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DESCRIPCION
Colorantes de difluoroboroadiazaindaceno
Antecedentes tecnoldgicos y estado de la técnica

Los colorantes fotoestables, que presentan una absorcion digna de menciéon a muy considerable en todo el campo del
espectro visible, presentan un rendimiento cuantico fluorescente de moderado a elevado y un gran desplazamiento de
Stokes en la zona del espectro infrarrojo cercano (NIR), son débilmente solvatocromos o se encuentran descargados
netamente (es decir, son neutros o de ién dipolar), representan materiales de marcaje o de referencia adecuados en
aplicaciones quimicas, fisicas o bioldgicas, que se basan en la medida de sefiales de fluorescencia.

Colorantes NIR que se pueden adquirir a dia de hoy se caracterizan por

(i) bandas de absorcién estrechas y pronunciadas en el NIR, quedando excluida una excitacion y uso en la
zona visible, con bandas de fluorescencia estrechas y pequefios desplazamientos de Stokes, rendimientos
cuanticos de fluorescencia de bajos a moderados y baja fotoestabilidad (por ejemplo, colorantes de cianina)

(i) por bandas de absorcién anchas pero pequefios desplazamientos de Stokes y bandas de fluorescencia
estrechas con bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia, que dan lugar a sefiales débiles (por ejemplo,
porfirina),

(iii) por bandas de fluorescencia con amplio desplazamiento de absorcion y fuerte desplazamiento de Stokes

pero solo bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia y una gran solvatocromia, es decir, una gran
sensibilidad frente a cambios en su entorno inmediato (por ejemplo, colorantes de estirilo u oxazina),

(iv) por bandas de absorcién estrechas y pronunciadas en el NIR, quedando excluida una excitacién y uso en la
zona visible, con bandas de fluorescencia estrechas y pequefios desplazamiento de Stokes, pero con altos
rendimientos cuanticos de fluorescencia y mayor fotoestabilidad (por ejemplo, colorantes de terrilenimida),

(v) por buena fotoestabilidad y bandas de absorcion y emision anchas pero pequefios rendimientos cuanticos
de fluorescencia (por ejemplo, colorantes de quaterrileno-bis(dicarboximida) o

(vi) por bandas de absorcién estrechas y pronunciadas en el NIR, quedando excluida una excitacién y uso en la
zona visible, con bajos desplazamientos de Stokes y una sensibilidad frente a especies nucledfilas (por
ejemplo, colorantes de escuraina),

Ademas la mayor parte de los colorantes NIR que se pueden adquirir hoy en dia, con excepcion de porfirina, escuarina y
derivados de perileno, portan una carga neta (en la mayoria de los casos una positiva), lo que limita su aplicacién en
disolventes, materiales y entornos polares.

De esto resultan las siguientes desventajas:

(i) bandas de absorcion estrechas = ninguna posibilidad de excitacion y uso en banda ancha,

(i) bajo desplazamiento de Stokes = posible separacion insuficiente de la luz de excitacion/dispersion y sefial
de fluorescencia,

(iii) bajos rendimientos cuanticos de fluorescencia = débiles sefiales de fluorescencia,

(iv) baja fotoestabilidad = tiempo de vida insuficiente del colorante o componente, y

(v) solvatocromia pronunciada = fluctuaciones de sefial no deseadas con cambios de los parametros del
entorno.

Es objetivo de la invencién proporcionar colorantes que emitan en NIR electronicamente neutros con mejores
propiedades, es decir, posibilidad de excitacién en banda ancha, fluorescencia NIR intensiva, mayor desplazamiento de
Stokes, mayor fotoestabilidad, menor solvatocromia y una insensibilidad frente a influencias del entorno como fluoréforos
potentes, marcadores o materiales de referencia para aplicaciones fluorométricas en NIR de lo mas diversas.

