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Introduccion

En sistemas biolégicos, como las células una de las moléculas fluorescentes mas
usadas como biomarcador es el cloruro de [9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-3-
xanteniliden]-dietilamonio (Rodamina B) pues su fluorescencia puede ser detectada
facilmente en fluorimetros.! Algunas de las ventajas de emplear moléculas organicas
como la Rodamina B son su facilidad de procesamiento, solubilidad y la posibilidad de
modular sus propiedades gracias a sustituciones apropiadas en los reactivos de
partida. Comparados con compuestos inorganicos, estas sustancias organicas tienen

una estabilidad muy alta en medios acuosos.

Tipicamente, los compuestos organicos con fluorescencia resultan de incrementar la
conjugacion en estructuras quimicas a través de la fusion de anillos aromaticos; sin
embargo, es frecuente que una molécula altamente fluorescente en disolucion como la
Rodamina B, no sea emisiva en concentraciones muy altas o cuando su solubilidad es

incompatible con el medio que los contiene.

La pérdida de fluorescencia en altas concentraciones reduce significativamente los
posibles usos de muchos compuestos organicos planos, por lo que se han investigado
nuevas estructuras quimicas que puedan ser fluorescentes en altas concentraciones e
incluso en el estado soélido, que representa la maxima agregacion posible.
Recientemente, el uso de estructuras conjugadas torsionadas ha permitido estudiar la

presencia de un fenémeno conocido como Emisién Inducida por Agregacion (AIE).2

Reconociendo la importancia e impacto potencial del desarrollo de compuestos
organicos con alta fluorescencia cuando forman agregados, se propone la sintesis y
caracterizacion espectroscopica de la serie de compuestos basados en la estructura
tetrafeniletileno, un compuesto con fluorescencia en el estado solido y posteriormente
se propone realizar la evaluacion de su actividad biologica en diversas lineas celulares,

y asi seleccionar un compuesto como posible futuro biomarcador.
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ANTECEDENTES



Problematica del cancer

El cancer es una enfermedad antigua, testimonio de ello son tumores encontrados en
los huesos de fésiles de dinosaurio o en las momias humanas descubiertas en Egipto y
Peru. Su estudio y tratamiento han sido objeto de gran interés desde épocas remotas
en distintas culturas. Su nombre, cancer, se inspiro en la observacion de los tumores
de mama que al crecer toman forma de un cangrejo (figura 1), segun se explica en el

tratado Definitiones medicae, atribuido en el pasado a Galeno.?

Figura 1. Cancer de mama que tomaba forma de cangrejo.?

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolados de células. Puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Esta enfermedad suele invadir el
tejido circundante y puede provocar metastasis que es la extension de la de este
padecimiento a otra parte del cuerpo. Muchos tipos de cancer se podrian prevenir
evitando la exposicion a factores de riesgo comunes como sustancias quimicas,

radiaciones ionizantes, y el humo de tabaco. Ademas, un porcentaje importante de
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canceres pueden curarse si se detectan en una fase temprana* como es el caso de

Glia del sistema nervioso central, prostata, leucemia, colon, mamay pulmon.

Por ejemplo el cancer de mama tiene historia natural heterogénea y compleja, a pesar
de los avances, actualmente en el mundo constituye el segundo diagnostico de
malignidad mas frecuente, contabilizando alrededor de un millén de casos por afio® es
también una de las principales causas de muerte en mujeres en el mundo con cerca de
500 mil muertes por afio y el 70% ocurre en paises en desarrollo.> En México ocupa el
primer lugar de tumores malignos en las mujeres que representa el 11.34%, de todos
los casos de cancer. A nivel mundial se le atribuyeron 8,2 millones de defunciones

ocurridas en el 2012.6

Tipo de cancer ’ Numero de defunciones
Pulmonar 1,590, 000
Hepatico 745,000
Gastrico 723,000

Colorrectal 694,000
Mamario 521,000
Cancer de esofago 400,000

Tabla 1. Defunciones mundiales por el cancer.
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Biomarcador

La palabra biomarcador o marcador biologico se empezd a utilizar en las ciencias
bioldgicas alrededor de 1960. Se define como una molécula que estando presente se
une quimicamente a una biomolécula, sin afectar sus propiedades y reactividad, en el
medio, puede indicar, la existencia de una enfermedad o la alta probabilidad de
desarrollar una especifica, sin embargo el uso de caracteristicas indicadoras de

patologias o sintomas en los individuos se ha realizado de muchos siglos atras.’

Los marcadores biolégicos han traido importancia en la investigacion ya que nos
orientan en la estimacion de sistemas biol6gicos. Una medida en muestras que se

puede evaluar satisfactoriamente indicAndonos procesos normales o alterados.

El contar con un biomarcador que ayude a realizar un diagnostico rapido del cancer
tiene un impacto grande ya que con esto, se favorece el tratamiento. En la figura 2
podemos ver como una molécula utilizada como biomarcador se acopla iluminando o

revelando ciertas regiones de una célula.

Figura 2. Molécula utilizada como biomarcador celular.?
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Biomarcador fluorescente

Son moléculas que pueden unirse a otras sin afectar a sus propiedades y reactividad,

permitiéndonos conocer las interacciones.

En los procesos fotofisicos podemos conocer el fendmeno de la fluorescencia el cual se

puede definir como la propiedad de un compuesto para emitir luz cuando es irradiado.

Por esta actividad un marcador fluorescente se une quimicamente a una biomolecula

conociendo la actividad en el medio.
Las especificaciones importantes para considerar un biomarcador son:
a) Alto rendimiento de fluorescencia.
b) Alta estabilidad quimica.
c) Fotoestabilidad.
d) Carencia de toxicidad.
e) Produccion escalable.

Algunos biomarcadores estan asociados con un solo tipo de cancer, mientras que otros
estdn asociados con dos o mas tipos de cancer. No se ha encontrado un marcador

"universal" que pueda detectar cualquier tipo.°

La fluorescencia se caracteriza debido a que ciertas moléculas son capaces de
absorber energial® en forma de radiaciones electromagnéticas!! para posteriormente
emitir un porcentaje de esa energia en una longitud de onda diferente.'? El siguiente
diagrama conocido como diagrama de Jablonski podemos observar como estas

radiaciones promueven este fenémenao.
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Figura 3. Diagrama de Jablonski.

En el diagrama logramos observar que al irradiar una molécula con determinada
longitud de onda (A excitacion) los electrones de desplazan de un estado So (basal) a
un estado excitado o también llamado singulete (S1, S2) esto se debe a la absorcion de
energia irradiada, parte de esta energia se disocia por procesos de conversion interna
y otra parte logra que la molécula irradiada regrese a su estado basal (So), pero ahora

emitiendo la sobrecarga de energia en forma de fluorescencia.
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Conversion interna

S 1 1 |
Foton

Absorbido
Fluorescencia
SO ¢ |

Figura 4. Diagrama de Jablonski en el proceso de fluorescencia.

El uso de biomarcadores hidrosolubles fluorescentes para células, anticuerpos y ADN
se ha expandido rapidamente.’®* Aunque hay variedad en biomarcadores solubles en
agua disponibles comercialmente hoy en dia la mayoria de ellos exhiben rendimientos

de fluorescencia y estabilidad fotoquimica baja.'#
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Moléculas planas

La mayoria de los biomarcadores son proteinas. Sin embargo, actualmente existen
diferentes tipos de biomarcadores moleculares que se han caracterizado y se usan
como es el caso de la Rodamina B [9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-3-xanteniliden]-

dietilamonio, en la figura 5, se muestra la estructura principal de las rodaminas

CH,

N (
HsC.__N O AN
LI

COOH

H,C
H
\/C 3

Figura 5. Estructura de la rodamina.

