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RESUMEN

La reaccion de Sonogashira proporciona un método valioso para la sintesis de sistemas
acetilénicos conjugados, estos compuestos son de gran importancia por su aplicacion en la
obtencion de productos naturales y productos farmacéuticos, entre otras moléculas de interés en

areas como la biotecnologia y los materiales.

Actualmente la sintesis de derivados de etinilestradiol ha tomado gran interés con el fin de
conseguir una mayor afinidad por los receptores estrogénicos. En este sentido, diversas

metodologias para la modificacion estructural de este compuesto han sido documentadas en los
ultimos  afios.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se describe la sintesis de nuevos derivados de
etinilestradiol 59-64, obtenidos mediante acoplamiento cruzado de Sonogashira, en rendimientos
de moderados a buenos (25-74%). Adicionalmente, durante el desarrollo de esta metodologia se
obtuvo el derivado dimérico del etinilestradiol (75) en un rendimiento del 54%. La asignacion

estructural de los compuestos se realizd mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos.

Se realizaron las mediciones de Uv-vis y de fluorescencia de los compuestos 59-63,
encontrando que los compuestos 59 y 61 presentan maximos de absorcion a longitud de onda
mayores con respecto a los demas compuestos, asi como, fluorescencia en solucion. También se

realizd un andlisis de la fluorescencia vs viscosidad del compuesto 61.

Palabras Clave: Etinilestradiol, Sonogashira, Fluorescencia, esteroides, RMN.
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ABSTRACT

The Sonogashira reaction provides a valuable method for the synthesis of conjugated
acetylenic systems, which have a wide range of applications in the preparation of natural products
and pharmaceuticals, among other structures of interest in areas such as biotechnology and

materials.

The synthesis of ethinylestradiol derivatives has acquired a great interest in trying to
achieve a high-affinity toward estrogen receptors, in this respect, several methodologies for the

structural modification on this compound have been documented in recent years.

Based on the above, the present work describes the synthesis of the new ethinylestradiol
derivatives 59-64, which were obtained by cross-coupling Sonogashira in moderate to good
yields (25-74%). In addition, the dimeric derivative of ethinyl estradiol (75) was obtained in a
54% vield, during the optimization of the reaction conditions. The structure of all new

compounds were assigned by spectroscopic and spectrometric methods.

Uv-vis and fluorescence measurements were carried out for compounds 59-63, finding that
compounds 59 and 61 have the maximum absorption wavelengths with respect to the rest of
compounds, as well as, fluorescence in solution. Moreover the analysis of fluorescence vs

viscosity was carried out for compound 61.

Keywords: Ethinylestradiol, Sonogashira, fluorescence, steroids, NMR.
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1. INTRODUCCION

1.1 Luminiscencia

La palabra luminiscencia, del latin (lumen = luz) fue introducida por primera vez como

luminescenz por el fisico e historiador Eilhardt Wiedemann en 1888, para describir a "todos

aquellos fendmenos de Iluz que no son Unicamente condicionados por el aumento de la

temperatura”.

La luminiscencia se define como la emisidn espontdnea de radiacién de una especie

electronicamente excitada o de una especie excitada por vibracion que no estd en equilibrio

térmico con su entorno. Los diversos tipos de luminiscencia se clasifican de acuerdo con el modo

de excitacion (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de luminiscencia

Fenomeno Modo de excitacion
Fotoluminiscencia (fluorescencia, Absorcion de luz (fotones)
fosforescencia, fluorescencia retardada)

Radioluminiscencia Radiacion ionizada (Rayos-X, a, f, Y)

Catodoluminiscencia Rayos catodicos (haz de electrones)

Electrolumuniscencia Campo eléctrico

Termoluminiscencia Calentamiento después del almacenamiento previo de
energia (irradiacion radioactiva)

Quimioluminiscencia Reaccion Quimica (ej. Oxidacion)

Bioluminiscencia Reaccion bioguimica in vivo

Triboluminiscencia Fuerzas friccionales y electrostaticas

Sonoluminiscencia Ultrasonido

Los compuestos luminiscentes pueden ser de diferentes tipos:

Compuestos organicos: hidrocarburos aromaticos (naftaleno, antraceno, fenantreno,
pireno, perileno, porfirinas, ftalocianinas, etc.) y derivados, tintes (fluoresceina,
rodaminas cumarinas oxazinas), polienos, difenilpolienos y algunos aminoacidos
(triptéfano, tirosina, fenilalanina), etc.

Compuestos inorganicos: ion uranilo ( UO?*), iones lantanidos (ej., Eu®* , Tb®"), lentes
dopados (ej., con Nd, Mn, Ce, Sn, Cu, Ag), cristales (ZnS, CdS, ZnSe, CdSe, GaS, GaP,
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ALOs; /Cr** (ruby)), nanocristales semiconductores (ej., CdSe), trozos metalicos,
nanotubos de carbono y algunos fulerenos, etc.

e Compuestos organometalicos: complejos metalicos de porfirinas, complejos de rutenio (gj
Ru(bpys®*), complejos de cobre, complejos con iones de lantanidos, complejos con

agentes quelantes fluorogénicos ( ej. 8-hidroxi-quinoleina), etc.

La fluorescencia y la fosforescencia son casos particulares de fotoluminiscencia; la
fosforescencia es la emision de luz a partir de los estados de excitacion tripletes, en el cual el
electron en el orbital excitado tiene la misma orientacion espin que el electron del estado
fundamental (Figura 1). En este caso, las transiciones al estado fundamental son prohibidas por lo
que la velocidad de emision es lenta (10° a 100 s), asi el tiempo de vida de la fosforescencia es
tipicamente de milisegundos a segundos.! El término fosforescencia proviene del griego: pwe =
luz (caso genitivo: potoc = fotdn) y poperv = soportar. Por lo tanto, el fosforo significa “"Que
tiene luz". El término fosforo ha sido asignado desde la edad media a los materiales que brillan en

la oscuridad después de la exposicion a la luz.

| l L L
estado basal singlete triplete
singlete excitado excitado

Figura 1. Representacién grafica de los espines en los orbitales, en el estado basal y excitado.

Por otra parte en la fluorescencia, en el estado de excitacion singulete, el electron del
orbital excitado es apareado (por espin opuesto) con el segundo electrén en el orbital del estado
basal (Figura 1). Consecuentemente, el regreso al estado basal del espin es permitido y ocurre
rapidamente con la emision de un foton. La velocidad de fluorescencia es tipicamente de 108 s?,
de modo que el tiempo de vida de fluorescencia es cercano a 10 ns (10 x107° s).! El término

fluorescencia fue introducido por George Gabriel Stokes, a mediados del siglo XIX, después de
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observar que la fluorita (fluoruro de calcio) y una solucion de quinina emitian luz después de

absorber o ser expuestos a la luz.

Los procesos que ocurren entre la absorcion y emision de luz son usualmente ilustrados

por el diagrama de Jablonski (Figura 2).2
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Figura 2. Diagrama simplificado de Perrin- Jablonski. La fluorescencia es la emision a partir del
primer estado singulete excitado S; que se alcanza después de la absorcion de luz. Fosforescencia
es una emision a partir del estado triplete T; después del cruce entre sistemas S;.

Una vez que una molécula es excitada por la absorcién de un foton, puede volver al estado

basal con emision de fluorescencia, fosforescencia o por distintas vias las cuales se muestran en

la figura 3.2
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Figura 3. Posibles vias de desactivacion de moléculas excitadas.

El éxito de la fluorescencia como herramienta de investigacion para estudiar la estructura
y dindmica de la materia o los sistemas vivos surge de la alta sensibilidad de las técnicas
fluorométricas, la especificidad de las caracteristicas de fluorescencia debido al microambiente
de la molécula emisora, usualmente llamada fluor6foro y la capacidad de este para proporcionar
informacion espacial y temporal. La figura 4 muestra los pardmetros locales, fisicos y quimicos
que caracterizan el microambiente y, por lo tanto que pueden afectar las caracteristicas de

fluorescencia de una molécula, esto demuestra la gran cantidad de aplicaciones de esta propiedad
molecular.?
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Exporador Indicador Marcador y trazador
Parametros Parametros Concentracion de Visualizacion, localizacion
fisicos estructurales una especie de especies
Polaridad Parametros pH Microscopia de fluorescencia
. . . de orden
Microviscosidad y Distanci Tones metalicos: Codificacion para deteccion de
movilidad molecular 1stancias alto rendimiento:
. *Quimica combinatorial
Temperatura " Aniones . i
Genomica
. * Protedmica
Presion *Moléculas

* Deteccion de drogas
Figura 4. Informacion provista por exploradores, indicadores, marcadores y trazadores
fluorescentes.

Los parametros fotofisicos, tales como la vida Gtil de los excitones, la velocidad de
decaimiento y la eficiencia de la luminiscencia, se miden o se determinan generalmente en
soluciones muy diluidas, en las que las moléculas luminoforicas pueden ser aproximadas como
especies aisladas sin ser perturbadas en gran medida por interacciones cromoforas. Los datos de
dilucion de la solucion no se pueden extender cominmente a las soluciones concentradas, ya que
muchos lumin6foros organicos muestran conductas emisoras de luz muy diferentes en soluciones

diluidas y concentradas.

En este sentido, en 2001 Luo y Col2 encontraron que diversos compuestos no eran
emisivos en soluciones diluidas pero se volvian altamente luminiscentes cuando sus moléculas se
agregaban en soluciones concentradas o se moldeaban en peliculas sélidas. Se denomind
“emision inducida por agregacion” (AIE) al proceso en el que la emision de luz es inducida por la

formacion de agregados.

Los lumindgenos AIE generalmente son moléculas no planares que no son emisivas en
solucion. Por lo tanto, es probable que se eliminen en la primera etapa de un proceso de
seleccion, ya que las evaluaciones de propiedades fotofisicas se realizan generalmente en
soluciones diluidas. El efecto AIE es precisamente opuesto al notorio efecto ACQ referido como

"extincion causado por agregacion" por Forster y Kasper.*
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Hexafenilsilol (HPS) es uno de los primeros derivados de siloles estudiados, en los cuales
se descubrio el fenébmeno de AIE. El analisis estructural del HPS revela que a diferencia de los
lumin6foros convencionales tales como el perileno (plano en forma de disco), el HPS es una
molécula no planar en forma de propela (Figura 5). La diferencia en la estructura molecular es
responsable de diferencia en el comportamiento de las emisiones. En una solucion diluida, seis
rotores de fenilo en una molécula de HPS experimentan rotaciones dinamicas intramoleculares
contra su silaciclopentadieno o estator de silol, el cual aniquila no radiativamente su estado
excitado y hace que molécula no sea luminiscente. En los agregados, las moléculas de HPS no se
pueden empaquetar a través de un proceso de apilamiento m-n debido a su forma de hélice, y que
las rotaciones intramoleculares de sus rotores de arilo son muy restringidas debido a la restriccidn
fisica. Esta restriccion de las rotaciones intramoleculares (RIR) bloquea la via no radiativa y abre
el canal radiativo. Como resultado, las moléculas HPS se wuelven emisivas en el estado

agregado.’

Interacciones
de apilamiento
>

_ Extincion causada
Perileno  por agregacion (ACQ)

Emisivo No emisivo

SO0
Restriccion de la : Y& !
O O rotacion intramolecular (RIR) ;\\"\/
? A Q / Z ~ )
Emision inducida s 'I
O por agregacion (AIE) s Zge

HPS N
No emisivo Emisivo

Figura 5 (A) Las moléculas luminoféricas planares, tales como el perileno, tienden a agregarse a
medida que los discos se acumulan, debido a las fuertes interacciones de apilamiento m-7 entre
los anillos arométicos, que comunmente convierten la emision de luz "apagada o no emisiva". (B)
Las moléculas luminogénicas no planas como el hexafenilsililo (HPS) se comportan de manera
opuesta, con sus emisiones de luz activadas por formacion de agregados, debido a la restriccion
de la rotacion intramolecular (RIR) de los mudltiples rotores de fenilo contra el estator de silol en

el estado agregado.
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Este nuevo fendomeno AIE tiene grandes aplicaciones practicas en analisis por
fluorescencia y presenta alta sensibilidad y selectividad. Algunos ejemplos de su uso son como
biosensores de carbohidratos,® lipidos,” aminoacidos,® proteinas,” enzimas'® y &cidos nucleicos,*!
ya que permite el empleo de soluciones de tinte a cualquier concentracion para bioensayos
aprovechando la ventaja de la agregacion luminogénica, asi como en el area de materiales como
sensores luminiscentes'? y dispositivos emisores de luz (LED).!® La funcién de “encendido” de

los biosensores AIE ofrece una mayor sensibilidad y una mayor precision que las contrapartes de
ACQ.