A este respecto la clase de complejos de difluoroborilo de dipirrina (también 4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno)
presenta especial relevancia debido a la fluorescencia visual de esta clase de compuestos. Se comercializan
representantes de esta clase de compuestos con los nombres comerciales BODIPY (en inglés BOron DIPYrrin) como
marcadores de fluorescencia para aplicaciones de biologia molecular. Ademas de su uso original como biomarcador el
colorante es de uso también como sensor de cationes, colorante laser y en otros campos de la ciencia de materiales. Los
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colorantes son sintéticamente relativamente simples con modelos de sustitucion variables y se pueden obtener en
cantidades preparativas. La causa de la amplitud de uso variada y sobre todo exitosa de esta clase de colorantes permite
recuperar algunas propiedades fundamentales, como alto coeficiente de extincion molar (¢ > 80.000 M'cm™), alto
rendimiento cuantico de fluorescencia @ > 0,70) y moderado potencial redox. Representantes de esta clase de colorantes
pueden obtenerse, por ejemplo, seguin los documentos US 5.248.782; US 6.005.113; E. Deniz y col., Organic Letters
(2008), Vol. 10, n° 16, paginas 3401 - 3403; S. Erten-Ela y col., Organic Letters (2008), vol. 10, n° 15, paginas
3299 - 3302; O. Zheng y col., Chem. Eur. J. (2008), n® 14, paginas 5812 - 5819; y Ziessel y col. , Chem. Eur. J.
(2009), n°® 15, paginas 1359 — 1369.

Como desventaja se pone de manifiesto que el colorante BODIBY esta limitado de manera clasica al uso en el ambito de
longitudes de onda de 470 a 530 nm. Adicionalmente un desplazamiento de Stokes de 5 a 15 nm es para muchas
aplicaciones un factor limitante. De forma particular para la aplicacion en la espectroscopia de molécula individual y en
aplicaciones multiplex esta propiedad es una desventaja drastica.

Resumen de la invencion

Con la invencién se deben resolver uno o varios de los problemas citados o al menos minimizarse. A tal fin la invencion
proporciona los siguientes colorantes de difluoroborodiazaindaceno de férmula (1):

con

R+ = resto fenilo sustituido con flior CsHmF, con n =1 a 5y m+n = 5; o resto naftilo sustituido con flior C1oHnF, conn =1
a9ym+n=9;

R2 = CHas, CoHs, C3H7 0 C4H;

R3 = alquilo, arilo o vinilarilo;

R4, Rs = H, F o un resto CH=CH-CH=CH que puentea R4 y Rs;
Re, R7 = H, F o un resto CH=CH-CH=CH que puentea Rs y R7; ¥
Rs = alquilo o arilo.

Preferiblemente R+ representa CgFs.

Adicionalmente se prefiere, si R; representa CHs, de forma particular también en combinaciéon con las formas de
realizacién preferidas previamente descritas.

Ademas se prefiere, si R4 y Rs es un resto CH=CH-CH=CH que puentea, de forma particular también en combinacién con
las formas de realizacion preferidas descritas previamente.

Son especialmente preferidos colorantes de difluoroboroadiazaindaceno de férmulas (2) y (3):
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3)

Los colorantes se pueden usar por lo general en ambientes y medios no polares, medianamente polares o muy polares ya
sea disueltos o en forma molecular o encapsulada en particulas u otros materiales.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién se aclara mas detalladamente a continuacion con ayuda de dos ejemplos de realizacion dnBDP5F (que
corresponde a la formula (3)) y dsBDP5F (que corresponde a la férmula (2)) y precursores correspondientes de BDP5F
(véase el esquema 1).

BDPSF

dsBDPSF dnBDPSF
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Esquema 1

Las figuras 1A y 1B muestran espectros de absorcion y de fluorescencia de los colorantes dnBDP5F y dsBDP5F en
dietiléter.

Parte experimental

Todos los reactivos provienen de fabricantes comerciales y se usaron sin mas purificacion, en tanto no se indique otra
cosa. Todas las reacciones sensibles al aire y a la humedad se llevaron a cabo en atmdsfera de argon en equipos de
vidrio secos. El diclorometano se destil6 en hidruro de calcio y la trietilamina se purific6 mediante destilacion. Los
espectros de RMN se midieron con equipos de Bruker a 400 y 600 MHz.