La rodamina B es un colorante importante de la familia de los xantenos.'® Es una sal y
atrajo un gran interés debido a su posible aplicacion en diversas areas como sensores
guimicos y biolégicos.’® Se emplea como biomarcador celular pues su fluorescencia

puede ser detectada facilmente en fluorimetros.*’

Rodamina B Rodamina 6G

Figura 6. Rodaminas mas utilizadas en sistemas biolégicos.
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Figura 7. Saccharomyces cerevisiae marcada con rodamina B.8

En la figura 7 observamos como la rodamina B se utiliza en S. cerevisiae demostrando
gue es una de las moléculas que nos ayuda a visualizar estos organismos, sin embargo

esta molécula presenta gran tendencia al apilamiento 1r.%°

Figura 8. Estructura quimica de DAPI
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DAPI

Otra molécula como marcador es 4',6-diamino-2-fenilindol, (DAPI), debido a la
fluorescencia que emite, este otro compuesto también es de los més utilizados, ya que
puede pasar a través de la membrana celular gracias a esto se utiliza para tefiir células

vivas fijandose principalmente en las bases nitrogenadas.

Debido a la emision azul de DAPI esta molécula resulta muy efectiva cuando se utilizan

diferentes biomarcadores en una misma técnica.2°

Figura 9. Células fijadas y teflidas con DAPI las flechas sefialan las regiones del material
nuclear.?!

En la figura 9 se observa el material genético tefiido gracias a la molécula DAPI y
generalmente la concentracién para observar DAPI es muy alta. Este compuesto se
caracteriza, por no presentar toxicidad alguna en las células, presenta muy buena

fotoestabilidad 22 y alto rendimiento de fluorescencia.

21



Extincién de la fluorescencia causada por agregacion

Los compuestos organicos con fluorescencia resultan frecuentemente de incrementar
la conjugacion en estructuras quimicas a través de la fusion de anillos aromaticos; sin
embargo, es frecuente que una molécula altamente fluorescente en disolucion como la
Rodamina B o DAPI, no sea emisiva en concentraciones muy altas o cuando su
solubilidad es incompatible con el medio que los contiene. Esto se debe a que en altas
concentraciones forman agregados con interacciones intermoleculares conocidas como
agregados tipo 1 22 que eliminan su fluorescencia y este fendbmeno se conoce como

Aggregation Caused-Quenching (ACQ).

a)

Water content (vol

0 10 20 30

/ \’/\/ %ohﬁon ‘ Aggregate

Perdida de fluorescencia por

agregacion (ACQ) (0] o]
—N < < N— Apilamiento
o) O

Figura 10. (a) Disminucion de la fluorescencia de un compuesto por la formacion de
agregados por la adicion de agua a una disolucion de tetrahidrofurano. (b)
Representacion de los agregados intermoleculares que eliminan la fluorescencia en
moléculas planas.?*

La figura 10a nos muestra un derivado del perileno que al aumentar la concentracién
de THF la fluorescencia se pierde ocasionando asi la extincion de la fluorescencia y en
la figura 10b podemos percatarnos del apilamiento ™ en fendmeno por el cual las

moléculas se acomodan de forma que no permiten la fluorescencia.
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El conocimiento de este fenOmeno reduce muy significativamente el uso de diversos
marcadores celulares ocasionando grandes pérdidas por lo que se han investigado
nuevas estructuras quimicas que puedan ser fluorescentes presentando la maxima
agregacion posible, el uso de estructuras torsionadas ha permitido estudiar un
fenémeno conocido como Aggregation-Induced Emisién (AIE) %° lo que representa que

al formar agregados estas moléculas sean altamente emisivas.?®

Gracias a este fendmeno actualmente los investigadores se han dedicado a entender y
explicar la razon por la que ocurre esta propiedad de las moléculas, dando una de las
explicaciones mas concretas conocida como restriccion intramolecular de la rotacion

(RRI) que se muestra en la imagen

a) Restricciéon de

=% 4 ) la rotacion ~ -
Nt T intramolecular AR x\%‘g‘“‘/
/St U\_/  Emisién .7
\ ) /_‘ Inducida por y
Agregacion

(AIE)

@ 016 0.18 0.23 0.24 032 141 ¢

Figura 11(a) Diagrama de una estructura torsionada cuyos anillos aromaticos presentan
rotacion en disolucién y no emite. (b) La baja fluorescencia en disolucion se incrementa

por la formacion de agregados al aumentar el contenido de agua.?”

En la figura 11a vemos una molécula de hexafenilsilol representando que es capaz de
rotar sus sustituyentes demostrandonos que no es una molécula plana mientras que en
la figura 11b vemos que este fendmeno funciona al contrario que ACQ al aumentar el
contenido del disolvente estas moléculas forman agregados favoreciendo Ia

fluorescencia.
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O \ O Restriccion de la rotacion

D Agregado altamente emisivo

& O

Hexafenilsilol

Figura 12. Estructura quimica restriccion de la rotacion.

El entendimiento de moléculas con el fendmeno de AIE en la siguiente imagen
podemos observar algunas de estas que presentan ciertas caracteristicas similares RRI
son moléculas altamente conjugadas. En el lado izquierdo de la imagen logramos ver la
molécula del hexafenilsilol y del lado derecho un conjunto de moléculas de
hexafenilsilol impidiendo la rotacion entre las moléculas favoreciendo de esta forma el

fendmeno de AIE el agregado de estas moléculas es altamente emisivo

0% 10% 30% S50% '60% T0% B0% S0% 95%

Figura 13. Fenomeno AIE.
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oRe &
1,1,2,3,4,5-hexafenil-1H-silol 10H,10'H-9,9'-biantracenilideno

! \

9-(metileno difenil)-9H-fluoreno 1,1,2,2-tetrafeniletileno

Figura 14. Moléculas que presentan el fendmeno de AIE

Estos cuatro compuestos presentan AIE y podemos observar que son similares en que
tienen anillos aromaticos conjugados lo que ayuda a incrementar bastante la
fluorescencia en este tipo de moléculas otra propiedad en comun es que tienen un
centro que ayuda a que los anillos de la periferia puedan rotar, recordando como estos
compuestos se alejan de ser estructuras planas, evitando de esta manera el

apilamiento
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Tetrafeniletileno

Reconociendo las propiedades antes mencionadas, la molécula de 1,1,2,2-

tetrafeniletileno fue elegida para realizar este trabajo ya que como se menciono es un

sistema altamente conjugado, evita el apilamiento de tipo 1 estas propiedades nos

favorecen ademas de que su obtencion es accesible y pueden modificarse con grupos

funcionales afines a medios acuosos para convertirlo en un posible biomarcador.

Figura 15. Molécula de tetrafeniletileno.

Nombre 1,1°,2,2’-Tetrafeniletileno
Punto de fusion 224°C
Formula minima Ca6H20
Peso molecular g/mol 332
Fluorescencia Azul
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Esta molécula se puede sintetizar por diferentes rutas facilitando asi su obtencion, la
eleccion de sintesis depende de los reactivos disponibles. A continuacion se muestran

algunas de las rutas para la obtencion del TFE.
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Figura 16. Rutas de sintesis para obtener TFE.

