre 100 ml de hexano formando un precipitado, este se lleva a

sequedad en el evaporador rotatorio.

El sélido es disuelto en 240 ml de DCM seco en un balén de 500 ml, provisto de
agitacibn magnética y atmosfera de nitrégeno. A esta solucion se agrega
lentamente 21 ml (15,25 g, 0,15 mol) de NEts, terminada la adicién se agita por
diez minutos para posteriormente se agrega lentamente 30 ml de trifluoruro de
boro eterato y se agita a temperatura ambiente por 1 hora. Trascurrido el tiempo
la mezcla de reaccion se lava 3 veces con 100 ml de una solucion saturada de

Na2COs, concentrada a sequedad en el evaporador rotatorio y se purifica en una
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columna cromatografia utilizando como fase movil Hex:DCM 1:1, el sélido
obtenido es recristalizado con una mezcla de DCM:EtOH 1:1, obteniendo 5

gramos de producto. R: 72,6 %.

1H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 6,04 (s, 2H, Ar-H), 2,56 (s, 3H, -CHs),
2,52 (s, 6H, -CHs), 2,40 (s, 6H, -CHa).

7.9 Sintesis de 4,4-difluoro,l1,3,5,7-pentametil-2-nitro-4-

bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (9)

X

HNOg3 al 42 %, ultrasonido /~~"Xx
A\ N—NO
\ N\CL;))/N\ 2

=

57,4 %

Esquema 21: Sintesis 4,4-difluoro,1,3,5,7-pentametil-2-nitro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno

500 mg (1,9 mmol) de BODIPY 8 se separa en 2 porciones de 250 mg y se
agregan a 2 balones de 100 ml, estos se colocan en un sonicador con bafio de
agua hielo y a cada balon de reaccién se agregan 21 ml de &cido nitrico al 42 %
frio. El sonicador se coloca a 40 KHz, 99 % de potencia y el bafio a una
temperatura entre 8 y 10 °C por 45 minutos. Terminado el tiempo a cada balén
se agregan 50 ml de agua hielo y las mezclas de reaccién se combinan. Se
realizan 3 extracciones con 100 ml de DCM, la fase organica se lleva a sequedad

en el evaporador rotatorio y el crudo de reaccion se purifica por columna
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cromatografica utilizando como fase movil Hex:AcOEt 2:1 obteniéndose 335 mg

de compuesto. R: 335 mg 57,4%.

H-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 6,29 (s, 1H, Ar-H), 2,88 (s, 3H, -CHs3),
2,71 (s, 3H, -CHs), 2,70 (s, 3H, -CHs) , 2,59 (s, 3H, -CHs), 2,49 (s, 3H, -CHs).

7.10 Sintesis de 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-
amino-3a,4a-diaza-s-indaceno (10)

NH,NH, Pd/C,
EtOH, N, reflujo

99,3 %

Esquema 22: Sintesis 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-amino-3a,4a-diaza-s-indaceno.

En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética se agregan y atmosfera
de nitrégeno, se agregan 335 mg (1,09 mmol) de BODIPY 9, 50 ml de etanoly 5
ml (5,1 g 81,6 mmol) de hidrato de hidracina al 80 %. Mientras la mezcla de
reaccion se agita se purga con Nz, para luego agregar 50 mg de catalizador
(Pd/C) al 10%, la reaccion se calienta a 60 °C por 15 minutos. Trascurrido el
tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente y la mezcla se filtra con el fin de
eliminar el Pd/C el cual se lava con abundante etanol y luego con DCM. La
solucion se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio y el crudo es disuelto en

100 ml de DCM, esta solucién se lava tres veces con 50 ml de agua a pH 11 (el
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pH se ajusta con amoniaco), posteriormente la fase organica se seca con
MgSOys, se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio y se purifica en columna
cromatografica utilizando como fase mévil AcOEt:Hex 2:1, obteniendo 300 mg

de producto. R: 99,3%.