Los Iluminogénos disfrutan de una gran diversidad de estructuras, desde hidrocarburos
puros, complejos organometalicos, moléculas pequefias, polimeros grandes, sistemas con

conjugaciones 7- extendidas hasta aquellos incluso sin cromdforos tipicos.

Atraidos por las fascinantes estructuras, muchos grupos han trabajado en el disefio y
sintesis de nuevos luminogénos, preparacion y modulacion de sus morfologias agregadas y en
solucion, asi como la investigacion y manipulacion de sus comportamientos luminescentes.
Como resultado de esfuerzos entusiastas de investigacion, se han desarrollado una variedad de
nuevos sistemas, y se ha reunido una gran cantidad de informacion mecanistica y se han

explorado varias aplicaciones préacticas.

Debido a la variedad de aplicaciones de la fluorescencia y considerando que la quimica de
esteroides ha sido poco explorada en esta area, el presente proyecto consistié en el disefio y

sintesis de compuestos esteroidales con propiedades fluorescentes.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hormonas esteroidales

Las hormonas esteroidales contienen en su estructura el nulcleo ciclopentano
perhidrofenantreno. Estos compuestos llevan a cabo funciones reguladoras importantes, ademas
de participar en varios procesos fisiologicos claves en el organismo humano.'* Dependiendo de la
accion bioldgica y la cantidad de atomos de carbonos en la molécula estan divididos en cuatro

grupos fundamentales (Figura 6):

a) Estrdgenos: estradiol, estrona, estriol.
b) Gestagenos: progesterona.
c) Andrégenos: testosterona, androstenediona.

d) Corticosteroides: cortisol, corticosterona, aldosterona.*®

Una de las hormonas con mayor impacto en la sintesis de esteroides, por su afinidad a ER,

son los estrdgenos, a continuacion se describe la importancia de estos esteroides.

2.1.1 Estrégenos

Los estrgenos pueden ser de dos tipos: naturales y sintéticos. Los estrogenos naturales son
una clase de hormonas sexuales esteroideas producidas por los ovarios, y en glandulas
suprarrenales® que regulan varios eventos fisioldgicos, como la maternidad, la funcién
cardiovascular, la formacion y remodelacion del hueso, las funciones inmunoldgicas e

inflamatorias.

Los estrégenos se difunden facilmente a través de la membrana celular'” y son transportados a
través de la sangre (unidos a proteinas de transporte de esteroides) y de la membrana celular que
al unirse al receptor de estrgenos (ER) en el citoplasma, finalmente son transportados al nucleo
de la célula.'® Dentro de la célula, los estrogenos regulan los eventos celulares por medio de
interacciones especificas con receptores intracelulares que funcionan como factores de

transcripcion inducidos por el ligando.*°
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ESTROGENOS

Estrona EStradiOI
1 2
ANDROGENOS

Androstenediona Testosterona Progesterona

CORTICOSTEROIDES

Cortisol Cortisona Corticosterona

Figura 6. Hormonas esteroidales.

Los receptores de estrogeno (ER) estan involucrados en la regulacién de diversos
procesos que van desde el mantenimiento del crecimiento del tejido hasta la reproduccion.
Existen dos subtipos del receptor de estrdgenos: ERa y ERS, los cuales presentan patrones de
distribucion celular y de tejido diferentes. En los seres humanos, ambos subtipos de receptores se
expresan en muchas células y tejidos, y controlan funciones fisioldgicas clave. EI ERa se expresa
principalmente en drganos reproductores femenino y masculino, prostata (estroma), el higado vy el
tejido adiposo. Ambos subtipos estan marcadamente expresados en el sistema nervioso central y

cardiovascular.?°
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Un mediador intracelular dependiente de estrégenos transmembranal de transduccion de
sefiales, es el receptor acoplado a proteina G (GPR30) fue identificado en el reticulo
endoplasméatico.?! Este receptor tiene una alta afinidad para el estrégeno y regula la respuesta
celular rapidamente, como la movilizacion de calcio y la produccion de fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato.??

El receptor de estrogeno es un objetivo biologico que ha atraido considerable atencion en
los Ultimos afios. Se expresa en varios tipos de cancer: de mama (60-70%), Utero (70-73%), asi
como de ovario (61%). En conjunto, representan el 40% de todos los canceres diagnosticados en

las mujeres que muestran una tasa de mortalidad del 25%.2

Los receptores de estrogenos (ER) controlan la proliferacién y diferenciacion de los
tejidos diana, y la sobreexpresion ER se asocia a menudo con carcinomas de mama, endometrio y

ovario.?*

Los tumores malignos que sobreexpresan los receptores de estrégeno (ER) tienen un gran
impacto en la salud y el bienestar humano, independientemente de los avances en su deteccion y

tratamiento tempranos.?®

Por otra parte, el estradiol (E2) es el estrogeno fisiologico principal en mamiferos. Las
estructuras cristalinas de E2 en el receptor de estrdgeno (ER) confirman la importancia del anillo
A en la estabilizacion de E2 en el ER. El estradiol (E2), es el esteroide circulante con mayor

afinidad para el receptor de estrégenos a ERa y ERp.2°

Segun el modelo 3D basado en la estructura de rayos X de 174 estradiol unido al receptor
de estrdgeno, el grupo OH en la posicion 3 de todos los compuestos forman tres enlaces de
hidrogeno con las proteinas, ARG 394 y GLU 353 y el otro con un segundo grupo hidroxilo del

resto de estradiol (etiquetas rojas en Figura 7).
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HB with ARG 384

HB with GLU 353

Figura 7. El 17p-Estradiol dentro del sitio activo del ER. Las principales interacciones se
producen en el anillo A del nlcleo esteroidal, hay tres enlaces de hidrégeno (HB).

Para que una molécula portadora pueda tener una buena afinidad por ER, debe tener al
menos tres anillos de seis miembros que se mantengan en un marco relativamente rigido, asi
como los hidroxilos libres en las posiciones similares al C-3 fenolico y en C-174 en el estradiol.
En el caso de estradiol, especificamente, es posible la unién de un sustituyente pequefio en 7a 0
114, asi como uno méas voluminoso en 16«, £, que tenga una cadena larga insaturada mientras
que, en el 17a, se necesita un espaciador rigido, preferiblemente etinilo aunque un residuo
voluminoso también es posible. Es decir, cuando se enlaza un esteroide a una biomolécula, se
requiere que tengan longitudes de cadena Optimas para evitar interacciones estéricas entre la

biomolécula y el ADN.?

El 17a-etinilestradiol (EE2) es una hormona sintética, que es un derivado de la hormona
natural, estradiol (E2). EE2 es un estrdgeno bioactivo, y es uno de los medicamentos mas
utilizados para los seres humanos, asi como en la actividad ganadera y acuicola. Numerosos

estudios han informado sobre la mayor afinidad a ER en comparacién con el estradiol natural.?’

Cuando se demostré que la concentracion de receptores de estrogeno (ER) es 60-70% mas
alta en carcinomas dependientes de estrogenos y adenocarcinomas (por ejemplo, los de mama,

ovario, prostata y endometrio) que en el tejido normal, varios estrdgenos fueron investigados
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como vectores potenciales. La union del farmaco a los estrogenos debe apuntar el ERa/S y, en

Gtima instancia, el nicleo de la célula tumoral mamaria sensible a estrégeno.?

La administracion celular de farmacos dirigida a tejidos especificos es un objetivo
importante en la quimica biomédica. El logro de esto requiere el aprovechamiento y la aplicacion

de los eventos de reconocimiento especfficos al tipo de tejido deseado a nivel molecular.

Los tejidos ricos en receptores de estrogenos (ER), que incluyen muchos tipos de cancer
de mama, acumulan moléculas que tienen altas afinidades de union para estos receptores. Por lo
tanto, las moléculas con gran afinidad a los ER ya sea que (i) se unen a la ER, (ii) tienen
propiedades de transporte celular favorables o (iii) contienen una segunda funcionalidad, pueden
usarse para la formacién de imagenes de diagndstico o terapia médica®? por lo que ha habido un
gran interés en la sintesis de derivados de estradiol con una mayor afinidad de union para el

receptor de estrégenos.®

2.1.2 Modificaciones quimicas de los estrdgenos

La falta de selectividad de varios agentes antitumorales, asi como su toxicidad aguda
hacia los tejidos que rapidamente proliferan, constituyen los principales inconvenientes en su uso
para el tratamiento del cancer humano. Con el fin de eludir este problema, un enfoque consiste en
acoplar estos agentes a compuestos que han demostrado selectividad hacia los tumores, o los
tejidos de los que se derivan los tumores. Esto podria permitir la entrega selectiva del agente
citotoxico a las células o tejidos con alta concentracion del portador en los sitios de union. En
este contexto, un estrogeno se puede utilizar para tratar el cancer de mama, ya que esta bien
establecido que la mayoria de este tipo de cancer presenta niveles detectables de receptor de
estrogeno (ER) (rango estimado= 5,000 a 50 000 moléculas de receptores/célula). Por lo tanto,
los estrdgenos estan equipados para servir como portadores eficaces de agentes citotoxicos
dirigidos al ADN en los nicleos de células ricas en ER, debido a que las hormonas esteroidales se
unen a un complejo ADN-dimero del receptor en el nlcleo, que posteriormente altera la tasa de

transcripcion por un mecanismo desconocido.
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Hallazgos previos basados en el ndmero de receptores por célula y la posible
concentracion de farmaco han sugerido que el valor relativo de afinidad de union (RBA) debe ser
al menos 1% en comparacion con estradiol (100%).2°

En la actualidad, varios agentes citotoxicos de estrdgeno han sido preparados mediante la
vinculacion esteroidal o no esteroidal con restos a un fragmento con actividad citotoxica
conocida. Para que este enfoque sea exitoso, los conjugados deben exhibir actividad antitumoral,
y también poseer suficiente afinidad de unién al ER, lo que permitiria su acumulacion selectiva

en las células ricas en ER. A continuacion se discuten algunas investigaciones sobre el tema.

La Elipticina (10) es un alcaloide inddlico de origen natural que exhibe citotoxicidad,
debido tanto a la inhibicion de la topoisomerasa Il como a la intercalacion en el ADN. Tres

13° con cadenas

conjugados de elipticina-estradiol fueron sintetizados por Dewraj y Co
adicionadas en la posicion 17a del estradiol; esto con el interés de orientar la citotoxicidad de la
elipticina a células positivas del receptor de estrogeno. Los conjugados se evaluaron por su
capacidad para unirse a receptores de estrdgeno, para inhibir la topoisomerasa I, y la
citotoxicidad en lineas celulares de cancer humano. EI compuesto 12 (Figura 8) fue el mejor
inhibidor de la topoisomerasa II, mientras que los otros fueron inactivos. Ninguno de los
compuestos mostrd selectividad para lineas de células positivas del receptor de estrégeno, lo cual

es atribuido posiblemente a la débil afinidad para receptores de estrégeno.*
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Figura 8. Conjugados de elipticina-estradiol preparados por Devraj y Col.*°
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La Geldanamicina (GDM), aislada por primera vez de Streptomyces hygroscopicus,®! e
identificada originalmente como un potente inhibidor de las células transformadas por el oncogén
v-Src.®? La GDM ejerce sus efectos biolégicos mediante la unién al N terminal del ATP de la
chaperona molecular Hsp90 por lo que la GDM detiene el crecimiento y la posterior apoptosis de
las células cancerosas. Sin embargo, el amplio espectro de actividad de GDM contra mdltiples

proteinas reguladoras importantes, esta restringida por su significativa toxicidad.