Preparacion de precursores de BDP5F

Se disolvieron 3-etil-2,4-dimetilpirrol (369,6 mg, 3 mmol) y 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehido (353,0 mg, 1,8 mmol) en
CH.Cl; seco (70 ml) en atmosfera de argon. Se afiadié una gota de acido trifluoroacético (TFA) y se agito la solucion en
la oscuridad durante 5 h a temperatura ambiente. Se afiadié 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DBQ, 408,6 mg,
1,8 mmol) y se agitd la mezcla durante otros 30 minutos. Se afadié luego trietilamina (4 ml) y etileterato de trifluoruro de
boro (4 ml) a la mezcla de reaccion. Después de otros 30 minutos de agitacion se lavo la solucion roja oscura con agua (3
x 50 ml) y diclorometano (50 ml), se seco sobre Na;SO, y se concentrd a presion reducida. El producto bruto se purificd
mediante cromatografia en columna en gel de silice (CH2Clz/hexano al 50% en v/v) y se recristalizé en hexano. Se
obtuvieron cristales rojos anaranjados (166 mg; 20% de rendimiento).

RMN: RMN "H (400 MHz, CDCls) [ppm] 8= 2,55 (s, 6H, CHa), 2,34 (c, J = 7,6 Hz, 4H, CHy), 1,51 (s, 6H, CHa), 1,02
(t, J = 7,6 Hz, 6H, CHs).

Preparacion de dnBDP5F y dsBDP5F:

En general se calentaron el aldehido correspondiente y BDP5F a reflujo durante 26 h en una mezcla de disolventes
de tolueno seco (5 ml), acido acético (0,15 ml) y piperidina (0,18 ml) con una pequefia adicion de tamiz molecular
de 4 A. Después del enfriamiento hasta temperatura ambiente se retiré el disolvente a vacio y se eluy6 el producto
bruto por una columna de silice con CH»Clz/hexano al 50% en v/v.

dsBDPS5F: 19,2 mg (0,13 mmol) de 4-dimetilaminabenzaldehido y 30 mg (0,06 mmol) de BDP5F proporcionaron
dsBDP5F como un polvo pardo. Rendimiento 2%.

RMN "H (600 MHz, CDCls) [ppm] & = 7,63 (d, J = 16.7 Hz, 2H, CH), 7,54 (d, J = 8,9 Hz, 4H, CH), 7,23 (d, J = 16,7
Hz, 2H, CH), 6,74 (d, J = 8,9 Hz, 4H, CH), 3,03 (s, 12H, CHs), 2,64 (c, J = 7,6 Hz, 4H, CHy), 1,57 (s, 6H, CHa), 1,19
(t, J = 7,6 Hz, 6H, CHs).

dnBDP5F: 37,3 mg (0,187 mmol) de 4-(dimetilamin)-1-naftaldehido y 38,3 mg (0,08 mmol) de BDP5F
proporcionaron dnBDP5F como colorante verde. Rendimiento 1%.

RMN "H (600 MHz, CDCls) [ppm] & = 8,26 (m, 2H, CH), 8,17 (m, 2H, CH), 8,15 (d, J = 16,9 Hz, 2H, CH), 7,96 (d, J

7,9 Hz, 2H, CH), 7,80 (d, J = 16,4 Hz, 2H, CH), 7,52 (m, 4H, CH), 7,16 (d, J = 7,9 Hz, 2H, CH), 2,95 (s, 12H, CHs),
2,75 (c, J = 7,5 Hz, 4H, CHy), 1,65 (s, 6H, CHs), 1,31 (t, J = 7,5 Hz, 6H, CHs).