IH-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 5,59 (s, 1H, Ar-H), 3,02 (s, 2H, -NH>),
2,54 (s, 3H, -CHs), 2,48 (s, 6H, -CHs) , 2,37 (s, 3H, -CHs), 2,23 (s, 3H, -CHa).

7.11 Sintesis de 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-

Isotiocianto-3a,4a-diaza-s-indaceno (11)

Tiofosgeno, K,CO3
0 °C, N, DMF

67,9 %

Esquema 23: Sintesis 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-isotiocianto-3a,4a-diaza-s-indaceno.

En un bal6n de 50 ml, provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrdgeno,
se agregan 110 mg (0,40 mmol) de BODIPY 10, 112,6 mg de K2CO3zy 10 ml de
DMF. La mezcla de reaccion se enfria en un bafio de agua hielo y se agita por 5
minutos. Trascurrido ese tiempo se agrega por goteo 40 yL (60 mg, 0,52 mmol)
de tiofosgeno y se deja por 15 minutos, después se agregan 30 ml de DCM y se
transfiere a un embudo de decantacién y se lava tres veces con 25 ml de agua.

La fase organica se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio y el crudo de
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reaccion se purifica en una columna cromatografica utilizando como fase movil

Hex:AcOEt 2:1, obteniéndose 86,7 mg. R: 67,9%.

IH-RMN (400 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 6,14 (s, 1H, Ar-H), 2,58 (s, 3H, -CHs),
2,53 (s, 6H, -CHs) , 2,43 (s, 3H, -CHs), 2,40 (s, 3H, -CHs).

7.12 sintesis de Calix[4]areno di-acido (12)

—
-~

BI'CHzCOzH, K2C03
reflujo, 2,5 h.

94%

| I
OH OH QH HO

OH OH

Esquema 24: Sintesis de calix[4]areno diacido.

En un bal6n de 100 ml, provisto de agitacidbn magnética, se agrega 1 g (1,54
mmol) de p-tert-butilcalix[4]areno, 0,5 g (3,6 mmol) de acido bromoacético, 1,1 g
(8 mmol) de carbonato de potasio, 50 ml de MeCN y esta mezcla de reaccion se
calienta a reflujo por 2,5 h. Trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccion se vierte
en 100 ml de acido clorhidrico al 10% produciéndose un precipitado blanco el
cual es filtrado y lavado primero con 100 ml de MeCN y con 100 ml de agua

destilada fria, obteniéndose 1,11 g. R = 94%

80



1H-RMN (300 MHz; CDClz, TMS, 25°C) & 7,06 (s, 4H, Ar-H), 6,94 (s, 4H, Ar-H),
4,67 (s, 3H, O-CH2-COzH), 4,17 (d, j = 13,3 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 3,40 (d, j = 13,4
Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 1,26 (s, 19H, -(CHs)3), 1,06 (s, 19H, -(CHa)3).

7.13 Sintesis de 5,11,17,13-tetra-tert-butil-25,27-bis(2-

ftalamidoetoxi)-26,28-dihidroxicalix[4]areno (13)

=
=

N-(2-bromoetil)-ftalimida
K,CO3; DMF, 72 h.

63 %

I I
OH OH oH HO

Esquema 25: Sintesis de 5,11,17,13-tetra-tert-butil-25,27-bis(2-ftalamidoetroxi)-26,28-
dihidroxicalix[4]areno.