En la figura 16 vemos algunas de las diferentes formas de obtencion del TFE en el

caso la ruta 1 las condiciones son TiCls, Zn, THF, y 5 horas de reflujo. En la ruta 2 se
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emplea n-BuLi, Benzofenona y PTSA en tolueno, manteniéndolo en reflujo. Las rutas 3
y 4 se autoacoplamiento en DCM, manteniendo la reaccion a -78 °C. La ruta 5 emplea
CuCl2 en DMSO

Una manera de sintetizar el TFE con muy buenos rendimientos es utilizando el
acoplamiento McMurry (Figura 16.1). Esta reaccion también se ha llevado acabo con
dos benzofenonas que tienen diferentes sustituyentes encontrando buenos

resultados.?8

El TFE ha sido probado inicialmente como sensor acoplado a una biomolécula este
compuesto no era fluorescente en soluciones buffer.?® La adiciéon de agua como
disolvente para el TFE ha demostrado que favorece la emision, esto debido a que
induce la agregacion, ya que no es el mejor disolvente, y da como resultado este

aumento de la fluorescencia

Br| + Br| +
—l\|l\/O O O O\/'Tl_
S
—N/\O O/\T_

Figura 17 Acoplado a una biomolecula el TFE para- sustituido fue utilizado como biomarcador

La figura 17 nos muestra el TFE para- sustituido el cual fue utilizado para tefiir células
de la raiz de la cebolla observando la mitosis gracias a la propiedad de AIE que

presenta este TFE.
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Interfase Preprofase Postprofase

)

Metafase Anafase Telofase

Figura 18. Fluorescencia en células extraidas de la raiz de cebolla, con un compuesto que
presenta AlE, etapas del ciclo celular. 3°

La figura 18 nos nuestra la mitosis de células de la raiz de cebolla gracias a un

compuesto ilustrado en la figura 17 fue tefiido principalmente el material genético.

Estos compuestos con la caracteristica de "encenderse" al formar agregados nos
demuestran un nuevo panorama Yy otras oportunidades en las diferentes areas de
investigacion profundizando en estos compuestos para generar tecnologias

innovadoras con el uso de estas moléculas.
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HIPOTESIS Y
OBJETIVO



Hipotesis

Derivados sintéticos fluorescentes del tetrafeniletileno con grupos funcionales en la
posicion para- presentaran baja actividad citotoxica, permitiendo la evaluacion de su

potencial como posibles marcadores biologicos
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Objetivo General.

Sintetizar derivados del tetrafeniletileno para- sustituidos y determinar su potencial para
seleccionar aquellos que presenten baja citotoxicidad como posibles biomarcadores en

futuros experimentos.

Objetivo particular

1. Sintetizar derivados basados en la estructura del TFE mediante acoplamiento

tipo McMurry

2. Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas como RMN, IR, EMAR, las

moléculas sintetizadas.
3. Optimizar las reacciones para obtener buenos rendimientos.

4. Evaluar su actividad citotoxica para determinar aquellos que sean compuestos

con potencial de biomarcador.
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RESULTADOS Y
DISCUSION



Se sintetiz6 el 1,1,2,2-tetrafeniletileno (TFE) mediante la reaccion que se presenta en el
esquema 1 (reaccion de McMurry ) que permite acoplar dos moléculas de benzofenona

por medio de una doble ligadura carbono-carbono.

Esquema 1. Sintesis 1,1,2,2-tetrafeniletileno.

@)
TiCly, Zinc®
THF

Reflujo 5h

LW

LES 50 5 70 65 60 55 S0 45 4 15 30 15 W 15 19 05 0
PaM

Figura 19. . Espectro *H-RMN 1,1,2,2-tetrafeniletileno [300 MHz CDCls]
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Una vez sintetizado se caracterizé utilizando técnicas espectroscépicas como *H-RMN
donde se identificaron los hidrégenos en la regiébn aromatica que corresponden a la

molécula del TFE.

—1437

~140.9
1313
1276
1264

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 an 70 60 =0 40 a0 20 10 ]
pRm

Figura 20. Espectro 1*C-RMN 1,1,2,2-tetrafeniletileno [75 MHz CDCl3]

En el espectro de *C-RMN se observan cinco sefiales no equivalentes tomando en
cuenta la simetria de la molécula. Para obtener una caracterizacion mas completa se
utilizaron las técnicas IR y EMAR donde se observé un ion m/z= 333.16 el cual
concuerda con el ion calculado para CaeH20, 332.44 ppm, (error: -3.41 ppm)

complementando de esta manera la identificacion del compuesto.

Después de la determinacién completa del compuesto este se probd en 6 lineas

celulares tomando los principales tipos de cancer que mas afectan a la poblacion

% de inhibicion del crecimiento por la linea celular
Muestra = Cdédigo U251 PC-3 K562 HCT-15 @ MCF-7 = SKLU-1
TFE WR-1 14.63 66.13 75 15.55 7.66 11.14

(U251 Glia del sistema nervioso central, PC-3 Prostata, K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,

SKLU pulmén, NC no citotdxico).
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Encontrando que TFE es citotoxico para K562 en un 75% pero mantiene una muy baja

citotoxicidad en MCF-7 con un 7.66% demostrando que es un posible candidato para

hacer méas pruebas

Imagen TFE (Tetrafeniletileno) es un sélido blanco
cristalino, en luz UV (254nm) presenta una
fluorescencia de color azul y un punto de fusién de
225 °C este compuesto se obtuvo por medio del
acoplamiento McMurry, utilizando como materia
prima benzofenona y en las pruebas citotdxicas se
logra apreciar que en ciertos tipos de linea celular
mantiene un porcentaje de inhibicion bajo.

Una vez sintetizado el TFE se llevd a cabo una bromacién en la posicién para con el fin
de posteriormente sustituir el halogeno con algun grupo funcional, la reacciéon se dio

con los vapores de Brz en contacto con el TFE como se muestra en el esquema 2.

Esquema 2.Sintesisl,1,2,2tetrakis(4bromofenil)etileno

Para asegurar una mejor bromacion la reaccion se dejé por cinco dias, pasado este
tiempo se realizo la purificacion obteniendo un 90% de rendimiento. La caracterizacion

se hizo mediante las técnicas espectroscopicas descritas anteriormente.
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Figura 21. Espectro 'H-RMN 1,1,2,2-tetrakis(4-bromofenil)etileno [300 MHz CDCls]

Por medio de RMN de *H podemos observar sefiales marcando claramente el sistema
del TFE. Donde encontramos las sefiales que se encuentran en 6.80 ppm y 7.30 ppm
en el caso del halégeno el espectro de *H no es la técnica mas recomendable para

saber si se encuentra este elemento.
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Figura 22. Espectro *C-RMN 1,1,2,2-tetrakis(4-bromofenil)etileno [75 MHz CDCls]

En el espectro de *C se identificaron nuevamente cinco sefiales correspondientes a la
molécula por simetria tomando en cuenta la sefal 121.3 ppm que corresponde al

enlace carbono-bromo.

El complemento de la caracterizacion de los compuestos fue realizado por IR y EMAR
se observo un i6n en m/z= 648.80 el cual concuerda con el ion calculado para
C26H16Bra, 648.02 ppm, (error -3.46 ppm) determinando de forma mas completa el

compuesto.

Después de la identificacion completa del compuesto este se probo en 6 lineas
celulares mencionadas
% de inhibicién del crecimiento por la linea celular

Muestra Cadigo U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 | SKLU-1
TFE-Brs WR-2 NC 2.8 20.4 NC 9.9 15.1
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(U251 Glia del sistema nervioso central PC-3 Préstata K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,

SKLU pulmén, NC no citotéxico).

La citotoxicidad que manifiesta este compuesto es baja ya que en células U251 y K562

no es citotoxico y asi podemos considerar este compuesto como posible biomarcador.

Imagen TFE-Br2 Es un sélido de color blanco en
luz UV (254nm) presenta fluorescencia de color
azul, un punto de fusion de 230-232 °C, este
compuesto se obtuvo por una reaccion directa del
TFE y el Br2 en un desecador. En las pruebas
biolégicas logré ver la actividad de este compuesto,
no es citotéxico para dos tipos de lineas celulares.