Estudios de fotoestabilidad

Se realizaron estudios de fotoestabiidad con ayuda de una lampara de Xenon de 150 W, con la que se irradié una
cubeta de 1 mm a 670 mm con una anchura de rendija de 15 nm. El rayo de luz se focaliz6é sobre una superficie de
1,5 cm? de tamafio de la cubeta. Se registro la transmision mediante un filtro de 600 nm. Se usaron como
muestras 300 pl de solucion de colorante con una concentracion de 1,8 x 10° mmol I'' (dnBDP5F) y 3,5 x 10°
mmol I (dsBDP5F) en THF, que correspondia a densidades opticas de 0,08 o de 0,05. La irradiacion se limitd a
17 h con una intensidad de irradiacion promedio de 0,5 mW cm?. La energia de irradiacion se midié con un diodo
de Si calibrado para determinar la cantidad de fotones transmitidos y absorbidos. En base a las medidas se calculo
la caida de la concentracion segun la ley de Lambert-Beer.

Se resumen en la tabla 1 y en las figuras 1A'y 1B espectros representativos y datos espectroscépicos de dsBDP5F
y dnBDPS5F.

Datos espectroscépicos de dsBDP5F en distintos disolventes a 298 K, de una concentracion de colorante de 2 x
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10 M y con excitacion a Aex = 670 nm (n.s. = no suficientemente soluble):

Tabla 1
Disolvente Aabs/nm Aem/NM AVaps-em/cm™ @
Hexano n.s. n.s. - -
Dibutiléter 723 763 750 0,43
Dibutiléter 723 772 890 0,18
THF 739 792 900 0,11

Datos espectroscépicos de dnBDP5F en distintos disolventes a 298 K, de una concentracion de colorante de 2 x
5 10 M y con excitacion a Aex = 640 nm:

Tabla 2
Disolvente Aabs/nm Aem/NM AVaps-em/cm™ @
Hexano 692 742 980 0,23
Dibutiléter 697 766 1290 0,17
Dibutiléter 696 779 1530 0,13
THF 699 827 2210 0,06

Se obtuvieron para dsBDP5F y dnBDPS5F coeficientes de absorcion molar y datos de fotoestabilidad
representativos en THF. La notable fotoestabilidad de los colorantes se evidencia de forma particular con la caida

10 de solo 1% para dsBDP5F y de 2% para dnBDP5F de la absorcion de colorante después de 17 h de irradiacion.
Se supone que el efecto se debe entre otras causas al uso del resto pentafluorofenilo en posicién meso. La tabla 3
compara los datos espectroscopicos de BDP5SF y su analogo de fenilo, 1,3,5,7-tetrametil-2,6-dietil-8-fenil-4-
difluorobora-3a,4a-diaza-(s)-indaceno (BDP5H) en disolventes seleccionados a 298 K, a una concentracion de 2 x
10 M y con excitacion a Aex = 500 nm:

15 Tabla 3
Disolvente Aabs/nm Aem/NM AVaps-em/cm™ @
BDP5F Dibutiléter 543 557 460 0,95
Dietiléter 541 557 530 1,00
BDP5H Dibutiléter 524 535 390 0,78
Dietiléter 522 535 460 0,77
20
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REIVINDICACIONES

1. Colorante de difluoroboroadiazaindaceno de férmula (1)

con

R4 = resto fenilo sustituido con flior CsHmF, con n =1 a 5y m+n = 5; o resto naftilo sustituido con flior C1oHnF, conn =1
a9ym+n=9;

R2 = CHas, CoHs, C3H7 0 C4H;

R3 = alquilo, arilo o vinilarilo;

R4, Rs = H, F o un resto CH=CH-CH=CH que puentea R4 y Rs;

Re, R7 = H, F o un resto CH=CH-CH=CH que puentea Rs y R7; ¥

Rs = alquilo o arilo.

2. Colorante de difluoroboroadiazaindaceno segun la reivindicacion 1, en el que

R representa CgFs.

3. Colorante de difluoroboroadiazaindaceno segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que Rs representa CHa.

4. Colorante de difluoroboroadiazaindaceno segun una de las reivindicaciones precedentes, en el que R4 y Rs representa
un resto CH=CH-CH=CH que puentea.

5. Colorante de difluoroboroadiazaindaceno de formula (2)
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