En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética, se agregan 5 g (7,71
mmol) de p-tert-butilcalix[4]areno, 4,3 g (16,92 mmol) de N-(2-bromoetil)-
ftalimida, 6,38 g (46,16 mmol) de carbonato de potasio, 50 ml de DMF y la mezcla
de reaccion se calienta a 80 °C por 72 h. Trascurrido ese tiempo la mezcla de
reaccion se enfria a temperatura ambiente y se vierte a 100 ml de acido
clorhidrico al 10% formandose un precipitado el cual es filtrado al vacio. Este
precipitado se disuelve en 150 ml de cloroformo, esta solucién se lava una vez

con 100 ml de acido clorhidrico y dos veces con 100 ml de agua destilada. La
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fase organica se seca con MgSOa4 y se concentra a sequedad en el evaporador
rotatorio. El sélido obtenido se tritura con 75 ml de isopropanol hirviendo y el
compuesto es recuperado por filtracion al vacio, obteniéndose 4,84 g de
producto. R = 63%

!H-RMN (300 MHz; CDCls, TMS, 25°C) & 7,92 (m,4H, Ar-H), 7,69 (m,4H, Ar-H)
6,99 (s, 4H, Ar-H), 6,70 (s, 4H, Ar-H), 4,44 (t, 4H, J= 6,7 Hz, OCH2CH2N), 4,26

(t, 4H, J= 6,6 Hz, OCH2CHzN), 4,2 (d, 4H, J= 13,2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3,27 (d, 4H,
J= 13,2 Hz, Ar-CH2-Ar), 1,2 7(s, 18H, (-CHa)3), 0,88 (s, 18H, (-CHa)3).

7.14 sintesis de 5,11,17,23-Tetra-tert-butil-25,27-

di(aminoetoxi)-26,28-dihidroxicalix[4]areno(14)

NH,NH, EtOH
reflujo, 3h.

87 %

Esquema 26: sintesis de 5,11,17,23-Tetra-tert-butil-25,27-di(aminoetoxi)-26,28-dihidroxicalix[4]areno.

En un baldon de 250 ml, provisto de agitaciébn magnética, se agrega 2,5 g (2,51

mmol) del calix[4]areno Il, 160 ml de etanol y se calienta a reflujo. Una vez en
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qgue la solucién entra en ebullicion se agrega 0,5 ml (0,51 g, 10,2 mmol) de
monohidrato de hidracina al 80 % y se calienta a reflujo por 12 h. Trascurrido ese
tiempo la mezcla de reaccion se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio y el
crudo de reaccion se disuelve en 200 ml de DCM. Esta solucion se lava tres
veces con una solucién de agua y amonico a pH 9, la fase organica se seca con
MgSOs anhidro y se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio, obteniéndose
1,61 g de producto. R = 87%

H-RMN (300 MHz, CDCls, TMS, 25°C) & 7,04 (s, 4H, Ar-H), 6,98 (s, 4H, Ar-H),
4,32 (d, 4H, J= 12.9 Hz, Ar-CHz-Ar), 4,07 (t, 4H, J= 4.7 Hz, OCH2CH2N), 3,37 (d,

4H, J= 12,9 Hz, Ar-CH2-Ar), 3,30 (t, 4H, J= 4,7 Hz, OCH2CH:N) 1,24 (s, 18H, (-
%)3)1 1,10 (S! 18H, ('%)3)

7.15 sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Ph-BODIPY (15)

NCS

Esquema 27: Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Ph-bodipi (15).

En un balén de 50 ml, provisto de agitacion magnética, se agrega 0,1 g (0,26

mmol) de BODIPY 5, 45 pL (33,6 mg, 0,26 mmol) de DIEA, 0,15 g (0,1 mmol) de
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calix[4]areno-Ill y 10 ml de DCM. La mezcla de reaccion se agita a temperatura
ambiente por 18 h. Trascurrido ese tiempo se agregan 40 ml de DCM vy la
solucion se lava dos veces con 25 ml de una solucion de acido clorhidrico al 10%
y una vez con 25 ml de agua destilada. La fase organica se seca con MgSQO4
anhidro, se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio. Finalmente, el crudo de
reaccion es purificado en una columna cromatografica utilizando como fase movil
una mezcla de Hex:AcOEt 3:2, obteniendo 0,130 g de producto. R = 87%.