Utilizando  dimetoxibenzofenona  (bis(4-metoxifenil)metanona) se realizd6 el
acoplamiento McMurry para obtener el compuesto 3 sustituido en la posicion para con

el grupo metoxilo.

Esquema 3. Sintesis 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno

o
TiCly + Zinc®
H3C\ CH, THF
o o

Alcanzando un rendimiento del 91% en el caso de esta materia prima hay que calentar
el THF para que se pueda disolver y asi pasarlo al sistema de reaccidon se realizaron
las técnicas de caracterizacion espectroscopicas correspondientes como en los casos

anteriores.
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Figura 23. Espectro 1H-RMN 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno [300 MHz CDCI3]

8.0 15

En el espectro de 'H-RMN como en 3.76 ppm se logra ver una sefial sencilla que
corresponde al grupo metilo el cual se encuentra en la posicion para y ademas el
conjunto de sefales en 6.96 y 6.63 ppm que confirman la obtencién del compuesto

metoxilado.
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Figura 24. Espectro 13C-RMN 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno [75 MHz CDClj3]

En este espectro de '*C podemos observar los cinco carbonos correspondientes por

simetria y un carbono en 54.68 ppm que corresponde al carbono del grupo metoxilo.

El complemento de la caracterizacion de los compuestos fue realizado por IR y EMAR
se observé un ion en m/z= 453.20 el cual concuerda con el ion calculado para CzoH2804

452.20 ppm, (error -4.02 ppm) determinando de forma més completa el compuesto.
Una vez determinado el compuesto este se prob6 en las 6 lineas celulares
% de inhibicion del crecimiento por la linea celular

Muestra Cadigo U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7  SKLU-1
WR-OMe WR-3 100 100 80.6 100 100 100

(U251 Glia del sistema nervioso central, PC-3 Prostata, K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,
SKLU pulmén, NC no citotdxico).
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La citotoxicidad que se muestra de este compuesto es alta para todos los tipos
celulares inhibiendo el crecimiento del 100% en la mayoria de las lineas celulares

reconociendo asi que es muy citotéxico para las células.

Imagen TFE-OMe Compuesto sdlido blanco
en luz UV (254nm) su fluorescencia es de azul
claro, punto de fusiébn de 182 °C. Este
compuesto se obtuvo mediante un
acoplamiento McMurry usando como materia
prima Dimetoxibenzofenona. En las pruebas
biolégicas se logra conocer que este
compuesto mantiene una muy alta inhibicién
citotoxica

A continuacion con el 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno obtenido se llevo a cabo la

reaccion de desproteccion que se muestra en el esquema 4.

Esquema 4. Sintesis 4,4',4",4"-(eteno-1,1,2,2-tetrail) tetrafenol

Obteniendo un rendimiento del 69% el compuesto fue caracterizado mediante técnicas
espectroscopicas antes mencionadas. Este compuesto se disolvid en acetona

deuterada debido a que no era posible disolverlo en cloroformo deuterado.
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Figura 25. Espectro *H-RMN 4,4',4" 4"-(eteno-1,1,2,2-tetrail) tetrafenol [300 MHz D-Acetona

En el espectro del compuesto 4 *H nos muestra claramente el sistema del TFE y una
sefial mas en 8.2 ppm esta Ultima correspondiendo hidrogeno OH confirmando la

obtencion del compuesto.
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Figura 26. Espectro 3C-RMN 4,4' 4" 4"-(eteno-1,1,2,2-tetrail) tetrafenol [75 MHz D-Acetona]

En el espectro de **C de compuesto 4 podemos ver claramente las sefales que por
simetria corresponden a la molécula del TFE, también utilizando técnicas de IR y
EMAR se observé un ion en m/z= 397.14 el cual concuerda con el ion calculado para
C26H2004 396.14 ppm, (error-0.51ppm) se logrdé la caracterizacibn completa del

compuesto.
Una vez descrito el compuesto 4 fue probado en 6 lineas celulares
% de inhibicion del crecimiento por la linea celular

Muestra Cdédigo U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 | SKLU-1
TPE-OH WR-4 NC 100 36.49 9.87 61 42.22

(U251 Glia del sistema nervioso central, PC-3 Prostata, K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,

SKLU pulmén, NC no citotdxico).
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En este caso la linea celular U251 Glia del sistema nervioso central encontramos que
el compuesto 4 no es citotoxico en U251 Glia del sistema nervioso central

seleccionandolo como otro posible futuro marcador bioldgico.

Imagen TFE-OH Compuesto sélido
ligeramente morado en luz UV (254nm) se
logra ver que fluorece azul claro, un punto
de fusiobn de mayor a 230 °C este
compuesto se obtuvo con una reaccion de
DCM y BBrs , en las pruebas biologicas
logramos ver como este compuesto es no
citotoxico para un tipo de linea celular.

Gracias a la obtencién del compuesto 4 se procedié a sustituirlo con una cadena
alifatica de 4 carbonos como se muestra en el esquema de reaccion 5.

Esquema .5. Sintesis eteno-1,1,2,2-tetrailtetrakis(benceno-4,1-diilo) tetrabutirato

Cloruro de butirilo
Piridina + Acetonitrilo

Utilizando como materia prima el compuesto 4 previamente sintetizado, se llevé acabo
la sustitucion obteniendo un 25% de rendimiento del compuesto 5, debido a que este
compuesto presento una alta afinidad al disolvente, los métodos de separacion
utilizados no fueron los mas efectivos, sin embargo podemos apreciar en los espectros

el producto deseado.
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Figura 27. Espectro *H-RMN eteno-1,1,2,2-tetrailtetrakis(benceno-4,1-diilo) tetrabutirato [300
MHz CDCl3]

En el espectro 'H se observan los hidrégenos correspondientes a la cadena alifatica en
1.0 ppm, 1.7 ppm, y 2.5 ppm debido a la estructura de esta molécula es muy afin a los
disolventes como el hexano empleado en la purificacion, en la region alifatica podemos
observar como se manifiesta esta afinidad, también se ve el sistema correspondiente al
TFE en 7.00 y 6.84 ppm.
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Figura 28. Espectro 13C-RMN eteno-1,1,2,2-tetrailtetrakis(benceno-4,1-diilo) tetrabutirato [75
MHz CDCI3]

Por otro lado el espectro de '3C del compuesto 5 nos muestra las cinco sefiales
correspondientes al TFE y vemos ademas sefiales en la region alifatica que
corresponden a la cadena de 3 carbonos se modificd el espectro debido a la presencia

de una sefial la cual se atribuye a la afinidad del compuesto.

El complemento de la caracterizacion de los compuestos se llevo acabo mediante IR y
EMAR se observé un ion en m/z= 677.31 el cual concuerda con el ion calculado para
C42H4408 676.30 ppm, (error—3.29 ppm) determinando de forma méas completa el

compuesto.

Al terminar la determinaciéon del compuesto, este se probdé en 6 lineas celulares

tomando los principales tipos de cancer que mas afectan a la poblacién
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% de inhibicion del crecimiento por la linea celular
Muestra Cdédigo U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
TPE-Ester WR-5 N.C. 24.1 97.3 7.94 100 31.9

(U251 Glia del sistema nervioso central, PC-3 Prostata, K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,

SKLU pulmén, NC no citotédxico).

Encontramos que en U251 Glia del sistema nervioso central no es citotoxico, mantiene
una baja inhibicion en HCT-15 colon, pero también encontramos que es completamente

citotéxico para MCF-7 mama encontrando asi otra posible molécula para pruebas

posteriores.