En este sentido Kuduk y Col.®® sintetizaron un hibrido (14) formado entre estradiol (E2) y
GDM (Figura 9), el cual mostré la degradacion selectiva del receptor de estrogenos (ER) y HER2

quinasa en células de cancer de mama MCF-7.

14

Figura 9. Hibrido formado entre estradiol (E2) y GDM, sintetizado por Kuduk y Col.®

La daunorrubicina (15), pertenece a los antibioticos de la familia de antraciclina y
cominmente es utilizado como agente antitumoral de amplio espectro para el tratamiento de
varios tipos de cancer avanzados, ya sea como agente Unico o en combinacion con quimioterapia.
A pesar de su cardiotoxicidad (asociado con su capacidad para formar radicales libres), la
daunorrubicina es uno de los tratamientos preferidos para los canceres de mama metastasicos
progresivos. Kasiotis y colaboradores®® prepararon el conjugado daunorrubicina-estradiol 16
(Figura 10) con una cadena larga enlazante 17q, lo que potencialmente localiza a la molécula
citotoxica lejos del grupo 174-OH, critico para la unién a los ER. Este conjugado, mostro
afinidad de union débil de 0.079 RBA para el receptor de estrdgeno. Sin embargo, manifesto

cierta selectividad a las lineas celulares.
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Las enediinas son usadas como agentes antitumorales y han suscitado gran interés debido
a su excepcional citotoxicidad, consecuencia de su capacidad para generar radicales diilicos en la
cicloaromatizacion del nicleo de enediina. El supuesto objetivo de estos radicales diilo es el
ADN, dando como resultado lesiones en la cadena sencilla y doble. Sin embargo, también se han
identificado blancos proteicos para enediinas especificas, dando como resultado protedlisis,
aglomeracion y dimerizacion de proteinas. A nivel molecular se ha demostrado que se generan

radicales amino acilo cuando los aminodcidos estan expuestos a radicales diilo.

OH
O (R
HO NH2
Daunorrubicina HO
15 16

Figura 10. Conjugado daunorrubicina-estradiol.

Las Enediinas y eneine-alenos son activados térmicamente para producir radicales diilo
mediante procesos denominados ciclizacioen de Bergman o Myers-Saito, respectivamente
(Figura 11). Estas especies de alta energia son capaces de extraer atomos de hidrogeno del ADN
y de proteinas (que conducen a degradacion y/o aglomeracion). Se ha llevado a cabo la sintesis
convergente de un conjugados enediinas-estrégeno (17) fotoactivadas. Los ligandos se unen al
dominio de union del receptor de estrogeno humano con una afinidad nM baja, lo mas

importante, se someten eficientemente a una foto-cicloaromatizacién Bergman.*®
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Figura 11. Conjugado de Enediina-estradiol y ciclacion de Bergman para producir radicales
diilo.
Actualmente, las terapias a base de Platino (I1) constituyen una metodologia Util y eficaz
para tratar varios tipos de cancer. Algunos de ellos son el cisplatino (cis diamino

dicloroplatino(I)), el carboplatino (diamino[1,1-ciclobutanodicarboxilato] O,0" Platino(ll)), vy
mas recientemente oxaliplatino, nedaplatino, iobaplatin, y heptaplatino (SK12053R).

En general, los farmacos a base de platino tienen dos desventajas principales: puede
ocurrir la quimiorresistencia a los farmacos, y segundo que no son selectivos hacia las células
cancerosas lo que conduce a efectos secundarios toxicos graves, principalmente toxicidad renal y
la neurotoxicidad. La actividad antitumoral de farmacos de platino es una consecuencia de su
interaccion con el ADN. El cisplatino se une facilmente a la posicidn N7 de las bases de guanina
de moléculas de ADN blogueando de este modo la replicacion y/o transcripcion, y en Uktima

instancia la induccion de apoptosis.

Varios grupos de investigacion, han trabajado la combinacion de un complejo de platino
con un fragmento estrogénico (Figura 12), con el fin de orientar al receptor estrogénico (ER) en
las enfermedades dependientes de hormonas, particularmente cancer de mama. Especificamente,
el objetivo general es mejorar la selectividad y la eficacia de este tipo de medicamento y, mas

importante, minimizar los efectos toxicos. A continuacién se describen algunos ejemplos.®® ¥ 22




ANTECEDENTES | 11OB

OH o
s ]
N H
|
HO Cl—Pt-\" \
m= 10 2 Cl —
n=2,4,608 n=102
Descoteauxa y Col. (2003) Perron y Col. (2005)
19 20
OH o)
P
T
—N
HO / HO

Yayay Col. (2010) Provencher-Mandevillea y Col. (2008)
21 22

Figura 12. Complejos de platino-estradiol sintetizados por varios grupos de investigacion.

El Taxol® fue aislado de la corteza del tejo del Pacifico por los Dres. Wall y Wani, el
descubrimiento de su actividad anticancerosa se ha convertido en uno de los farmacos actuales
més importantes para el tratamiento de varios tipos de cancer, incluyendo cancer de mama y
cancer de ovario; su importancia en el tratamiento del cancer de mama estad bien documentado al
igual que su quimica. Como casi todos los farmacos contra el cancer, el taxol tiene algunos
efectos secundarios toxicos, tales como supresion de la médula dsea y neutropenia, y muchos

tumores también muestran una resistencia significativa a la terapia con este compuesto.

Para mejorar su selectividad y eficacia se han sintetizado varios conjugados de taxol con

una selectividad vy solubilidad mejorada.

Changhui Liu y Col. en 2004 prepararon el conjugado estradiol-taxol (ETC) (Figura 13)
como agente para dirigir el taxol al receptor de estrégeno (ER) de células de cancer de mama
positivos. Los conjugados estradiol-taxol (ETC) se sintetizaron a través de enlaces en la posicion
16 del estradiol. Sin embargo, los resultados de citotoxicidad para la linea celular de cancer de
ovario A2870 de los conjugados, fueron menores que los obtenidos para el taxol. Las lineas

celulares de cancer de mama MCF-7 (ERa positivo) y MDA-MB 231 (ERa negativo) también se
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utilizaron para evaluar la selectividad y la citotoxicidad de estos conjugados. Solo un conjugado

mostrd cierta selectividad por células ER positivos, pero menos potente que el taxol.®

Q7] OAc OCOPh
HS OH

OR,
IIIO pH
\“‘WO S /a
0 —Ph
0 AcO HN
@)
23 R,= TBS, R,= TES \ N J
24R,=H,R,=H
Taxol

Figura 13. Conjugado estradiol-Taxol preparado por Changhui Liu y Col. en 2004.

Algunas porfirinas son propensas a ser retenidas de manera selectiva por el tumor en
comparacion con los tejidos normales. Adicionalmente, estas porfirinas pueden actuar como
fotosensibilizadores cuando se activan con luz visible para producir localmente un radical de
oxigeno singlete altamente reactivo contra células tumorales. Esta es la base de la terapia
fotodindmica (PDT) del cancer. PDT se ha aplicado en etapas tempranas, la terapia paliativa para
la enfermedad en estadio tardio, y para la esterilizacion del lecho tumoral mediante la destruccion
de las células tumorales residuales después de la cirugia o de cualquier metastasis en el area

iluminada por la luz.

Sadler y Col*®

reportaron un conjugado de etinilestradiol y piro-feoforbido (Figura 14)
que atraviesa las células ER-positivas MCF-7, mientras que el piro-feoforbido no lo hace, lo que
sugiere una absorcion mediada por ER vy la penetracion del conjugado por ER nucleares en MCF-

7.

En los conjugados de estradiol sintetizados se observd eliminacion de células MCF-7 de
cancer de mama a ER-positivas pero no ER-negativas MDA-MB 231, significativamente mayor

que las porfirinas no conjugadas.*®
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HO

Figura 14. Conjugado estradiol-piro-feoforbido sintetizado por Sandler y Col.®

Por otro lado, los lipidos cationicos son ampliamente estudiados como vectores no virales
para la entrega de cargas genéticas, incluyendo p-ADN y siRNA. Los restos hidréfobos de
cadena larga de estas moléculas anfifilicas son generalmente una o dos cadenas de acidos grasos,
restos derivados de colesterol, entre otros. Los lipidos cationicos se reconocen principalmente por
sus potencialidades de suministro, pero a diferencia de otras moléculas pequefias sus propiedades
medicinales no son reconocidas. Los lipidos cationicos se sabe que activan varias vias celulares
como pro-apoptdticas y cascadas pro-inflamatorias, generan especies reactivas de oxigeno (ROS)
en los macrofagos o células B inmaduras, activa la liberacién prolongada de calcio [Ca®*] y
liberacion de los depoésitos de calcio intracelular sensibles a tapsigargina. Los lipidos catidnicos
también son conocidos por inducir la apoptosis, un evento bioquimico bien programado, en las

células cancerosas.

Entre los conjugados de lipidos catidnicos recientemente desarrollados, el derivado 27 que
contiene una cadena de diez carbonos exhibid 4-12 veces mejor actividad anticancerosa que el
derivado previamente establecido 26 en diversas células cancerosas de diferentes origenes
(Figura 15). Ademés, la citotoxicidad de esta molécula no se observd en células no cancerosas.
Notablemente, a pesar de llevar el resto estrogénico, 27 exhibid actividad anticancerosa
independientemente del estado de expresion del receptor de estrogeno (ER). El compuesto 27
exhibi6 una detencién sub-GO prominente de células cancerosas con induccién concomitante de
apoptosis 'y demostrd una inhibicion significativa del crecimiento tumoral en el modelo de
melanoma de raton. Colectivamente, 27 ejemplifica el desarrollo de un agente anticanceroso con

una actividad més amplia contra las células cancerosas de diferentes origenes.®’
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Figura 15. Conjugados de lipidos catidnicos desarrollados recientemente.

2.1.3 El estradiol eniméagenes de diagnostico

En los afios cincuenta se tenia la idea de que solo la fluorescencia nativa de estrdgenos podria
ser excitada y de que otras hormonas esteroidales no mostraban fluorescencia medible. Esta
nocién se basa en los resultados obtenidos a partir de una lampara utilizada como fuente de
excitacion de fluorescencia. La historia de esta cuestion se origind en 1957, cuando S.
Undenfriend % publico el primer trabajo que demostré la fluorescencia natural de dos hormonas
esteroideas: estradiol y estrona. La fluorescencia fue excitada con una ldmpara de xendn de 150
W, la longitud de onda de activacion fue de 285 nm. La fluorescencia maxima del estradiol y
estrona fueron de 330 y 325 nm respectivamente. La fluorescencia del estradiol fue ocho veces

mas intensa que la de la estrona.

Estudios de la fluorescencia natural de hormonas esteroideas concerniente solo a estrogenos
fueron desarrolladas por A. Weinreb y A. Werner quienes demostraron que el espectro de
fluorescencia de la estrona tiene dos bandas: una de longitud de onda corta en 325 nm (principal)
que es idéntica a la del estradiol, y otra banda de longitud de onda larga adicional en 430 nm. La
banda adicional en el espectro de la estrona y la ausencia de esta en el espectro del estradiol se
explica por la presencia del grupo carbonilo en la posicion 17 en la molécula de la estrona y el

grupo hidroxilo en esta posicion en el estradiol. 3%

Posteriormente Fedorov y colaboradores determinaron la fluorescencia de todas las hormonas

esteroidales y su relacion estructural (Tabla 2).1*
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Tabla 2. Determinacion de la fluorescencia de las hormonas esteroidales.