'H-RMN (400 MHz, CDCls, TMS, 25°C) & 8.55 (s, 2H, Ph-OH), 8.55 (s, 2H, NH),
8.08 (s, 2H, NH), 7.62 (d, j = 8.3 Hz, 4H, Ar-H), 7.20 (d, j = 8.3, 4H, Ar-H), 7.10
(s, 4H, Ar-H), 7.00 (s, 4H, Ar-H), 5.97 (s, 4H, Ar-H), 4.25 (m, 12H,

OCH2CH2NH/Ar-CH2-Ar), 3.48 (d, j = 13.1 Hz, 4H, Ar-H 2Ar), 2.55 (s, 12H, Ar-
CHs), 1.44 (s, 12H, Ar-CH3), 1.25 (s, 18H, (-CHa)3), 1.10 (s, 18 H,(-CHa)3).

7.16 Sintesis de Calix[4]areno-amida-Ph-BODIPY (16)

1) 1-Hidroxibenzotriazol,
DCC, CH,Cl,. 30 min t.a.
—_—

2) NH,-Ph-BODIPY 12 h. t.a.

Esquema 28: Sintesis de Sintesis de Calix[4]areno-amida-Ph-BODIPY (16).
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En un balén de 100 ml, provisto de agitacion magnética y atmosfera de nitrogeno,
se agrega 76,5 mg (0,1 mmol) de calix[4]areno-I, 51,6 mg (0,25 mmol) de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida, 25 ml de DCM seco y se agita a temperatura ambiente
hasta la aparicion de un precipitado blanco. Luego se agrega 33,8 mg (0,25
mmol) de 1-hidroxibenzotriazol, 84,8 mg (0,25 mmol) de BODIPY 4y se agita a
temperatura ambiente por 12 h. Trascurrido la mezcla de reaccion se filtra,
lavando el sélido con 50 ml de DCM. Se descarta el sdélido y la solucion se lava
dos veces con 25 ml de una solucion de acido clorhidrico al 10% y una vez con
agua destilada. La fase organica se seca con MgSOas anhidro, se lleva a
sequedad en el evaporador rotatorio y el crudo de reaccion es purificado en una
columna cromatografica utilizando como fase mavil una mezcla de Hex:AcOEt
2:1, obteniendo 0,105 g de producto. R = 75%

'H-RMN (400 MHz, CDCls, TMS, 25°C) & 10,64 (s, 2H, NH), 8,34 (s, 2H, Ar-OH),
7,80 (d, j=8,5, 4H, Ar-H), 7,19 (d, j = 8,5, 4H, Ar-H), 7,17, (s, 4H, Ar-H), 7,06 (s,
4H, Ar-H), 5,98 (s, 4H, Ar-H), 4,70 (s, 4H, O-CH2-CO), 4,24 (d, j = 13,3 Hz, 4H,

Ar-CHz-Ar), 3,58 (d, j = 13,4, 4H, ArCH2Ar), 2,54 (s,12H, Ar-CHs), 1,44 (s, 12H,
Ar-CHa), 1,29 (s, 18H, (-CH3)3), 1,12 (s, 18H, (-CH3)a).
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7.17 Sintesis de Calix[4]areno-amida-BODIPY (17)

1) 1-Hidroxibenzotriazol,
DCC, CH,Cl. 30 min. ta.
N
NHZ —_—
2) NH,-Ph-BODIPY 12hta. © OH OH
75%

Esquema 29: Sintesis de Sintesis de Sintesis de Calix[4]areno-amida-BODIPY (17).