Imagen Compuesto 5 de color morado
oscuro en luz UV (254nm) logramos ver
que se ilumina de color azul. Esta
molécula se obtuvo por medio de una
reaccion de piridina ACN y cloruro de
butirilo.

Utilizando una vez méas el TFE sintetizado se realizé una nitracién, obteniendo el
compuesto y purificandolo con una columna de separacion con silica gel y hexano
como eluyente, se corroboro la nitracion y se identific6 que esta fue efectiva en 3
posiciones, reconociendo entonces que la simetria de la molécula corresponde a 14

carbonos.
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Esquema 6. Sintesis de 4,4',4"-(2-feniletano-1,1,2-triilo) tris (nitrobenceno).

CU(N03)2
CH3COOH + CH3CO0),0

8.01
7.18
6.97
6.95

0 65 6‘.0 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 00
ppm

Figura 29. Espectro *H-RMN 4,4',4"-(2-feniletano-1,1,2-triilo) tris (nitrobenceno) [300 MHz
CDClg]

En el espectro de *H del compuesto 6 podemos apreciar el sistema que corresponde al
TFE trinitrado donde se aprecian tres sefiales las cuales debido a la asimetria del

compuesto.
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Figura 30. Espectro *C-RMN 4,4',4"-(2-feniletano-1,1,2-triilo) tris (nitrobenceno) [75 MHz
CDCls]

Para reconocer mejor la molécula por 3C-RMN se logran apreciar para complementar
la caracterizacion del compuesto 14 sefiales que simétricamente corresponden a la
molécula, por medio de IR y EMAR se observdé un ion en m/z= 468.12 el cual
concuerda con el ion calculado para C2sH17N3Os 467.11 ppm (error -4.65 ppm) se logré

comprobar que se trataba de este compuesto.

Finalizando la determinaciébn completa del compuesto este se probd en 6 lineas

celulares tomando los principales tipos de cancer que mas afectan a la poblacién
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% de inhibicion del crecimiento por la linea celular
Muestra Cdédigo U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
TPE-NO> WR-6 71.13 56.2 40.7 53.4 45.8 70.4

(U251 Glia del sistema nervioso central PC-3 Préstata K562 leucemia, HCT-15 colon, MCF-7 mama,

SKLU pulmén, NC no citotdxico).

TFE-NO:2 es citotoxico para todos los tipos de lineas celulares en un promedio que esta

arriba del 50% de inhibicidon en todas las lineas celulares considerandose no viable.

Imagen Compuesto 6 sdélido
Amarillo en luz UV (254nm) se
logra observar que el
compuesto amarillo-verde, se
obtuvo mediante la reaccion
acido acético anhidrido acético

y nitrato de cobre Ill. Es el
segundo compuesto mas
citotoxico.

Utilizando el TFE-NO:2 se realizo la reduccion a grupos amino en la reaccion que se
muestra en el esquema 7, obteniendo una mezcla de compuestos los cuales no se
lograron separar por CCF ademés el rendimiento de esta reaccion estaba por abajo del
15 % por lo que se opto buscar otra metodologia para obtener el compuesto para

sustituido con el grupo amino (NH2)
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Esquema 7. Sintesis partiendo de 4',4"-(2-feniletano-1,1,2-triilo) tris (nitrobenceno)

_TAF Reflujo2h_

Buscando una alternativa se utiliz6 4-aminobenzofenona para obtener TFE sustituido
en 2 posiciones con el grupo NHz la Unica diferencia seria que este no estaria sustituido

en las 4 posiciones.

Esquema 8. Sintesis 4-animobenzofenona

TiCl nc®
THF

Se llevé a reaccion con el acoplamiento McMurry como se muestra en el esquema 8,
se mantuvieron las condiciones antes mencionadas para la obtencion del compuesto,
posteriormente se monitoreo la reaccion por CCF, donde se observé que no habia
cambio alguno se mantuvo el sistema durante 5 horas pasado este tiempo se tomo otra
muestra, la cual se observo nuevamente en CCF por lo cual se concluyo que esta ruta

de sintesis, tampoco fue viable.
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ACTIVIDAD
CITOTOXICA



Como se describié de manera individual en las paginas anteriores, una vez obtenidos
los compuestos se realizo el correspondiente ensayo primario en 6 lineas celulares en
el Instituto de Quimica UNAM tomando los principales tipos de cancer que mas afectan
a la poblacién (U251 Glia del sistema nervioso central PC-3 Préstata K562 leucemia,
HCT-15 colon, MCF-7 mama, SKLU pulmoén, NC no citotoxico). Ensayo primario
Concentracion: (50 pg/ml). Vehiculo DMSO.

% de inhibicion del crecimiento por la linea celular

Muestra Cédigo U251 PC-3 K562  HCT-15 MCF-7 SKLU-1
TFE-Br, WR-2 2.8 20.4 9.9 15.1
TFE-OH WR4 100 36.49 9.87 61 42.22

TFE WR-1 = 1463  66.13 75 15.55 7.66 11.14
TFE-No, WR-6 = 7113  56.2 40.7 53.4 45.8 70.4
TFE-Ester WR-5 241 97.3 7.94 100 31.9
TFE-OMe WR-3 100 100 80.6 100 100 100

Tabla 2. U251= glia de sistema nervioso central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15=
colon, MCF-7= mama, SKLU= pulmén. NC= no citotoxico. Ordenados de menor a mayor
citotoxicidad

120
100 -
80
W TFE-Br2
m TFE-OH
60 - ETFE
W TFE-No2
40 - W TFE-Ester
B TFE-OMe
20 -
0 -
U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Grafica 3. Inhibicion en células cancerosas
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Las diferencias estructurales en el tetrafeniletiieno se ven reflejadas en los distintos
tipos celulares en los que fue probado, el resultado de esto se manifiestan en la
inhibicién.

En la Grafica 4 podemos darnos cuenta que en el eje de las abscisas se encuentra
ubicada la linea celular, y en el eje de las ordenadas el porcentaje de inhibicion donde
las lineas celulares que mantienen la menor inhibicibn son U251 y HCT-15 y los

compuestos con menor citotoxicidad son TFE-(2,4 y 5).

120

100

&0

B TFE-Br2

60
B TFE-OH

[ TFE-Ester

40

20

B

U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7  SKLU-1

Grafica 4. Compuestos con menor inhibicién

Una vez analizados estos resultados obtenidos, se deduce que en el caso del TFE-
Ester debido a la larga cadena que presenta la convierte en un compuesto mas afin a
la membrana celular por los grupos funcionales ester que presenta en la posicion para,
comparandolo con el TFE-OH este compuesto fue mas dificil disolver lo que se le
atribuye a los grupos OH a pesar de que sus propiedades a temperatura ambiente eran

mas favorables ya que era un sdlido y la manipulacibn mas practica, el analisis
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citotoxico nos demuestra que no es el mejor candidato para un futuro marcador
bioldgico y se le atribuye a su solubilidad ya que este compuesto es muy selectivo al
momento de disolverse y solo se logré disolver en acetona, en el caso de TFE-Br este
compuesto es muy interesante ya que tiene un punto de fusion alto a temperatura
ambiente es sélido y mantuvo niveles de inhibicion bajos en las pruebas celulares se le
atribuye a que al momento de disolverlo es muy accesible y sobre todo a diferencia de
los otros dos compuestos discutidos en esta seccidn, la obtencién de este es en una

reaccion bastante sencilla la cual nos ayuda a tenerlo facil y a gran escala.
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TOXICIDAD EN
Nicotiana
benthamiana



Haciendo una colaboracion con el laboratorio 2 de biomacromoléculas el TFE fue
probado en N. benthamiana. Para conocer la citotoxicidad en la planta N. benthamiana
se probd de la siguiente manera, utilizando una disolucion de 0.001g de TFE en 1 mL
de DMSO aplicado por el método de inyeccion, esta técnica fue adaptada de Infiltration
of Nicotiana benthamiana (Protocol for Transient Expression via Agrobacterium.)3! Con

la aplicacion que se muestra en la figura 31.