20

Peculiaridad Tipo de hormona Concentracion | Aem[nm]y sus
de la esteroidal estudiada relaciones.
estructura (ng/ml)
guimica
Anillo fendlico Estradiol 25-100 305
A
Estriol 25-100 307
Anillo fendlica Estrona 25-100 311, 426
Avyel
y € grupo 24:1
carbonilo en la
posicion 17
Monocetona 17 | Dehidroepiandrosterona 24-167 410
Monocetona 17 Sulfato de 24-150 378
y grupo sulfo dehidroepiandrosterona
Dicetona 3, 17 Androstenediona 24-111 410
Mocetona 3 Testosterona 24-70 325
5a- dihidrotestosterona 24-100 330
Dicetona 3, 20 Progesterona 20-180 380, 475
17a- 16:1
hidroxiprogesterona
Cortisol
Corticosterona
Deoxicorticosterona
Tricetona 3, 18, Aldosterona 40-200 380, 475
20 16:1
Tricetona 3, 11, Cortisona 38-190 405

El interés del estudio de la fluorescencia de las hormonas esteroidales tiene significancia

tedrica y un evidente aspecto aplicado, ya que pueden ser facilmente difundidos en la membrana

celular, por lo que esta propiedad los hacen factibles para diagnostico en imagen de fluorescencia
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in situ de receptores estrogénicos (ER)® en el cancer humano, siendo una herramienta potencial
para establecer la enfermedad, guiar los protocolos de tratamiento y el seguimiento del resultado

del tratamiento.*’

Existe un gran interés en el desarrollo de sondas de imagenes multimodales que cuentan
con estructuras capaces de combinar imagenes Opticas y PET. Estas unidades incluyen
marcadores radioactivos, radiofarmacos, complejos organometalicos IR-activos, y fluoréforos

orgénicos.*® A continuacién se describen algunos ejemplos.

Wust y colaboradores (Figura 16), prepararon complejos de estradiol encontrando que la
posicién 17 es un sitio adecuado para la fijacion de sustituyentes neutros y lipofilicos, incluso de
tamafio considerable, estos nuevos sistemas quelantes de renio sugieren que tanto la longitud de
cadena como el resto de quelato tienen un efecto sobre la afinidad de unién de estos complejos al
receptor de estrogeno. Las afinidades de union mas altas se observaron en aquellos complejos que

tenfan un espaciador de cuatro y cinco carbonos que terminaba en el quelato.**

(0]
OH/ ﬁé? OH %és
= aS¢ S = "hSu 0

HO HO
n=1,2,3 n=1,2,3
28 29
OH
OH = S/\///S\
" '///Br
| | Re
AN
s | s oc” | “co
s HO co
HO :
N—
30 31

Figura 16. Complejos de estradiol conteniendo Renio preparados por Wust.*!

Un afio mas tarde Skaddan y col.*? describieron por primera vez la sintesis de complejos
de Renio en la posicion 7a del estradiol en el cual determinaron sus lipofilicidades y afinidades

de unién para ER. El ligando de afinidad més alto en la serie compleja inorganica es el complejo
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34c, con un RBA del 45% (Figura 17). El ligando de afinidad mas alto en la serie organometélica
original (33) fue la amida 33b, con un RBA del 24%. Las lipofilicidades de estos dos complejos
resultaron ser demasiado altas para un perfil de biodistribucion aceptable. Las amidas 35 y 37 de
CpTR finales mostraron una buena afinidad de union esencialmente sin cambios con respecto a la
amida original 33b. Una biodistribucién favorable sugeriria la utilidad de estos compuestos como

agentes de formacion de imagenes eficaces para el cancer de mama ER+.

Un afio después prepararon este tipo de compuestos con el metal 99mTc los cuales
mostraron notable estabilidad in vitro, los experimentos de distribucion de tejidos in vivo

mostraron poca captacion de tejido diana.*®

OH OH
co
OC__ | _Cco
Br—Re
HO 3 S//\/S\ HO G
32 H 33ax=0 *
OH 33b X=NH
OH
s ?‘i ’81
HO X o
4 s HO ~"G
34a: X=S 35 X= NH
34b: X=0
34c: X=NMe 0
(OC)3Re
S
N:C\A’eﬁ HO o\/\)G
HO 5 p N 4 3
S
36 37 X=NH

Figura 17. Complejos de estradiol-Renio.

Posteriormente Jackson y col. en 2001 demostraron que los esteroides estrogénicos son
vectores de suministro eficaces que pueden usarse para mediar el transporte de una variedad de
diferentes iones metalicos en las células. Al enlazar los dominios de unibn a metal con el

estrégeno a través de la posicion 17R, se mantiene una fuerte afinidad por el receptor de
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estrégenos. Todos los compuestos mostraron una union eficaz al receptor de estrogenos y, lo que
es mas importante, se han suministrado a través de la membrana celular y en células MCF-7. El
metal-estrogeno 44 de paladio (II) muestra el transporte y la posterior afinidad de unidén que es

del mismo orden que el propio estradiol (Figura 18).'8
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Figura 18. Sintesis de Complejos derivados de estradiol con diferentes metales.

En 2007 Gunanathan y colaboradores diseflaron y sintetizaron un nuevo conjugado
estrogeno-piridina conteniendo Gd(I11) y Eu(lll) como agente de contraste (EPTA-Gd/Eu) los
cuales fueron solubles en agua, estos compuestos mostraron selectividad y afinidad a los
receptores de estrogenos que inducen la proliferacion de células cancerigenas de seno. ElI EPTA-
Gd no presentd dafios letales y tampoco efectos adversos cuando se suministraba por via
intravenosa. El compuesto demostrdé ser un agente de contraste selectivo para localizacion de

receptores de estrogenos por Resonancia Magnética de Imagen (MRI) (Figura 19).**
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L Ln= Gd (86%) —
Ln= Eu (77%)

Figura 19. Conjugado estrogeno-piridina conteniendo Gd(I11) y Eu(lll).
En el 2008 se describid la sintesis de complejos de rutenio con etinilestradiol (EE2),

siendo estos buenos candidatos para pruebas luminiscentes en imagen de células vivas ya que son

compuestos fluorescentes y con baja citotoxicidad (Figura 20).%°

O

Figura 20. Estructuras de complejos de rutenio-estradiol.




ANTECEDENTES | 110B

Rickert y col. en 2010 sintetizaron derivados del etinilestradiol con grupos o colorantes
fluorescentes como la carboxifluoresceina (48), el BODIPY (49) y el Alexa Fluor 546 (50)
(Figura 21). Los conjugados se unieron al receptor de estrgenos in vitro, pero los tres
conjugados, incluyendo uno que se consideré que era impermeable a las células, e inhibia la
activacion transcripcional inducida por estradiol. La microscopia de fluorescencia reveld la
localizacion citoplasmatica para los tres conjugados, sin embargo, la fluorescencia de los
conjugados no se pudo detectar facilmente a concentraciones nano molares por lo que se
concluy6 que un fragmento hidr6fobo y planar de un conjugado puede complicar

significativamente el uso de colorantes fluorescentes para dictar la localizacion subcelular.*®

HO

R= i COOH
X1
0 0 OH

Carboxifluoresceina BODIPY Alexa Fluor 546
48 49 50

Figura 21. Derivados del etinilestradiol con carboxifluoresceina, el BODIPY vy el Alexa Fluor
546.

Posteriormente en 2011 Céspedes-Wirao y colaboradores reportaron la sintesis de un
nuevo derivado estrogénico a bajo costo y altamente fluorescente con la perilenebisimida (PBI)
soluble en agua. Este compuesto tifie fuertemente las células positivas para receptores
estrogénicos, mientras que las negativas solo estan presentes en una coloracion muy débil (Figura
22).46




ANTECEDENTES | 11OB

M6803 > < i MESO3

f@ 33

Figura 22. Conjugado PBI-estradiol.

De igual manera, se han estudiado varios derivados de estradiol radioyodados se han
estudiado. Entre ellos, los isomeros del 118 metoxi(17a, 20E/Z) [*?%1] iodovinilestradiol se han
evaluado clinicamente, mostrando que el isomero 20Z da las mejores imagenes de tumores de
mama humanos ER(+). En cuanto a PET de formacién de imégenes, el radiontcleotido *®Flior,
producido por ciclotron, ha sido el radio-halogeno més explorado para estudios de imagen de
receptores de estrgenos in vivo. A la fecha, 16a [*®F] estradiol (18 FFES) ha sido el candidato
mas exitoso para la formacion de imagenes de receptores de estrogenos positivos in vivo de
tumores y se encuentra actualmente en fase Il en un estudio para predecir la respuesta a la
primera linea de terapia hormonal en mujeres con ER(+) de cancer de mama metastasico. El 4-
Fluoro-114-metoxi-16a[*®F] fluoroestradiol (4FMFES) es un andlogo de estradiol radiomarcado
de nuevo desarrollo para formacion de imigenes ER con PET (Figura 23).

H,CO oH

118F

HO

F
4FMFES

52

Figura 23. Derivado de estradiol radio-marcado.
En este contexto, Neto y colaboradores, sintetizaron una serie de 7a-alcoxi-17a-(4'-
iodofeniletinil)estra-1,3,5(10)-trieno-3,17/5-dioles y 7a-alcoxi-17a- (4'-fluorofeniletinil)-estra-
1,3,5(10)-trieno-3,17p-dioles (Figura 24). En el cual los compuestos sustituidos con filor

mostraron una mayor afinidad de union a ER que los derivados de yodo en los que se utilizd 7a-
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metoxi y 17a-(4'-fluorofeniletiniliestra-1,3,5(10)-trieno-3,174-diol (RBA = 80,9% vy 78,9%,
respectivamente), estos compuestos de halofeniletinilo son potenciales biomarcadores de PET

para la obtencion de imagenes de tumores que expresan ER.*

OH 53a: R; =OMe, R,=F
----Z—@*& 53b: R{=OPr, R,=F
53c: Ry=H, R,=F
53d: R;=OMe, Ry=I
’, 53e: R{=0Pr, R,=I
53f:R,=H, R,=I

HO 7/

Figura 24. Compuestos de halofeniletinilo como potenciales biomarcadores de PET para la
obtencién de imagenes de tumores que expresan ER, preparados por Neto y Col.?°

Recientemente se describié un nuevo nanocluster de oro conjugado con etinilestradiol, el
cual es altamente especifico a receptores estrogénicos tumorales en células vivas, siendo un
excelente candidato para ser utilizado en la deteccion de tejidos tumorales y una estrategia que

puede ser aplicada para la fabricacion de otras pruebas esteroidales (Esquema 1y Figura 25 ).%°
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Esquema 1. Formacion de E2-PEG/BSA-AUNC como prueba fluorescente.

Figura 25. Focalizacion de células por analisis de E2-Cy3. Intensidad de imagen con intensidad
de fluorescencia por microscopia confocal de células MCF-7 (arriba) y MDA-MB231 (abajo)
incubados con E2-Cy3 por 30 min, 2h o 6h (de izquierda a derecha). La imagen 3D de células de
MCF-7 con E2-Cy3 por 6 h en la parte de arriba a la derecha.
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Debido a la tolerancia conocida de los receptores de estrdgenos hacia sustituyentes en las

posiciones 7a y 17a del esqueleto de estradiol, en el 2017 Osati y col.!’

prepararon varios
ligandos radio y fluorescentes que portaban diversas unidades en estas posiciones. En algunos
casos se ha demostrado en particular que la sustitucion 17« aumenta la afinidad de unién al
receptor (RBA), potencia el estrogeno y reduce el metabolismo del anillo D, mejorando asi la

retencion por los tejidos diana.

El conjugado EE2-BODIPY 57 (Figura 26) con una cadena espaciadora lineal de ocho
carbonos obtuvo el RBA més alto para el ERa. Estos compuestos son prometedores para estudios

de absorcién celular y experimentos de formacion de imagenes in vivo.!’

OH

HO 55 56

Figura 26. Conjugados EE2-BODIPYs preparados.

De lo anterior se deriva el gran interés en el estudio de la fluorescencia de los compuestos
esteroidales con posible uso/aplicacion como marcador tumoral, valiéndonos de que el derivado
de estradiol (etinilestradiol) es el compuesto con mayor afinidad a los ER, y que grupos
moderadamente voluminosos pueden ser soportados sobre el alquino terminal 17, se propone en
el presente trabajo la obtencion y caracterizacion estructural de nuevos derivados de

etinilestradiol conteniendo sustituyentes en el alquino terminal 17.
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3. JUSTIFICACION

La fluorescencia es una propiedad que ha tenido un gran crecimiento y uso en diversas
areas, como la biotecnologia, citometria de flujo, diagndstico médico, secuenciacién de ADN,
forense asi como en el area de materiales, especificamente en la fabricacion de peliculas delgadas
de diodos organicos de emision de luz (OLEDs), sensores luminiscentes y dispositivos emisores

de luz, entre otros.