En un balon de 50 ml, provisto de agitacibn magnética, se agregan 160,6 mg
(0,21 mmol) de calix[4]areno-I, 66,2 mg (0,32 mmol) de 1H-hidroxibenzotriazol y
6 ml de cloroformo. La mezcla de reaccion se enfria en bafio de agua hielo y una
vez frio se agrega 100 mg (0,74 mmol) de N,N'-diciclohexilcarbodiimida. La
mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente por 30 min. Trascurrido ese
tiempo se incorpora a la reaccion una solucion compuesta por 135,6 mg (0,49
mmol) de BODIPY 10 en 10 ml de cloroformo, terminada la adicion la mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente por 12 h. Pasado este tiempo, la
mezcla de reaccion se filtra al vacio, el sélido se lava con 50 ml de cloroformo y
se descarta, mientras que la solucion se lava dos veces con 50 ml de &cido
clorhidrico al 10% y una vez con 50 ml de agua destilada. La fase organica seca
con MgSOa4 anhidro y se lleva a sequedad en el evaporador rotatorio. Finalmente,
el crudo de reaccién se purifica en columna cromatografica utilizando como fase

movil AcOEt:Hex 1:1, obteniéndose 150,9 mg. R = 56%.
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1H-RMN (400 MHz, CDCls, TMS, 25°C) & 9,48 (s, 2H, NH), 9,02 (s, 2H, OH), 7,14
(s, 4H, Ar-H), 6,80 (s, 4H, Ar-H), 6,05 (s, 2H, Ar-H), 4,67 (s, 4H, O-CH2-CO), 4,27
(dj =135, 4H, Ar-CH2-Ar), 3,46 (d j = 13,6, Ar-CH2-Ar), 2,51 (s, 12H, (), 2,41 (s,
6H, Ar-CHa), 2,40 (s, 6H, Ar-CHa), 2,31 (s, 6H, Ar-CHa), 1,32 (s, 18H, (-CH3)s),

0,94 (s, 18H, (-CH3)3).

7.18 Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Pirazolo[3,4-b]piridina

cono (18)

HoN | NaeN TEA, AcOEt
+ / —_—
H,N
2 Z 24 h. ta.
o> 48%
o
NCS NCS S
R = -CH2CH2CH3
o) Z o)
\—o . o—/
3
N—N

R = -CH,CH,CHj

Esquema 30: Sintesis de sintesis de Sintesis de Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-pirazolopy cono (18).

En un balon de 25 ml, provisto de agitacion magnética, se agregan 55 mg (0,06
mmol) de 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi)-26,28-
dipropoxicaliz[4]areno, 50 mg (0,14 mmol) de 5-(aminometil)-4-(benzo[1,3-

d]dioxol-2-il)-3-metil-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-6-amina, tres gotas de TEA
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y 10 ml de AcOEt. La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente por
24 h, trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccion se lleva a sequedad en el
evaporador rotatorio. El crudo de reaccion se purifica en una columna
cromatografica utilizando como fase mévil una mezcla de AcOEt:Hex 1:2,

obteniéndose 46,7 mg de producto. R = 48%.

!H-NMR (300 Mhz, CDClIz, TMS, 25°C) & 8,08 (d, 4H, j= 9 Hz, Ar-H), 7,63 (s, 2H,
CSNHC), 7,73 (t, 4H, j1 = 9 j2 = 6 Hz, Ar-H), 7,18 (d, 4H, j = 6 Hz, Ar-H), 7,14 (s,
4H, Ar-H), 6,89 (dd, 2H, j1 = 3, j2 = 6 Hz, Ar-H), 6,71 (s, 2H, Ar-H), 6,66 (d, 2H, j
= 6Hz Ar-H), 6,40 (s, 4H, Ar-H), 6,00 (s, 4H, OCH20), 5,56 (s, 4H, ArNH>), 4,75
(m, 4H, ArCH2NH), 4,21 (d, 4H, j= 15 Hz, Ar-CHz-Ar), 4,08 (m, 4H, ArOCH2CH?>),
4,00 (m, 4H, ArO CH2CH?2), 3,62 (m, 4H, NHCH2CH?>), 3,18 (d, 4H, j= 15 Hz, Ar-
CH2-Ar), 1,19 (s, 6H, ArCHs), 1,49 (m, 4H,CH2CH2CH3), 1,34 (s, 18H, (-CH3)3),
0,78 (s, 18H, C (-CHa)s), 0,52 (m, 6H, CH2CHs).
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7.19 Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Pirazolo[3,4-b]piridina

1,3-alternado (19)

NN HN NG N
N I~
X Y,
> ¢ °
Ny N o
P/
TEA, AcOEt
—_—
> 24 h.ta.