Figura 31. Técnica de inyeccion imagen extraida de la referencia *2

El punto de aplicaciéon abarco un perimetro de aproximadamente 0.5 cm 23 tomando en
cuenta esto se monitoreo en el transcurso de 20 minutos los cambio que este
presentaria ademas que se pretende observar un corte de la hoja con TFE al

microscopio de fluorescencia
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Figura 32. N. benthamiana inoculada con TPE primer minuto.

Para conocer el efecto del TFE en la hoja monitoreo en el transcurso de 20 minutos
observando, como se expande el compuesto en los puntos de aplicaciéon y teniendo en
cuenta la citotoxicidad que pueda llegar a tener, en este lapso.
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Figura 33. N. benthamiana inoculada con TPE minuto diez.

Claramente en esta foto podemos observar como aumentaron los puntos de aplicacion
la molécula de TFE se sigue extendiendo a los 10 minutos y no presenta algun otro
cambio significativo como de coloracion o alguna otra sefial que pueda manifestar

citotoxicidad hasta el momento
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Figura 34. N. benthamiana inoculada con TPE minuto veinte

A los 20 minutos se observa que el TFE se extendié un poco mas, no se ven cambios
en la fluorescencia ni en la hoja, se dejo este ensayo por un lapso de 12 h con el fin de

conocer la citotoxicidad, encontrando que si fue citotéxico.

Figura 35. N. benthamiana inoculada con TPE minuto uno y veinte

En la imagen podemos observar la comparacion de como el TFE aplicado se distribuyo
en la hoja y no presento alguna anomalia (en este lapso) que nos demostrara la

toxicidad obteniendo hasta el momento los resultados de esta molécula.
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CONCLUSIONES



1.

Los compuestos sintetizados se caracterizaron satisfactoriamente, por medio de
RMN 3C y 'H, IR, EMAR, punto de fusion, obteniendo el compuesto 1y cinco

derivados de este (compuestos 2-6).

La obtencion de compuesto 1 y sus derivados consta de 2 a 3 pasos de
reaccion la sintesis realizada requirid tiempo y conocimiento, asi como las
precauciones necesarias que el sistema de cada reaccion empleaba, existieron
reacciones que no resultaron como se planteé como en el caso del TFE-NH:2

reaccion en la que no se logro obtener el producto deseado.

Reconociendo que la sintesis del compuesto 5 fue efectiva pero con un
rendimiento bajo debido a la gran afinidad que este compuesto presenta hacia

los disolventes.

En el caso del compuesto 6 la sintesis fue rapida alcanzando la nitracion de tres
posiciones, identificando la asimetria de la molécula, en este caso se requirid

tiempo para la interpretacion.

Mediante un estudio primario de actividad citotoxica los compuestos
demuestran la selectividad en los diferentes tipos celulares. Las diferencias
estructurales en las moléculas nos revelan la sensibilidad celular como es el
caso del compuesto 2 no es citotoxico para U251 y HCT-15 siendo uno de los
compuestos mas viable y que posiblemente se sigan haciendo pruebas para

conocer el potencial que puede llegar a tener.

El del compuesto 3 nos demuestra una alta inhibicion para casi todas las lineas
celulares reconociendo asi que el compuesto puede llegar a ser el mas activo a

nivel citotoxico.

La obtencion y los resultados de estos compuestos abren paso en el laboratorio
para explorar derivados del compuesto 1 con diferentes sustituciones para
seguir en el conocimiento que estos compuestos nos ofrecen Se lograron
sintetizar 3 compuestos que pueden ser utilizados como posibles futuros

biomarcadores
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SECCION
EXPERIMENTAL



Todos los reactivos quimicos (pureza>99,8% o similar): Benzofenona, cinc metalico en
polvo, TiCls, Cu (NOs)2, CH3sCOOH, (CHsCO)20, 4,4-dimetoxibenzofenona BBrs, Brz,
Cloruro de butirilo, piridina, Raney-niquel, hidracina, se compraron de Sigma-Aldrich.
Los disolventes (pureza>99,8%) utilizados fueron de grado reactivo de Sigma-Aldrich.
Se secaron en un sistema de destilacion THF utilizando: (Na°, benzofenona como
indicador), en el caso del hexano se purific6 pasandolo por una columna de 15 cm de

gel de silice Merck 60 E-F2sa.

El avance de las reacciones se monitore6 por TLC (Cromatografia de capa fina) y luz

UV (254nm). Los puntos de fusion de determinaron en una aparato Fisher-Johns.

Las pruebas adaptadas al medio de cultivo RPMI-1640 adicionado con suero fetal
bovino (10%), una mezcla de antibidticos-antimicaticos al 10% y 2 mm de glutamina. A
estas lineas se les caracterizé el tiempo de duplicacion y con ello se establecié la

densidad de in6culo que se deposita en cada micropozo.

Linea Organo de origen |Tiempo duplicacion | Células/pozo | Concentracion
celular (hrs) TCA (%)

K562 CML 19 5,000 50

HCT-15 colén 18.1 10,000 50

MCF-7 mama 25.6 5,000 50

PC-3 préstata 28.7 7,500 50

U251 SNC 254 7,500 50

SKLU pulmon 254 7500 50

(TCA: &cido tricloroacético, CML: leucemia mieloblastica crdnica, SNC: sistema

nervioso central) (6).

Con excepcion de la linea K562, las lineas restantes se adhieren a las botellas de
cultivo y para cosecharlas se adiciona 1ml de 0.05% de tripsina-EDTA. Enseguida que

las células se desprenden del sustrato plastico, se les adiciona de 5-10 ml de medio de
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cultivo para inactivar la tripsina. Las células en suspension son depositadas en tubos
conicos y centrifugadas por 3 min, ya formado el paquete celular se le agrega medio de

cultivo para resuspender éstas.

De la suspension se toma 0.05 ml del in6culo y se resuspende en 0.45ml de azul de
tripano, colorante que permite contar a las células vivas. Determinando el nimero de
células por ml, se hacen los ajustes necesarios para depositar el inoculo en un volumen
de 100pl/pozo a la densidad ya antes mencionada. Cada placa es inoculada con dos
lineas celulares por triplicado y es preincubada por 24 hrs a 37°C con una atmésfera de
5% de CO2 y 100% de humedad relativa, para favorecer la estabilidad de éstos antes
de adicionar las sustancias a probar. Para un cernimiento primario (screening) de un
compuesto puro se prueba la concentracion mas alta permitida 50 uM, y para el caso
de extractos vegetales se emplea la concentracion de 50 pug/ml. Todas las muestras
son solubilizadas en dimetil sulfoxido (DMSO) o agua 100 veces mas concentradas que
la concentracién a probar. Inmediatamente después de la preparacion de las muestras
en solucion y en el caso de realizar curvas concentracion-respuesta (5 diluciones se
prueban) se agregan 100ul, siendo el volumen final del pozo de 200ul. Nuevamente la

microplaca es incubada por 48 hrs bajo las condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacion de los compuestos con las células, éstas son
precipitadas (o fijadas) insitu afladiendo 50ul de una solucién de TCA frio al 50% o al
80% para células adheridas y en suspension, respectivamente, e incubadas a 4°C por
60 minutos. Se desecha el sobrenadante y las placas son lavadas 5 veces con agua
deionizada y secadas al ambiente. El tefiido de las células fijadas al sustrato del pozo,
es con 100ul de una solucién al 0.4% de sulforodamina B (SRB) e incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente. La SRB no unida es removida por 3 lavados con
acido acético al 1% y se dejan secar al ambiente. Las placas tefiidas se les agrega
100ul de un buffer de tris y se agitan por 10 minutos para favorecer la disolucion del
complejo; a continuacion se mide la DO en un lector de microplacas a una longitud de

onda de 515nm.