Los primeros reportes de la fluorescencia de compuestos esteroidales datan de 1960,
donde se reportaron las fluorescencias de diversos estrdgenos, y no fue sino hasta principios del

afio 2000*! cuando resurgié el interés de esta propiedad en compuestos esteroidales.

Por otra parte la afinidad de union del estradiol a receptores estrogenicos (ERS) es una de
las mas altas comparadas con otros estrdgenos, por lo cual diversos agentes terapéuticos y de
diagnéstico han sido modificados con estradiol para estudiar la union de estrogenos, desarrollo de

farmacos especificos, asi como marcadores fluorescentes.

Debido a lo anterior y considerando que los compuestos esteroidales llevan a cabo
funciones reguladoras importantes, participan en varios procesos fisiologicos claves en el
organismo humano, ademéas de que la quimica de esteroides ha sido poco explorada en esta area,
el presente proyecto consistio en el disefio y sintesis de compuestos esteroidales con potenciales

propiedades luminiscentes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

«Sintetizar y determinar las propiedades fluorescentes de los compuestos 59-64.

HO

4.2 Objetivos Especificos

«Sintetizar y purificar los derivados del etinilestradiol 59-64 mediante la reaccién de
acoplamiento de Sonogashira.

«Caracterizar los compuestos 59-64 mediante métodos  espectroscOpicos Y

espectrométricos.

*Determinar los espectros de absorcion y fotoluminiscencia de los derivados 59-64.
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5. DISCUSION Y RESULTADOS

5.1 Obtencidny caracterizacion espectroscopicade los compuestos 59-64

El etinilestradiol (38) es un estrogeno comercialmente disponible y ampliamente utilizado
en la fabricacién de anticonceptivos orales, siendo al menos 20 veces mas potente que el estradiol

mismo.*°

Por otra parte es conocida la tolerancia de sustituyentes voluminosos en las posiciones 7a
y 17a del esqueleto del estradiol en los receptores de estrogeno, particularmente la sustitucion en
el carbono 17, y se ha demostrado que en ocasiones aumenta la afinidad de union al receptor
(RBA), mejora la potencia del estrogeno y reduce el metabolismo del anillo D, mejorando asi la

retencion por tejidos diana.*’

En este sentido y considerando que el etinilestradiol (38) presenta un alquino terminal en
el carbono 17, se decidié realizar el acoplamiento de Sonogashira de este compuesto con los
halogenuros de arilo, 9,10-dibromoantraceno (65), 2,7-dibromo- 9, 9”-espirobifluoreno (66), 2,7-
dibromo-9-fluorenona (67), tetraquis(4-bromofenilleteno  (68), 9,9-dioctil-2,7-dibromofiuoreno
(69), meso-(5-(9°-bromo-antracen-10-il)  etiniltiofen-2-il-4,4-difluoro-4-bora-3a, 4a-diaza-s-
indaceno (70) utilizando como catalizadores PdCL(PPhg), y Cul(l) en presencia de iPr,NH como
base y THF en atmdsfera de nitrogeno. Los compuestos se obtuvieron en rendimientos que van
del 25 % al 74 %, (Esquema 2).

Los derivados esteroidales obtenidos después de su purificacion mediante cromatografia
en columna, se caracterizaron mediante RMN de *H y '3C en una y dos dimensiones. La
asignacion inequivoca se realizd6 mediante el uso combinado de los experimentos DEPT, COSY,
HETCOR y HMBC, a continuacion se describe la caracterizacion espectroscopica de los nuevos

compuestos.
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Esquema 2. Reaccion general del acoplamiento de Sonogashira.

5.1.1 Caracterizacion del 17a-(10’-bromoantraceniletinil)estra-1,3,5(10)-trien-3,17 -

diol (59)
O Br

OH/
O RS
- 90

59
La obtencion del compuesto 59 se realizd via las condiciones de reaccion previamente

reportadas por el grupo de investigacion.*®

La asignacion estructural se realizO por comparacion con los datos espectroscopicos

previamente reportados por el grupo de trabajo. A manera de ejemplo en la Figura 27 se muestra

‘
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la comparacion del espectro de hidrogeno de la materia prima 38 con el producto 59 donde se
puede observar las sefiales caracteristicas para el anillo aromatico A del etinilestradiol en 7.10
ppm (1H, d, J= 8.4 Hz), 6.62 ppm (1H, dd, J= 8.4, J= 2.7 Hz) y 6.55 ppm (1H, d, J= 2.7 Hz) se
asignaron a H-1, H-2 y H-4, respectivamente. La sefial del hidroxilo etiquetado como 17 se
observd en 4.90 ppm, mientras que la sefial del metilo 18 apareci6 como sefial simple en 1.03

ppm integrando para tres hidrogenos.

La presencia de dos sefiales multiples una en 8.50 ppm que integré para cuatro hidrogenos
asignada a H-1°, H-4’, H-5’, H-8’, y la otra en 7.55 ppm que integré para cuatro hidrogenos
asignada a H-2’, H-3’, H-6" y H-7’, se asignaron al fragmento aroméatico del antraceno ademas de
la ausencia de la sefial simple en 2.6 ppm aproximadamente que corresponde al proton del

alquino terminal del etinilestradiol que confirmé que se llevd acabo el acoplamiento.

20 Me-18

. -OH B
1 X ‘
- ‘ _l' | ] - }tl\-'{llle‘t,ll*ulm
18 g ; Me-18
4'}5'
‘ Ll ot
I | N N JYRLVADLTYE N

T T T T T T T T T T T T T
85 8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0
ppm

Figura 27. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del etinilestradiol 38 (espectro superior) y el

compuesto 59 (espectro inferior) en CDCls.
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5.1.2 Caracterizacién del 17a-(7"-bromo-9”, 9" -espirobifluoreniletinil)estra-
1,3,5(10)-trien-3,17 g-diol (60)

HO

60

El compuesto 60 se obtuvo en 39% de rendimiento en forma de polvo color beige, con punto
de fusion de 179-181°C, la espectroscopia de infrarrojo mostrd una banda caracteristica para el -
OH en 3410 cm™, y tres bandas en 2972, 2929 y 2870 cm'* correspondientes a los estiramientos
C-H, la espectrometria de masa de alta resolucion mostrd un ion [CssH2gBrO,—H,01" m/z =
671.1944.

El espectro de RMN de 'H (Figura 28) del derivado 60 se asign6 con ayuda del
experimento COSY (Figura 29), se observa el patron de desplazamiento del anillo aromético del
etinilestradiol, para este caso la sefial en 7.18 ppm (m, 1H) del H-1 se traslapa con los hidrdgenos
16" y 11° del grupo espirobifluoreno, en 6.60 ppm (dd, J= 8.4, J= 2.3 Hz, 1H) y 6.54 ppm (s, 1H)
se asignan a los H-2 y H-4. Para el fragmento del espirobifluoreno se observa una sefial en 7.84
ppm (d, J=7.6Hz, 2H) que corresponde a los H-13" y H-14", en 7.74 ppm (d, J = 8.0 Hz, 1H) la
del H-4", en 7.67 ppm (d, J = 8.2 Hz, 1H) se asigna la sefial del H-5", en 7.47 ppm (dd, J = 12.4,
4.5 Hz, 2H) se asignaron los hidrégenos H-6"y H-3", mientras que las sefiales en 7.39 ppm (t, J =
7.5 Hz, 2H), 7.13 ppm (t, J = 6.2 Hz, 2H), 6.83 ppm (d, J = 1.1 Hz, 1H), 6.80 ppm (s, 1H) y 6.71
ppm (d, J = 7.6 Hz, 2H) se etiquetan a los H-15" y H-12", H-16"y H-11", H-8", H-1", y la de los
H-17"y H-10", respectivamente.

Como ya se menciond el experimento COSY (Figura 29) fue de gran importancia para la
asignacion de los hidrogenos del espirobifluoreno. Encontrando que la sefial de los protones 13"y
14" en 7.84 ppm correlacionan con los hidrogenos vecinos 157y 12° que se encuentran en 7.39
ppm, y estos a su vez correlacionaron con H-16"y H-11" que se hayan traslapados con la sefial
del H-1 en 7.13 ppm. Los H-17"y H-10" en 6.71 ppm muestran correlacion con H-16"y H-11"; el
H-6"en 7.47 ppm correlaciona con la sefial en 7.67 ppm que corresponde al H-5", y la sefial en

7.74 ppm del H-4" mostr6 correlacion con el H-3"en 7.47 ppm, respectivamente.
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El espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) de 60 (Figura 30) se asigné con ayuda de los
experimentos HETCOR (Figura 31) y DEPT, las sefiales de los carbonos del fragmento
etinilestradiol variaron ligeramente en cuanto a su desplazamiento. Para el carbono 9" del
espirobifluoreno la sefial en 131.8 ppm se asigné al C-3’, la sefial en 131.0 ppm se etiquetd al C-
6, en 128.1 ppm se encuentran las sefiales de C-15" y 12", mientras que en 127.9 ppm se
localizan los C-16" y C-11", la sefial en 127.2 ppm corresponde al C-1" y la de 127.1 ppmal C-8’,
la sefial en 124.0 ppm se asigndé a C-17"y C-10". Finalmente los desplazamientos en 121.5 ppm,

120.2 ppm, 119.8 ppm se etiquetaron para los C-5", C-13"y 14", y C-4", respectivamente.

La asignacion de los carbonos se realizd con ayuda del experimento HETCOR (Figura 31).
Encontrando que la sefial de los H-13"y H-14"en 7.84 ppm correlaciona con la sefial del carbono
localizado en 120.2 ppm que corresponde a los C-13"y C-14", el H-4" en 7.74 ppm muestra
correlacion con C-4" en 119.8 ppm, el H-5" con el C-5" en 121.5 ppm, H-3"con C-3’en 131.8
ppm, el H-6" con C-6" en 131.0 ppm, los H-15"y 12°con la sefial localizada en 128.1 ppm, H-16"y
H-11" con la sefial en 127.9 ppm de los C-16"y C-11" respectivamente; el H-8 correlaciond con
C-8 en 127.1 ppm, H-1" con el C-1" en 127.2 ppm y los H-17"y H-10" con la sefial en 124.0

ppm.

El experimento HMBC (Figura 32) fue de gran utilidad para la asignacion de los carbonos
cuaternarios de la parte del espirobifluoreno, el carbono C-5a" (139.8 ppm) correlaciond a tres
enlaces de distancia con H-4" (7.74 ppm) y con H-8" (6.83 ppm); C-4a” (140.6 ppm) correlaciond
con el H-5" (7.67 ppm) y con H-1" (6.80ppm) a tres enlaces de distancia; los carbonos C-13a" y
14a” (141.6 ppm) correlacionaron con los hidrégenos H-13y 14" (7.84 ppm) a dos enlaces de
distancia, con los hidrogenos H-15"y 12°(7.39 ppm) y con los hidrégenos 17° y 10" (6.71 ppm) a
tres enlaces de distancia, respectivamente; asi mismo los carbonos C-10a" y 17a" (147.2 ppm)
correlacionaron con H-13"y 14" (7.84 ppm), H-16" y 11" (7.13 ppm) a tres enlaces de distancia;
de la misma manera el C-1a" (148.4 ppm) correlacion6 con el H-4" a tres enlaces, asi como el C-
8a" (151.0 ppm) correlaciono con H-57(7.67 ppm) a tres enlaces. Por otra parte, el experimento
fue util para diferenciar C-2° y C-7°, ya que el C-7° (121.8 ppm) mostré una correlacion a tres
enlaces con H-5" en (7.67 ppm) y con el H-6" (7.47 ppm) a dos enlaces, el C-2° (122.4 ppm)

correlacion6é con H-4’ (7.74 ppm) a tres enlaces, respectivamente.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de 60, en CDCl.
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Figura 29. Experimento COSY de 60, en CDCl.
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Figura 30. Espectro de RMN de *C (100 MHz) de 60, en CDCl,
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5.1.3 Caracterizacion del 17a-(7"-dibromo-9”-fluorenonacetinil)estra-1,3,5(10)-trien-
3,17 p-diol (61)

HO

61

El compuesto 61 se obtuvo en un 41% de rendimiento, como un polvo naranja intenso con
punto de fusion de 155-158 °C, el IR mostr6 bandas de estiramiento caracteristicas para -OH en
3370 cm! y en 1613 cm™ para el C=0, la espectrometria de masa de alta resolucion mostré un
ion molecular de 535.1270 [C33H.sBrO; —H,0]" m/z.