48%

R= -CHzCHzCHS R

= -CH,CH,CH,

Esquema 31: Sintesis de sintesis de Sintesis de Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-pirazolopy 1,3-alternado
(29).

En un balén de 25 ml, provisto de agitacion magnética, se agregan 55 mg (0,06
mmol) de 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi)-26,28-
dipropoxicaliz[4]areno, 50 mg (0,14 mmol) de 5-(aminometil)-4-(benzo[1,3-
d]dioxol-2-il)-3-metil-1-fenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-6-amina, tres gotas de TEA
y 10 ml de AcOEt. La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente por
24 h, trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccién se lleva a sequedad en el
evaporador rotatorio. El crudo de reaccion se purifica en una columna
cromatografica utilizando como fase mévil una mezcla de AcOEt:Hex 1:2,
obteniéndose 38,9 mg de producto. R = 39%.

IH-NMR (300 Mhz, CDCls, TMS, 25°C) 5 8,16 (d, 4H, j = 6 Hz, Ar-H), 7,44 (t, 4H,

il =9j2 =6 Hz, Ar-H), 7,20 (t, 4H, j1 = 9 j2 = 6 Hz, Ar-H), 6,98 (s, 4H, Ar-H), 6,92
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(s, 4H, Ar-H), 6,77 (d, 2H, j = 6 Hz, Ar-H), 6,33 (ancho, 4H, Ar-H), 6,03 (s, 4H,
OCH20), 5,79 (s, 4H, ArNHy), 4,65 (ancho, 4H, ArCH2NH), 3,65 (m ancho, 8H,
Ar-CH2-Ar), 3,23 (t, 4H, j = 9 Hz, ArOCH2CH2), ), 3,23 (m ancho, 4H,
OCH2CH2NH), 2,91 (ancho, 4H, OCH2CH2NH), 1,78 (s, 6H, ArCHs 1,25 (ancho,
4H, CH2CH2CH3), 1,20 (s, 16H, (-CHs)3), 1,16 (s, 16H, (-CHs)3), 0,63 (t, 6H, j =
9 Hz, OCH2CH2CHz3).

7.20 Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Triazolo[1,5-

a]piridinas cono (20)

N
" NH,
TEA, AcOEt
—_— S YS
24 h. ta.
H \ 55,8% J/NH HN\L
NCS NCS HN NH
R = -CH,CH,CH, N R = -CH,CH,CH, A N
— —
|
\ x X /
NS ~ N
‘N=N N=N

Esquema 32: Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Py-triazolo cono (20).

En un balén de 25 ml, provisto de agitacion magnética, se agrega, 101,1 mg
(0,40 mmol) de 3-(6-(N-dietilamina)-2-piridinil)-1,2,3-triazolo[1,5-a]piridina y
163,7 mg (0,18 mmol) 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi)-
26,28-dipropoxicaliz[4]areno 10 ml de acetato de etilo, a esta mezcla de reaccién
se adicionan tres gotas de TEA. La mezcla de reaccion se agita por 24 h. a

temperatura ambiente. Trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccion se lleva a
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sequedad en el evaporador rotatorio y el crudo de reaccion es purificado en una
columna cromatografica utilizando como fase movil una mezcla de Hex:AcOEt

2:1, obteniéndose 141,8 mg de producto. R = 55,8%.