Los datos se procesan obteniendo el promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados

con el compuesto (DOt), los 3 pozos tratados con DMSO (DOc) y 2 pozos de testigos,
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es decir aquellos que no tiene células pero si compuesto (DODb). El % de inhibicion del

crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente expresion:

%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100
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Sintesis del compuesto 1: 1,1,2,2-tetrafeniletileno
N

\ —

Esquema 9 TFE

En un matraz de dos bocas con un refrigerante y agitador magnético se colocaron
1.076 g de cinc en polvo y 5 mL de THF seco, en bafio de hielo hasta alcanzar una
temperatura de 0 °C, se afiaden 1.223 mL de TiCls gota a gota. Una vez completa la
adicién, se calentd a reflujo durante tres horas. Terminado el tiempo se agrega una
solucion de 1.5 g de benzofenona disuelta en 3 mL THF y se mantiene el calentamiento
por 2 horas mas. Concluido el tiempo de reaccion se realizdé una extraccion con DCM
(3X20mL). El residuos acuosos se remueven sobre Na2SOas anhidro, sé utiliza papel
filtro y el disolvente se evaporé y se obtuvo un sélido color amarillo el cual se lava con
EtOH obteniendo asi un soélido color blanco el cual se filtra al vacié para obtener un
solido cristalino color blanco con una masa de 1.217 g equivalentes a un 94% con un
punto de fusion 205 °C. IR-TF (cm —1): 3073, 3049 (v C-H aromaticos); 1594 y 1488 (v
C=C); 744 y 695 (6 C-H aromatico monosustituido). RMN de H [300MHz, CDClI3] (3):
7.14-7.00 (m, 20H). RMN de *3C [75 MHz, CDCIls] (5): 140.9, 143, 131.3, 127.6, 126.4.
EMAR (DART, m/z): Calculado para CzsH20, 332.44. Encontrado, 333.16 error: -3.41

ppm.
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Sintesis del compuesto 2: 1,1,2,2-tetrakis(4-bromofenil)etileno

Br /\ _— Br

peg Br

Esquema 10 TFE-Bra

Se utilizaré 1.2 g de 1,1,2,2-tetrafeniletileno los cuales se extendieron sobre un papel
filtro encima de un embudo kitasato, debajo se colocé un matraz Erlenmeyer donde se
afadio 2.5 mL de Brz, este se introdujo dentro de un desecador sellado. La reaccién se
dejé durante 5 dias. Concluido el tiempo se obtuvo un soélido color verde el cual se
disuelve en DCM y MeOH, se obtuvo una solucién color amarillo y un precipitado color
blanco el cual se filtr6 al vacio, recolectando asi un sélido blanco cristalino con una
masa de 2.105 g correspondiente a un 92% de rendimiento, con un punto de fusion de
230-232 °C. IR-TF (cm —1): 3048 (v C-H aromaticos); 1581 (v C=C); 819 (5 ¢-Br); 819 (8
C-H aromatico para-sustituido). RMN de 'H [300MHz, CDCl3] (8): 7.27-7.26 (m, 8H),
6.86-682 (m, 8H). RMN de 3C [75 MHz, CDCl3] (8): 139.6, 141.5, 131.3, 132.7, 121.3.
EMAR (DART, m/z) Calculado para C2sH16Bra, 648.02. Encontrado, 648.80 error -3.46
ppm.
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Sintesis del compuesto 3: 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno

4 \ =
~ NS
Esquema 11 TFE-metoxilo

En un matraz de dos bocas con un refrigerante y agitador magnético se colocaron
1.076 g de cinc en polvo y 5 mL de THF seco, en bafio de hielo hasta alcanzar una
temperatura de 0 °C, se afiadié 1.223 mL de TiCl4 gota a gota. Una vez completa la
adicion, se calent6 a reflujo durante tres horas. Terminado el tiempo se agreg6é una
solucion de 1 g de 4,4’-dimetoxibenzofenona disuelta en 3 mL THF y se mantuvo el
calentamiento por 2 horas mas. Concluido el tiempo de reaccidn se realizd una
extraccion con DCM (3X20mL). El residuos de agua se removieron sobre Na2SOa4
anhidro, sé utilizé papel filtro y el disolvente se evapor6 y se obtuvo un sdlido cristalino
color blanco con una masa de 0.913 g equivalentes a un 91% con un punto de fusion
182 °C IR-TF (cm -1) 3035, 3010 (v C-H aromaticos) 1603, 1572 (v C=C) 805 (6 C-H
aromatico para-sustituido) RMN de 'H [300MHz, CDCls] (8) 6.98-6.95 (m, 8H), 6.68-
6.65 (m, 8H) RMN de 3C [75 MHz, CDCIls] (8) 137, 136, 132, 112, 157, 54, EMAR
(DART, m/z) Calculado para CszoH2804452.20 Encontrado: 453.20 error -4.02 ppm.
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Sintesis del compesto 4: 4,4',4",4"'-(eteno-1,1,2,2-tetrail) tetrafenol

HO— /) _~_OH

g

HO l OH

Esquema 12 TFE-Hidroxilo

En un matraz de dos bocas con un agitador magnético e introducido en una canastilla
de hielo alcanzando 0°C se colocé 0.5 g 1,1,2,2-tetrakis(4-metoxifenil) eteno, 4mL de
DCM una vez mezclado gota a gota se agregd 1.5mL de BBrs terminando la adicién la
reaccion continuo por 8h pasado este tiempo la extraccion del compuesto se realizo
con metanol (3X15mL) se evaporo el disolvente a presion reducida obteniendo 0.349g
correspondientes a un 69% y con un punto de fusién mayor a 230°C IR-TF (cm -1)
3212, 3030 (v C-H arométicos) 1692 (v C=C) 829 (6 C-H aromético para-sustituido)
RMN de 'H [300MHz, Acetona-D] (8) 6.86-6.83 (m,8H), 6.60-6.57 (m,8H) 8.20 (m,4H)
RMN de 3C [75 MHz, Acetona-D] (8) 155, 135, 131, 114, 204, EMAR (DART, m/z)
Calculado para C26H2004 396.14 Encontrado: 397.14 error-0.51ppm.
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Sintesis del compuesto 5: eteno-1,1,2,2-tetrailtetrakis(benceno-4,1-diilo)
tetrabutirato

/2 \ =
— NS
Esquema 13 TFE-Ester

En un matraz de dos bocas con un agitador magnético se agregé 10mL de ACN
0.130mL de piridina 0.170 mL cloruro de butirilo esta mezcla se dejé reaccionar por 3
minutos, pasado este lapso, por otro lado en 3mL de ACN se disolvio 0.150g de
4,4' 4" 4"-(eteno-1,1,2,2-tetrall) tetrafenol se agrego gota a gota al matraz de dos bocas
y se dejo 1h la reaccién a temperatura ambiente la extraccién del compuesto se realizé
con DCM (3X10mL) se evaporo el disolvente a presion reducida obteniendo 0.375g
correspondientes a 25% IR-TF (cm —1) (v C-H aromaticos) (v C=C) (6 C-H aromatico
para sustituido) RMN de 'H [300MHz, CDCIs] (8) 7.02-6.99 (m.8H) 6.85-6.83 (m,8H)
2.51(m,4H) 1.74 (m,4H) 1.04 (m,4) HRMN de 13C [75 MHz, CDCls] (8) 140.17, 139.24,
131.90, 120.54, 148.98, 171.46, 35.85, 18, 13.23 EMAR (DART, m/z) Calculado para
C42H4408 676.30 Encontrado 677.31 error—3.29ppm.
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Sintesis del compuesto 6: 4,4',4"-(2-feniletano-1,1,2-triilo) tris (nitrobenceno)