El espectro de RMN de *H (Figura 33) de 61 se asignd con ayuda del experimento COSY
(Figura 34) y se observan las sefiales que corresponden al anillo aromatico A del etinilestradiol.
Para el fragmento de la fluorenona las sefiales en 7.77 ppm (m, 1H) se asignaron a H-1", en 7.71
ppm (dd, J = 1.5, 0.6 Hz, 1H) la del H-8", en 7.63 ppm (dd, J = 7.9, 1.9 Hz, 1H) se asigno la del
H-3", en 7.57 ppm (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H) la de H-6", en 7.46 ppm (dd, J = 7.7, 0.6 Hz, 1H) se
etiqueté el H-5"y en 7.39 ppm (dd, J = 7.9, 0.4 Hz, 1H) el H-4".

El experimento COSY (Figura 34) fue de gran ayuda principalmente para la asignacion de los
hidrogenos los del grupo fluorenona, en el espectro se observd una correlacion en 7.63 ppm del
H-3" con el H-4" en 7.39 ppm, y otra correlacién del H-6" localizado en 7.57 ppm con el H-5" en

7.46 ppm.

El espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCL) de 61 (Figura 35) se asignd con ayuda del
experimento HETCOR (Figura 36) y DEPT, de tal forma que en 191.6 ppm se asign6 la sefil
para el grupo -C=0, la sefial en 153.3 ppm se etiquetd al C- 10 del etinilestradiol, las sefiales en
138.0 ppm, 137.3 ppm, 127.7 ppm, 127.6 ppm, 121.9 ppm, y 120.3 ppm, se etiquetaron a los C-
6, C-3,C-1", C-8", C-4", y C-5"del sustituyente fluorenona .

El experimento HETCOR (Figura 36) fue de gran utilidad para asignar algunos carbonos del

grupo fluorenona con sus respectivos hidrégenos, por ejemplo se observd que los C-1y C-8que
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se encuentran casi traslapados en 127.7 ppm y 127.6 ppm correlacionan con los H-1"y H-8", la
sefial de H-3" en 7.63 ppm correlaciond con la sefial del C-3" en 137.3 ppm; H-6" en 7.57 ppm
correlaciond con la sefial en 138.0 ppm del C-6", H-5"en 7.46 ppm con C-5" en 120.3 ppm, Yy el

H-4"en 7.39 ppm mostrd correlacién con el C-4" en 121.9 ppm, respectivamente.

Asi mismo el experimento HMBC de 61 (Figura 37) resultd particularmente util en la
asignacion de los carbonos cuaternarios cabeza de puente del fragmento de la fluorenona; por
ejemplo: el carbono C-5a’ (143.0 ppm) correlacion6 a tres enlaces con H-8’ (7.69 ppm) y a tres
enlaces con H-6 (7.56 ppm) y H-4" (7.38 ppm); C-4a’ (142.6 ppm) mostrd correlaciones a tres
enlaces con H-1" (7.76 ppm), con H-3’ (7.61 ppm) y H-5" (7.44 ppm); el C-1a’ (135.9 ppm)
correlaciond a tres enlaces con H-4’ (7.38 ppm); C-8a’ (133.7 ppm) mostrd correlacion a tres
enlaces con H-5 (7.44 ppm). Por otra parte el experimento HMBC fue ttil para diferenciar C-2’
y C-7°, ya que el C-7° (124.3 ppm) mostr6é una correlacion a tres enlaces con H-5" en (7.44 ppm)
y el C-2’ (123.4 ppm) correlaciond con H-4’ (7.38 ppm) a tres enlaces y con el H-1" (7.76 ppm) a

dos enlaces, respectivamente.
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Figura 33. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de 61, en CDCl.
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5.1.4 Caracterizacion del 17a-[(57,6,6-tris (10" -bromofenil)vinil)feniletinil] estra-
1,3,5 (10)-trien-3,17 p-diol (62)

HO

Para la obtencion del compuesto 62 se procedid a preparar el derivado 72 en las condiciones

de reaccién mostradas en el esquema 3, el producto se obtuvo en 74% de rendimiento después de

su purificacion mediante filtracion y lavados con H,O/ MeOH.

Br
O O 1.Bry, AcOH, 30 min, 0-C O O

| >

O O 2. CH,Cl,, 30 min., 50-C O O
Br

71

Esquema 3. Obtencion del compuesto 72.

En la figura 38 se muestran los espectros de RMN de 71 y 72, observando que a diferencia del
producto 72 en la materia prima 71 hay dos sefiales multiples en los rangos de 7.11 ppm a 7.06
ppm y otra de 7.05 ppm a 7.00 ppm. Para el derivado bromado 72 se observa un cambio
significativo en el desplazamiento quimico de las dos sefiales en comparacion con la materia
prima, ademas de observar otro cambio en la multiplicidad de las sefiales que aparecen en el
rango de 7.28 ppm a 7.24 ppmy en 6.87 ppm a 6.82 ppm. Los espectros de ambos compuestos

corresponden con los descritos en la literatura.>
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Br O O Br
Br O O Br
72
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ppm

Figura 38. Comparacion de los espectros de RMN de *H (400 MHz) de 71y 72 en CDCl.

Posteriormente el derivado 72 se hizo reaccionar con 38 mediante la metodologia previamente
descrita; a reflujo durante 8 h., obteniéndose el compuesto 62 en 33% de rendimiento en forma de
polvo amarillo, con punto de fusién de 154-158 °C, la espectroscopia de infrarrojo mostré la
banda de estiramiento caracteristica de -OH en 3415 cm?*, asi como tres bandas de estiramiento
C-H en 2972 cm™, 2930 cm* y 2870 cm, la espectrometria de masa de alta resolucién mostrd un
ion molecular [CssH39Br30, —H,0]" m/z = 843.0471.

En el espectro de RMN de *H de 62 (Figura 39) se observa el mismo patrén que en derivados
anteriores para los desplazamientos de las sefiales del anillo aromatico A del etinilestradiol. Para
el fragmento tetrafenilo se observd una sefial miltiple de 7.28 ppm a 7.18 ppm (m, 8H) que
corresponde a los H-3" y H-8"; en 6.92 ppm (d, J = 8.5 Hz, 2H) y 6.84 ppm (m, 6H) se asignaron

las sefiales de los hidrogenos H-2" y H-9" respectivamente.

El experimento COSY (Figura 40) se utilizd para la asignacion inequivoca de los hidrogenos
del fragmento tetrafenilo, por ejemplo, la sefial mdkiple localizada en el rango de 7.28 ppm a

7.18 ppm que integra para 8 hidrogenos correlaciona con la sefial en 6.84 ppm que integra para 6
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hidrogenos, asignandose a los H-8" y H-9" respectivamente; la sefial localizada en 6.92 ppm
correspondiente a los H-2" correlaciona con la sefial traslapada en el rango de 7.28 ppm a 7.18

ppm del H-3".

Con ayuda de los experimentos HETCOR (Figura 42) y DEPT se asigno el espectro de RMN
13C (100 MHz, CDCL) de 62 (Figura 41), el fragmento etinilestradiol se determind por
comparacion con los datos ya reportados en el grupo de investigacion. Para el grupo tetrafenilo la
sefial en 132.7 ppm se asignd a los C-97, en 131.2 ppm se asignaron los C-3"y C-8", y la sefial en

131.0 ppm corresponde a los C-2".
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Figura 39. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de 62, en CDCl.
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Figura 41. Espectro de RMN de *C (100 MHz) de 62, en CDCls.
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5.1.5 Caracterizacion del 17a-(97,9 -dioctil,7"-dibromofluorenilfenil)estra-1,3,5(10)-
trien-3,174-diol (63)

63

El compuesto 63 se obtuvo en 48% de rendimiento mediante la metodologia previamente
desarrollada en el grupo de trabajo.*® El producto se obtuvo en forma de polvo café claro, con un
punto de fusién de 43-45 °C, la espectroscopia de infrarrojo mostré la banda de estiramiento en
3368 cm’ caracteristica para —OH y dos bandas en 2925 y 2853 cm™ caracteristicas de
estiramiento C-H, la espectrometria de masa de alta resolucion mostrd un ion molecular de
745.3976 m/z [C49Hs2BrO —H,01".

El espectro de RMN de 'H (Figura 43) se asignd con ayuda del experimento COSY; el
espectro muestra las sefiales caracteristicas del anillo A aroméatico del etinilestradiol en 7.18 ppm
(d, J= 8.4 Hz, 1H), 6.64 ppm (dd, J= 8.4, J= 2.75 Hz, 1H) y 6.57 ppm (d, J= 2.75 Hz, 1H) que se
asignaron a H-1, H-2 y H-4, la sustitucion del grupo dioctifluoreno se confirmo por la aparicion
de las sefiales en: 7.59 ppm (d, J=7.8Hz, 1H) para H-4", 7.53 ppm (d, J = 8.5 Hz, 1H) del H-5",
7.44 ppm (m, 2H) de los H-6"y 87, 7.40 ppm (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H) para el H-3" y 7.38 ppm (d,
J=0.7 Hz, 1H) del el H-1".

El experimento COSY (Figura 44) fue de gran ayuda principalmente para la asignacion de
los hidrogenos del grupo dioctilfluoreno, en el espectro se observé una correlacion en 7. 62 ppm
del H-4" con el H-3" en 7.45 ppm, y otra correlacion del H-5" localizado en 7.56 ppm con el H-6

en 7.49 ppm.

El espectro de RMN de **C de 63 (Figura 45) se asignd con ayuda de los experimentos
HETCOR (Figura 46) y DEPT. La asignacion del fragmento etinilestradiol también se realizb por
comparacion con las sefiales de otros analogos previamente reportados en el grupo de

51

investigacion, >~ observando ligeras variaciones en cuanto al desplazamiento quimico del carbono

para este fragmento. En relacion al sustituyente 97,9 dioctilfluoreno, la sefial del carbono 3" ese
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asignd en 130.9 ppm, mientras que las sefiales en 130.0 pm, 126.1 ppm, 125.8 ppm, 121.3 ppmy
119.5 ppm se asignaron a los C-8", C-6", C-1", C-5" y C-4", respectivamente. Para las cadenas
alifaticas sustituidas en el carbono 9°del fluoreno se observaron sefiales de los metilenos en 40.1
ppm, 31.7 ppm, 29.8 ppm, 29.1 ppm, 23.6 ppm , y 22.5 ppm; en 14.0 ppm se observé la sefial

para los dos metilos terminales de este fragmento.

El experimento HMBC de 63 (Figura 47) fue de gran ayuda para la asignacién de los carbonos
cuaternarios cabeza de puente del fragmento del dioctilfluoreno; por ejemplo: el carbono C-5a’
(139.3 ppm) correlaciond a tres enlaces con los H-8” (7.49 ppm) y con H-4" (7.62 ppm); C-4a’
(140.2 ppm) mostrd correlaciones a tres enlaces con H-1" (7.41 ppm), con H-5 (7.56 ppm); el C-
la’ (150.4 ppm) correlacion6 a tres enlaces con H-4" (7.62 ppm); C-8a’ (153.2 ppm) mostro
correlacion a tres enlaces con H-5" (7.56 ppm). Por otra parte el experimento fue Util para
diferenciar C-2’ y C-7’, ya que el C-7 (121.5 ppm) mostré una correlacion a dos enlaces con H-
6’ en (7.49 ppm) y a tres enlaces con el H-5°(7.56 ppm) y el C-2’ (121.6 ppm) correlaciond con
H-4" (7.62 ppm) a tres enlaces, respectivamente.
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5.1.6 Reactividad de los sustratos 38 y 73 frente a las condiciones de acoplamiento de
Sonogashira

oH__ 9O
= HO
“ PdCl,(PPhs), 74
C ™ QO e,
HO Cul, THF, iPryNH

38 73

HO 75
Producto
Esquema 4. Reactividad de los sustratos 38 y 73 mediante las condiciones de acoplamiento de
Sonogashira.