'H-RMN (300 Mhz, CDCls, TMS, 25°C) 8,65 (d, 2H, j = 7 Hz, Ar-H), 8,47 (d, 2H,
j = 8,9 Hz, Ar-H), 7,47 (m, 2H, Ar-H), 7,47 (m, 2H, Ar-H (b)), 7,33 (ddd, 2H, j1 =
8,92 =6,6j3=0,9 Hz, Ar-H), 7,08 (s, 4H, Ar-H), 6,98 (td, 2H, j1 = 6,7 j2=1,2
Hz, Ar-H) 6,41 (c, 2H, j1 = 3,7 Hz j2 = 1,7 Hz, Ar-H), 6,38 (s, 4H, Ar-H), 5,31 (s
ancho, 2H, Ar-NH-CH), 4,23 (d, 4H, j = 12,6 Hz, Ar-CH2-Ar), 4,16 (d, 4H, j=7,1
Hz,OCH2CH2NH), 4,10 (t, 4H, j = 7,1 Hz, OCH2CH2NH), 3,98 (s ancho, 4H,
OCH2CH2CHg), 3,70 (t, 4H, j = 7 Hz, CSNHCH2CH 2NH), 3,63 (s ancho, 4H,
CSNHCH2CH2NH), 3,09 (d, 4H, j = 12,8 Hz, Ar-CH2-Ar), 1,64 (m, 4H,
OCH2CH2CH3), 1,33 (s, 18H, (-CHs)3), 0,78 (s,18H, (-CHs)3), 0,68 (t, 6H, j = 7,4
Hz, OCH 2CH2CHs).
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7.21 Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Triazolo[1,5-

a]piridinas 1,3-alternado (21)

R =-CH,CH,CH; R = -CH,CH,CH;

Esquema 33: Sintesis de Calix[4]areno-tiourea-Py-triazolo 1,3-alternado (21).

En un balén de 25 ml, provisto de agitacibn magnética, se agregan 51,2 mg (0,20
mmol) de 3-(6-(n-dietilamina)-2-piridinil)-1,2,3-triazolo[1,5-a]piridina, 82,1 mg
(0,091 mmol) 5,11,17,23-tetra-tert-butil-25,27-di(isotiocianatoetoxi)-26,28-
dipropoxicaliz[4]areno 1,3 alternado y 8 ml de AcOEt, a esta mezcla de reaccién
se adicionan tres gotas de trietilamina y la mezcla de reaccion se agita por 24.
trascurrido ese tiempo la mezcla de reaccion es llevada a sequedad en el
evaporador rotatorio, el crudo de reaccién es purificado en una columna
cromatografica utilizando como fase mévil una mezcla de Hex:AcOEt 1:2,

obteniéndose 60,9 mg de producto. R = 47,4%.
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'H-NMR (300 Mhz, CDCIls, TMS, 25°C) & 8,67 (d, 2H, j = 6,9 Hz, Ar-H), 8,38 (d,
2H,j=79 Hz, Ar-H), 7,73 (t,j1 = 7,7 j2 =7,9, Hz, Ar-H), 7,36 (m, 2H, Ar-H (b)),
7,31 (m, 2H, Ar-H), 7,00 (s, 4H, Ar-H), 6,93 (m, 2H, Ar-H (c)), 6,33 (d, 2H, j = 8,2
Hz, Ar-H), 5,27 (s ancho, 2H, ArNHCHz2), 3,86 (d, 4H, j = 16,2 Hz, Ar-CH2-Ar),
3,77 (d, 4H, j = 16,2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3,74 (m, 4H, OCH2CH2CHz3), 3,62 (s ancho,
4H, OCH2CH2NH), 3,30 (t, 4H, j1 = 8 j2 = 8,1 Hz, OCH2CH2NH), 3,20 (s ancho,
8H, NHCH2CH2NH), 1,25 (s, 18H, (-CHs)3), 1,14 (s, 18H, (-CHs)3), 1,03 (m, 4H,
OCH2CH2CHs), 0,67 (t, 6H, j1 = 7,3 j2 = 7,6 Hz, OCH2CH2CHs3).
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Anexo 1 Espectros *H-RMN