4 \ =
—~ - NS
Esquema 14 TFE-Nitro

La reaccion se realizé en un matraz de 2 bocas con un agitador magnético dentro de
una canastilla de hielo alcanzando 0°C donde se agregaron 1.5mL de acido acético
glacial, 3.0 mL anhidro acético y 0.530g de nitrato de cobre esta mezcla estuvo en
agitacion hasta disolver el nitrato de cobre (10 min.) ya disuelto se agregé 1g de
1,1,2,2-tetrafeniletiieno manteniendo 0°C ya que la reaccién es exotérmica, esta mezcla
se deja por 10 minutos mas pasado este tiempo se coloco un refrigerante al matraz y
se deja a reflujo 20 minutos mas una vez terminado el tiempo la extracciéon se lleva
acabo con agua se forma en la superficie un precipitado amarillo fosforescente se
preparé un matraz kitasato conectado al vacié, embudo buchner con papel filtro se
realizo la filtracion del compuesto, una vez filtrado se prepar6 la columna de separacion
para la purificacion usando como eluyente hexano obteniendo 0.860g correspondientes
a un 86% de rendimiento y un punto de fusién mayor a 230°C IR-TF (cm —1) 3061 (v C-
H aromaticos) 1662 (v C=C) 975 (8 C-H aromatico para-sustituido) RMN de *H
[300MHz, CDClz] (8) 8.01 (m, 6H) 7.18 (m, 6H) 6.97-6.95 (m, 5H) RMN de 3C [75 MHz,
CDCls] (8) 146.61, 148.10, 147.99, 128.31, 123.15, 147.79, 123.41, 130.50, 131.49,
123.41, 146.41, 138.62, 140.17, 143.75, EMAR (DART, m/z) Calculado para
C26H17N306 467.11 Encontrado 468.12 error -4.65 ppm
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Data:213 TPE Acquired:1/22/2016 11:15:50 AM

Sample Name:Dr Braulio R Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal_Peg 600
lonization Mode:ESI+ Created:1/22/2016 11:44:32 AM

History:Determine m/z[Feak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 2..2)  Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 20.0 (Fraction:Both)
Element:'*C:0 .. 30, 'H:0 .. 30

Relative Intonsity

100 323.16219
50
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
333.00 333.20 333.40 33360
miz
Mass Intensity Calc. Mass I".-'Eassm[;‘rli;fﬁ;'ence Mass[glji:ffﬁarence Possible Formula | Unsaturation Number
333.16319  483730.02]  333.16433 -1.14 -3.41[™2Ca5'Hay | 16.5
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Data:121 rm-ipe-br-1 Acquired:1/15/2016 1:48:04 PM

Sample Name:Dr. Braulio Rodriguez/ Operador: Carmen Garcia-Javier Perez Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal_Peg 600
lonization Mode:ESl+ Created:1/15/2016 2:55:48 PM

History:Determine m/z[Peak Detect{Centroid,30, Area];Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 2..3)  Created by:AccuTOF

Charge numbser:1 Tolerance:3.00{mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 {Fraction:Both)
Element:'2C:0.. 100, 'H:0 .. 200, ™Br:0 .. 4, ¥Br:D .. 4

Rolative Intensity

30
2.0_
b 648.80279
] 647.79936 650.80135
10—
] 64580172
7 651.80376
7 64451334 ‘
0= T T T T T T | T T T | T T T T T T T T T T T T T T T
635.0 E40.0 645.0 650.0 655.0 660.0
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass[rlg ::fs)rence Mass{é);f:.;rence Possible Formula Unsaturation Number
648.80279 12249.87) 648.80228 0.51 0.79 "*Ces"Hi7Bre"'Brz 16.5
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Data:214 TPE-OMe
Sample Name:Dr Braulio R
Descnption:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[P=ak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[5.0%]].Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1
Element:'2C:0 .. 30, 'H:0 .. 30, "%Q:0 .. 10

Relative Intensity

Tolerance:3.00{mmu)

Acquired:1/22/2016 11:19:47 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_Peg 600
Created:1/22/2016 11:49:43 AM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Mumber:0.0 .. 20.0 (Fraction:Both)

B
. 45320476
404
2‘}_
0 T T T T T | T T T T T T T T T T T T T T T
452.80 453.00 453.20 453.40 453.60
m'z
; Mass Difference | Mass Difference ? :
Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula | Unsaturation Number

453.20476] 27710200 453.20658

-1.82]

-4_021 12050 Hag 80y

16.5
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Data:2066 TPE-OH Acquired:7/28/2015 10:07:30 AM

Sample Name:Dr Rodriguez Braulio Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal Peg 600
lonization Mode:ESi+ Created:11/27/2015 1:22:06 PM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%]:Average(MS[1] 1..1)  Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Mumber:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)
Element:*2C:0 .. 100, 'H:0 .. 200, "*F:0 .. 0, '"¥1:0.. 0, "800 .. 4

Ralative Intensity

| 397.14418
A0 —
20—
D_
A ] R ) R TR e R 7 1 R O Y I R )R- P D N R — 7 S Y R G ] O] O ) | B — IS 2 ] 7 T R Ay o ) |
39680 39700 J97.20 397.40 397.60
miz
] Mass Difference | Mass Difference : )
Mass Intensity | Calc. Mass (mmu) (ppm} Possible Formula | Unsaturation Mumber
30714418  3811.83 397.1430g 0.20] 0.51]"2Cas'Han ™04 | 16.5
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Data:945 WR-TPE-Ester Acquired:3/11/2016 1:06:43 PM

Sample Name:Dr. Braulic Rodriguez Operator:AccuTOF

Descrpion: Mass Calibration data:Cal_Peg 00
lonization Mode ESI+ Created:3/31/2016 9:39:38 AM
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Averaga(M5[1] 1) Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:.5)

Elemeni:'C:0 .. 50, 'H:0 .. 100, %0:0 .. 10

Rolative Intansity
85.0—

677.30922
845 -
540_' T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T T T | T T T T T T T T
677280 677.300 677.310 677.920
m'z
; Mass Difference | Mass Difference - ;
Mass Intensi Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
: i (mmu) {ppm)
£77.30022] 49851.26 677.31144 -2.23 -3.29 2C.2'Has'505 | 20.5
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Data:b4 WH-83-4

Sample Name:Dr Rodriguez Braulio /Operador: Carmen Garcia-Javer Perez

Description;
lonization Mode:ESI+

Acquired:1/12/2016 12:29:54 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal_Peg 600
Created:1/25/2016 8:48:55 AM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base(5.0%]];Cormrect Base[5.0%];Average(MS[1] 0..1)  Created by:AccuTOF

Charge number:1

Tolerance:3.00({mmu)

Element:'2C:0 .. 100, "H:0 .. 200, N0 .. 4, %00 . 6

Relative Intanzity

Unsaturation Number:0.0 .. 20.0 (Fraction:Both)

1 468.12174
504
0- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
467.80 468.00 468.20 468.40 468.60 468.80
m'z
: Mass Difference | Mass Difference . E

Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Mumber
468.12174 27411950  468.11958] 2.1 4.85"2C25"H15"*N3"50s 10.5
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