En nuestro interés por tratar de obtener el derivado esteroidal 74 via las condiciones de
Sonogashira mostradas en el esquema 4; se encontr6 que a diferencia de los acoplamientos
anteriores, bajo estas condiciones no se favorece la obtencion del producto 74, sin embargo, se
observd la formacion del nuevo compuesto 75 en rendimientos del 52%, el cual después del
analisis espectroscdpico se identific6 como el producto homoacoplado de 38, estos resultados
pueden atribuirse al posible impedimento estérico de los bromos del compuesto 73. Sin embargo,

la estructura del homoacoplado 75 también resulta de interés debido a su complejidad estructural.
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Figura 48. Espectro de RMN de *H y *3C en acetona-ds de 75.

En el espectro de RMN de 'H se observa la desaparicion del protén del alquino terminal
alrededor de 2.6 ppm, el resto de las sefales caracteristicas del etinilestradiol se conserva sin
cambio aparente, asi como en el de C. En relacién a su aspecto fisico pasé de ser un polo
blanco a café claro, su solubilidad también es diferente a la del etinilestradiol; en disolventes

como diclorometano y cloroformo es poco soluble y presenta un Rf diferente al de la materia
prima 38.
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5.1.7 Reactividad de los sustratos 38 y 76 en el acoplamiento de Sonogashira

De acuerdo a la literatura'” las afinidades al receptor estrogénico se ven incrementadas con la
adicién de una cadena alifitica de 8 a 10 atomos de longitud entre el etinilestradiol y el grupo
fluoréforo, por lo que se decidi6 explorar algunos ensayos adicionales con el interés de obtener

un derivado del etinilestradiol conteniendo una cadena alifatica sobre el alquino terminal

(Esquema 5).
OH
= OH
g P4 (PPh3Cl — Br
—_—
+ BI'/\/\/
THF, Cul, iPrNH
HO reflujo
38 76 HO 77

Esquema 5. Acoplamiento de Sonogashira de los compuestos 38y 76.

Cuando se llevé a cabo el acoplamiento de Sonogashira entre los sustratos 38 y 76, a
diferentes ensayos de reaccion variando la temperatura, tiempo, reflujo y trampa de Dien stark, se
observo Unicamente la formacion de un solo producto y la materia prima por TLC, sin embargo,
después de la purificacién del crudo de reaccion mediante cromatografia en columna y el analisis
de la RMN de H, la cual se comparé con el espectro de RMN de ‘H previamente mostrado en la
Figura 48, se determind que Unicamente existia la formacion del dimero 75 en 41% de

rendimiento y recuperacion de la materia prima.

5.1.8 Obtenciony caracterizacion del compuesto 64

En la literatural’ 40

se conoce que el Bodipy es un compuesto que presenta alta
fluorescencia, y a menudo es utilizado como marcador de células tumorales, ademéas de su gran
aplicaciébn en el area de materiales. En este sentido considerando que el compuesto 59
anteriormente preparado también presenta fluorescencia, se decidid intentar llevar a cabo la

sintesis del compuesto 64 (Figura 49).
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f i //
OH — — N+F
L — — / \B/—
\ / Wapa
Y

Figura 49. Derivado esteroidal del Bodipy 64.

HO

Para la sintesis del compuesto 64 se decidi6 iniciar con el acoplamiento de los compuestos 65
y 80 en condiciones de Sonogashira (Esquema 6). Sin embargo, Unicamente se logré observar la
formacion de dos productos en poca cantidad y material de descomposicion por TLC. La
purificacion del crudo de reaccion permitid aislar el producto 64 en aproximadamente un 23 % de

rendimiento y en mezcla con otras impurezas, lo cual se observd en la RMN de *H.

Considerando el resultado anterior se ensayd la sintesis via el acoplamiento de 59 con el
compuesto 80 (Esquema 6) y al igual que en el caso anterior, la formacion del producto 64 se
determind en aproximadamente 20% de rendimiento y en mezcla con otras impurezas, lo cual se

observéd mediante RMN de *H después de la purificacién en columna cromatografica.

Debido a los resultados anteriores, se propuso obtener el Bodipy mediante las condiciones
descritas en la literatura®® para posteriormente acoplarlo con el derivado 59 (Esquema 6).
Logrando obtener 81 en 47 % de rendimiento.

La formacion del Bodipy (81) se confirmé mediante la comparacion del espectro de RMN

de hidrégeno con el de la materia prima 80 (Figura 50).

Una vez obtenido el compuesto 81, se procedié a realizar el acoplamiento de este con 59
en las condiciones de Sonogashira, logrando aislar el producto puro en 25% de rendimiento, en la

figura 51 se muestra la comparacion de los espectros de RMN de 64 con los compuestos 81y 59.
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\_NH HN—/
80

38 65

Esquema 6. Andlisis retrosintético para la sintesis de 64.
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Figura 51. Comparacion de los espectros de RMN de *H en CDCl; del compuesto 59 con los

derivados 81y 64.
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5.2 Mediciones de UV-Vis y fluorescenciade los compuestos 59-63

Se obtuvieron los espectros de absorcion y emision para los compuestos 59-63, los

resultados se muestran en la tabla 3. Los derivados 59 y 61 presentaron maximos de absorcion a

longitudes de onda mayores, para dichos compuestos los espectros de emision de fluorescencia se

obtuvieron en diclorometano, cabe mencionar que el compuesto 62 presenta fluorescencia en

estado solido (Figura 52).

Compuesto Amax(abs)[NM]  &max[dm® mol~cm™] Aem)[nm]
EE2-antraceno (59) 420 20241 478
EE2-espirobifluoreno (60) 328 35770 -
EE2-fluorenona (61) 428 1174.2 537
EE2-tetrafenilo (62) 330 16609 -
EE2- Dioctilfluoreno (63) 324 46591 -

Figura 52. Compuestos en solucion de CH,Cl y en sélido bajo la lampara de UV a una longitud

de onda de excitacion de 365 nm.
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5.2.1 Viscosidad contra sensibilidad en laemision de fluorescencia.

Las sondas de fluorescencia son excelentes sensores para biomoléculas y otros objetivos
biolgicamente relevantes, son sensibles, responden rapidamente y son capaces de ofrecer una
alta resolucion espacial a través de imagenes microscopicas. Sirven como herramientas Utiles
para estudios funcionales en sistemas bioldgicos. La mayoria de los sensores actualmente
disponibles sefalizan la concentracion de analito mediante un aumento o disminucion de la

intensidad de emision.>?

Por otra parte—la rotacion intramolecular cambia las energias del estado basal y del
estado excitado. La rotacion intramolecular depende en gran medida de la polaridad del
disolvente, la viscosidad del medio, la formacién de enlaces de hidrégeno, la isomerizacion, la
formacion de excimeros y el impedimento estérico. Por esta razon, estructuras como los rotores
moleculares han encontrado una amplia gama de aplicaciones como sensores fluorescentes de
microviscosidad y volumen libre de solvente. Los ejemplos de aplicacion incluyen la medicion
de la viscosidad a granel, la dindmica de sondeo de la formacién de polimeros, la deteccion de
proteinas y el sondeo de la agregacion de proteinas, y la prueba de microviscosidad en ceélulas

vivas.>°

Por otro lado, la deteccion de fluorescencia ratiométrica o también llamada A-ratiométrica
es un método muy valioso, al reducir los dispositivos y al minimizar la influencia de los factores

extrafios sobre la fluorescencia de un sensor y es particularmente (til para estudios celulares.

El efecto de las interacciones de disolvente sobre los espectros de absorcion y emision del
compuesto 61 fue investigado en términos de la aproximacién de Lippert-Mataga. Esta
descripcion estd basada en el anélisis de la relacidon lineal entre el parametro de polaridad del
disolvente (orientaciébn de la polarizabilidad) y el desplazamiento experimental de Stokes,
obtenido en MeOH/Glicerol. En particular la teoria de Lipper considera que la absorcion y el
desplazamiento de los espectros de emision se deben a los efectos especificos del disolvente,
donde el enlace de hidrogeno y las interacciones CT (tranferencia de carga) ejercen una
influencia importante. Sin embargo, varias interacciones especificas también pueden dar gréficas

Lippert no lineales, tal como solvatacion preferencial, efectos acido-base y enlaces de hidrogeno
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(disolvente-soluto). La ecuacion de Lippert-Mataga se refiere al desplazamiento de Stokes y la
polaridad del disolvente, de acuerdo a la ecuacion:

N2
AT =T,—Tp==(af) & 4 (1)

Donde Ta y Tr son los nimeros de onda (en cm®) de la absorcion y la emision,
respectivamente, h es la constante de Planck, ¢ es la velocidad de la luz, a es el radio de
Onsanger, y Ap = pe-pg €S el momento dipolar, diferencia entre el estado basal y el excitado. La
orientacion de la polarizabilidad Af se define en términos de la constante dieléctrica € y el indice
de refraccién (n) del disolvente (ecuacion 2). Cuando la gréafica de Lippert-Mataga exhibe un
comportamiento  lineal, los efectos generales del disolvente son dominantes en los

desplazamientos del espectro. 2°°

Af = f(&) - f(n?) = (Z2 - 221 @

2e+1  2n?+1

Cuando se observada un comportamiento no lineal, los efectos del disolvente especifico
gobiernan los desplazamientos espectrales, ofreciendo evidencia de interacciones soluto-
disolvente. Se puede ver en las graficas 1 y 2, que la banda de absorcion no muestra cambios
significativos debido a las variaciones de la polaridad del disolvente. Del mismo modo, no se
observa un desplazamiento hacia el rojo en el espectro de fluorescencia cuando la polaridad
incrementa, lo que sugiere que no hay cambio del momento dipolar entre los estados excitado y

basal.
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Graficas 1 y 2. Espectros de UV-vis (izquierda) y de fluorescencia (derecha) del compuesto 61.
Mezcla MeOH:Glicerol, 1) 100:0, 2) 90:10, 3) 80:20, 4) 70:30, 5) 60:40, 6) 50:50, 7) 40:60, 8)
30:70, 9) 20:80, 10) 10:90 (V/v).
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Graficas 3 y 4. La banda de absorcibn no muestra cambios significativos debido a las
variaciones de la polaridad del disolvente (izquierda). Conforme va aumentando la fraccion
molar de glicerol la intensidad de fluorescencia aumenta (derecha).

Estos resultados demuestran que el compuesto 61 es un sensor sensible a los cambios sutiles

de microviscosidad que no muestra efectos por variacion de la polaridad del disolvente,

confirmando su potencial aplicacion como prueba fluorescente para mapear la viscosidad local en

medios heterogéneos.
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6. CONCLUSIONES

Mediante el acoplamiento de Sonogashira se obtuvieron los nuevos compuestos esteroidales 59-
64.

El dimero 75 se identific6 como producto principal durante los ensayos de acoplamiento

de 38 con los compuestos 73y 76.
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Se realizaron las mediciones de Uv-vis y de fluorescencia de los compuestos 59-63,
encontrando que los compuestos 59 y 61 presentan las longitudes de absorcidn maxima con
respecto a los demas compuestos, asi como, fluorescencia en solucion, tambien se realizd un
anélisis de la fluorescencia vs viscosidad del compuesto 61; los resultados de este ensayo
demostraron que conforme aumenta la viscosidad se incrementa la  fluorescencia
independientemente de la polaridad del medio, indicando su potencial aplicacion para ser

medidos en medios heterogéneos.

La estructura de los nuevos compuestos 60-64 se asignaron mediante RMN de una y dos

dimensiones y otros métodos espectroscdpicos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 INSTRUMENTACION Y EQUIPO

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en los espectrémetros Thermo Scientific
Nicolet iS10 usando reflectancia total atenuada (o, cm-1). Los puntos de fusion se determinaron
en un aparato Fisher-Scientific y Fisher-Johns, y no estan corregidos. Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de 'H, *C, DEPT, HETCOR, COSY y HMBC se determinaron
en los espectrofotometros Varian Mercury Plus 400 y Jeol ECA 500. Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se describen en Hertz
(Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para *H y 3C. Todas las
muestras fueron disueltas en CDCls. Los espectros de masas fueron obtenidos a 70 eV en
espectrometro Hewlett Packard 5989B. Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS)
fueron adquiridos en un espectrometro Agilent Technologies, modelo 1100 acoplado a un

cromatografo de gases TOF con una fuente ESI.