A.1.1 H-RMN 4 4-difluoro-8-[4-nitrofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-
diaza-s-indaceno (3)
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A.1.2 'H-RMN 4 ,4-difluoro-8-[4-aminofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-3a-4a-
diaza-s-indaceno (4)
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A.1.3 'H-RMN 4,4-difluoro-8-[4-isotiocianatofenil]-1,3,5,7- tetrametil-4-bora-
3a-4a-diaza-s-indaceno (5)
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A.1.4 'H-RMN 4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno
(7)
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A.15 'H-RMN 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (8)
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A.1.6 'H-RMN 4,4-difluoro,1,3,5,7-pentametil-2-nitro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (9)
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A.1.7 *H-RMN 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-amino-3a,4a-diaza-
s-indaceno (10)
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A.1.8 'H-RMN 4,4-difluoro,1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-2-isotiocianto-3a,4a-
diaza-s-indaceno (11)
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A.1.9 'H-RMN de Calix[4]areno di-acido (12)
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A.1.10 'H-RMN 5,11,17,13-tetra-tert-butil-25,27-bis(2-ftalamidoetroxi)-26,28-
dihidroxicalix[4]areno (13)
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A.1.11 'H-RMN 5,11,17,23-Tetra-tert-butil-25,27-di(aminoetoxi)-26,28-

dihidroxicalix[4]areno(14)
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A.1.12 'H-RMN Calix[4]areno-tiourea-Ph-BODIPY (15)

GZ'T

ot

J

PPT

)

E5'g—

o

U

I

OPE~
60

It

35

€2'p
Scip—=

/_6'9___%

004~
o'~

IQ'L\_:

=

30'3~5T— aT
128—<F 8T

Argr
g6
,r,fZ‘ZI

=TT

0%

Fzer

= T

sse—jl— L1

2.5 2.0 15 1.0

30

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (pprm)

8.0

85

113



A.1.13 'H-RMN Calix[4]areno-amida-Ph-BODIPY (16)
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A.1.14 'H-RMN Calix[4]areno-amida-BODIPY (17)
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A.1.15 'H-RMN Calix[4]areno-tiourea-pirazolopy cono (18)
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A.1.16 'H-RMN Calix[4]areno-tiourea-pirazolopy 1,3-altrnado (19)
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A.1.17 'H-RMN Calix[4]areno-tiourea-Py-triazolo cono (20)
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A.1.18 H-RMN Calix[4]areno-tiourea-Py-triazolo 1,3-alternado (21)
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Anexo 2 Espectros de fluorescencia

A.2.1 A) Titulacion del receptor 20 (0,07 uM) con O - 3 equivalentes de Ag*
B) Titulacion del receptor 21 (0,07 uM) con O - 3 equivalentes de Ag*
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A.2.2 A) Titulacién del receptor 20 (0,07 uM) con 0 - 3 equivalentes de Cd?*
B) Titulacién del receptor 21 (0,07 uM) con O - 3 equivalentes de Cd?*
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A.2.3 A) Titulacién del receptor 20 (0,07 uM) con 0 - 3 equivalentes de Zn?*
B) Titulacién del receptor 21 (0,07 uM) con O - 3 equivalentes de Zn?*
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A.2.4 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el

complejo 20 Cu?

11 Equation y=a+b¥x
Adj. R-Square 0.98965
Value Standard Emor
Log Intercept 11,98543 0.39096
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A.2.5 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el
complejo 20 Co?

Log ((F,-F)/F)

0,8 _ Equation y=a+b™
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A.2.6 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el
complejo 20 Ni?

Log ((F-F)/F)
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A.2.7 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el

complejo 21 Cu?

1,0 -
Equation Y =a+b™
Adj. R-Squ 0,98847
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A.2.8 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el
complejo 21 Co?

Log ((F,-F)/F)

1 ~

Equation y=a+b'

Adj. R-Square 0,98138
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A.2.9 Ajuste lineal de acuerdo con la ecuacion de Hill a 450 nm para el
complejo 21 Ni?

Log ((F,-F)/F)
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Equation y=a+b
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