Los disolventes y reactivos fueron adquiridos en la casa comercial Aldrich. El esteroide
Etinilestradiol fue donado por la compafia PROQUINA (Productos Quimicos Naturales,

México). El THF se seco utilizando Na'y bezofenona como indicador.

El seguimiento de las reacciones se llevd a cabo por medio de cromatografia en capa fina
(CCF), utilizando cromatoplacas (4 cm x 2cm) de gel de silice de 0.2 mm de espesor soportado
en placas de aluminio, provistos ademas de un factor de revelado F254 usando como fase movil
Hexano/AcOEt. El revelado de las cromatoplacas se realizd con una lampara de luz ultravioleta a
254 nm, también con una solucion de H,SO4/agua (30% V/V).

La separacion de los productos obtenidos se realizd mediante cromatografia en columna,

empacadas con gel de silice (70-230 Mesh).
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7.2 Procedimiento general para la obtencion de los derivados acoplados con el
etinilestradiol

En un matraz balén, se colocé el etinilestradiol 38 (1Eq.) y posteriormente se adiciono el
halogenuro de arilo (65-70) (1Eq.), Cul(l) (6% mol), PdCL(PPhs), (10% mol), manteniendo el
sistema cerrado y bajo atmosfera de nitrogeno, posteriormente se adiciono la iProNH destilada y
el THF anhidro. La reaccion se mantuvo a reflujo de 4 a 8 horas dependiendo del halogenuro de
arilo utilizado. El crudo de reaccion se vertio sobre una solucion saturada de cloruro de amonio
(25 mL). La fase organica se extrajo con CH,CkL (3 x 25 mL) y se filtré sobre Na,SO4 anhidro,
enseguida el disolvente se elimind en rotavapor al vacio. Finalmente, el crudo de la reaccion se
purificO por cromatografia en columna sobre gel de silice 70-230 Mesh, utilizando en diferente
proporcion hexano-AcOEt, y hexano-CH,Ch.

7.2.1 Obtencion del 17a-(10°-bromoantraceniletinil) estra-1,3,5 (10)-trien-3,17 p-diol
(59)

Se coloco el etinilestradiol 38 (0.100 g, 0.33 mmol) y el 9,10-
dibromoantraceno 65 (0.113 g, 0.33 mmol), Cul(l) (0.006 g,
0.033 mmol), PdCL(PPhs), (0.014, 0.020 mmol), 1 mL de
iPr,NH destilada y 6 mL de THF anhidro. La reaccion se
mantuvo a reflujo durante 8 horas. El crudo de la reaccion se
purificd por cromatografia en columna, utilizando un sistema
de elusion hexano-AcOEt (8:2) para obtener el compuesto
17a-(10’-bromoantraceniletinil) estra-1,3,5 (10)-trien-3,17 f-
diol (59) como un sélido naranja (0.109 g, 59%), p.f. 145-147°C. IR Vs cm® (ATR): 3328,
2921, 2866, 2324, 2202, 1809, 1705, 1610, 1447, 1341, 1254, 1146, 1020, 905, 872, 747, 656
cml. HRMS (APCI-TOF): [CasH3: Br O,—H,O]" m/z, calculado: 551.5240, encontrado:
533.1480. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) o: 8.55-8.46 (4H, m H-1°, H-8’, H-4’, H-5"), 7.59-
7.51 (4H, m, H-2’, H-7°, H-3’, H-6"), 7.10 (1H, d, J= 8.4 Hz, H-1), 6.62 (1H, dd, J= 8.4, J= 2.7
Hz, H-2), 6.55 (1H, d, J= 2.7 Hz, H-4), 5.24 (1H, s, OH-17), 1.03 (3H, s, H-18). RMN de *C
(100 MHz, CDCls) ¢: 153.3 (C-10), 138.1 (C-5), 132.9 (C-3), 132.3 (C-12’, C-14’), 130.0 (C-11",
C-13%), 128.2 (C-4’, C-5), 127.3 (C-2°, C-7°), 127.0 (C-1’, C-8°), 126.8 (C-3°, C-6"), 126.5 (C-
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1), 124.0 (C-9”), 117.7 (C-10°), 115.2 (C-4), 112.7 (C-2), 105.2 (C-19), 82.7 (C-20), 81.3 (C-17),
50.2 (C-14), 47.9 (C-13), 43.7 (C-9), 38.5 (C-8), 39.4 (C-16), 33.3 (C-12), 29.5 (C-6), 27.3 (C-7),
26.4 (C-11), 23.0 (C-15), 13.0 (C-18).

7.2.2 Obtencion del 17a-(7"-bromo-9",9""-espirobifluoreniletinil)estra-1,3,5(10)-trien-
3,17 p-diol (60)

El compuesto 38 (0.100 g, 0.33 mmol), 2,7-Dibromo-
9,9"-espirobifluoreno 66 (0.160 g, 0.33 mmol), Cul(l)
(0.006 g, 0.033 mmol), PdCL(PPhs), (0.014, 0.020 mmol),
iProNH (1 mL), THF (5 mL) se hicieron reaccionar como
se describi6 en la metodologia general. El crudo de la
reacciobn se purificdé por cromatografia en columna,
utilizando un sistema de elusion hexano-AcOEt (9:1) para
obtener el compuesto 170-(7"-bromo-97,9”-
espirobifluoreniletinil)estra-1,3,5(10)-trien-3,17 S-diol
(60).en forma de polvo beige (0.092 g, 39%), p.f. 179-
181°C. IR Vma cm?® (ATR): 2972, 2929, 2870 cm’.
HRMS (APCI-TOF): [C4sH37BrO, —H,0]" m/z, calculado: 671.1944, encontrado: 671.194403
con un error de -0018772..

RMN de *H (400 MHz, CDCL) &: 7.84 (d, J= 7.6 Hz, 2H, H-13" y H-14"), 7.74 (d, J = 8.0 Hz,
1H, H-4"), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-5"), 7.47 (dd, J = 12.4, 4.5 Hz, 2H, H-6" y H-3"), 7.39 (t, J
= 7.5 Hz, 2H, H-15" y H-12"), 7.13 (m, 3H, H-16", H-11" y H-1), 6.83 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-8),
6.80 (s, 1H, H-1"), 6.71 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-17" y H-10), 6.60 (dd, J= 8.4, J= 2.3 Hz, 1H, H-
2), 6.54 (s, 1H, H-4).

RMN de 13C (100 MHz, CDCk) &: 153.2 (C-10), 151.0 (C-8a"), 148.4 (C-1a"), 147.2 (C-108" y
C-173°), 141.6 (C-13a’ y C-14a"), 140.6 (C-4a"), 139.8 (C-5a"), 138.1 (C-5), 132.4 (C-3), 131.8
(C-3), 131.0 (C-6"), 128.1 (C-15" y C-12"), 127.9 (C-16" y C-11"), 127.2 (C-1), 127.1 (C-8"),
126.4 (C-1), 124.0 (C-17" y C-10°), 122.4 (C-2°), 121.8 (C-7"), 1215 (C-5°), 120.2 (C-13 y C-
14), 119.8 (C-4), 115.1 (C-4), 112.6 (C-2), 93.2 (C-19), 86.1 (C-20), 80.4 (C-17), 65.5 (C-9"),
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49.5 (C-14), 47.4 (C-13), 43.3 (C-9), 39.3 (C-8), 38.9 (C-16), 32.9 (C-12), 29.5 (C-7), 27.0 (C-
11), 26.3 (C-6), 22.8 (C-15), 12.81 (Me-18).

7.2.3 Obtencion del 17a-(7’-bromo-fluore-9 -onaetinil) estra-1,3,5(10)-trien-3,17 g-
diol (61)

Se hizo reaccionar el compuesto 38 (0.100 g, 0.33 mmol) con
2,7-Dibromo-9-fluorenona 67 (0.114 g, 0.33 mmol), Cul(l)
(0.006 g, 0.033 mmol), PdCL(PPhs), (0.014, 0.020 mmol),
iPpNH (1 mL), THF (6 mL) como se describi6 en la
metodologia general. El crudo de la reaccion se purificd por
cromatografia en columna, utilizando un sistema de elusion
hexano-AcOEt (8:2) para obtener el compuesto 17a-(7’-bromo-
fluore-9”-ona etinil) estra-1,3,5(10)-trien-3,17 p-diol (61) en
forma de un sélido naranja (0.077 g, 41%), p.f 155-158°C.
IR Vinax cm* (ATR): 3370, 2972, 2929, 2865, 1613, 1498, 1447,
1342, 1255, 906 y 747 cm®. HRMS (APCI-TOF): [CasH.sBrO; —H,O]" m/z, calculado:
535.1270, encontrado:535.126717 con un error de 0.491621 ppm. RMN de 'H (400 MHz
CDCk) d: 7.77 (m, 1H, H-1"), 7.71 (dd, J = 1.5, 0.6 Hz, 1H, H-8"), 7.63 (dd, J = 7.9, 1.9 Hz, 1H,
H-3°), 7.57 (dd, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, H-6"), 7.46 (dd, J = 7.7, 0.6 Hz, 1H, H-5"), 7.39 (dd, J = 7.9,
0.4 Hz, 1H, H-4"), 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1), 6.64 (dd, J = 8.4, 2.8 Hz, 1H, H-2), 6.57 (d, J =
2.7 Hz, 1H, H-4), 0.94 ( s, 3H, Me-18).

RMN de 3C (100 MHz, CDCL) &: 191.6 (C-9°), 153.3 (C-10), 142.9 (C-5"), 142.4 (C-4a"),
138.2 (C-5),138.0 (C-6), 137.3 (C-3"), 135.8 (C-1a"), 133.6 (C-8a"), 132.4 (C-3), 127.7 (C-1"),
127.6 (C-8"), 1265 (C-1), 124.2 (C-7), 123.3 (C-2), 121.9 (C-4), 120.3 (C-5), 115.2 (C-4),
112,7 (C-2), 94.9 (C-19), 85.0 (C-20), 80.4 (C-17), 12.8 (Me-18).
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7.2.4 Obtencion del 17a-[(5°,67,6"-tris (10"-bromofenil)vinil)feniletinil] estra-1,3,5
(10)-trien-3,17 p-diol (62)

El compuesto 38 (0.050 g, 0.16 mmol) con 1, 1,
2, 2-tetraquis (4-bromofenil)etileno (68) (0.145 g, 0.16
mmol), Cul(l) (0.003 g, 0.016 mmol), PdClh(PPhs);
(0.007, 0.010 mmol), iPr,NH (0.5 mL), THF (3 mL), se
hicieron reaccionar durante 4 h. mediante la metodologia
general. ElI crudo de la reaccion se purificO por
cromatografia en columna, utilizando un sistema de
elusion hexano-AcOEt (9:1) para obtener el compuesto
170-[(5",67,6"-tris ~ (10"-bromofenil)vinilfeniletinil]  estra-
1,3,5 (10)-trien-3,17 B-diol (62) en forma de un solido
amarillo claro (0.049 g, 33%), p.f. 154-158°C. IR Vmax
cm! (ATR): 2972, 2930, 2870 cm™. HRMS (APCI-TOF): [CasH39Brs02 —H,0]* m/z, calculado:
843.0471, encontrado: 843.046725 con un error de 0.399882 ppm. RMN de 'H (400 MHz,
CDCk) ¢: 7.25 (m, 8H, H-3" y H-8"), 7.15 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 6.92 (d, J=8.5 Hz, 2H, H-2"),
6.84 (m, 6H , H-97), 6.63 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H, H-2), 6.56 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-4). 0.92 ppm
(s, 3H, Me-18),

HO

RMN de 13C (100 MHz, CDCL) &: 153.5 (C-10), 142.6, 141.6, 141.5, 140.1, 139.6, 138.2 (C-5),
132.8 (C-9"), 132.4 (C-3), 131.4 y 131.2 (C-3'y C-8"), 131.1 (C-2'), 126.5 (C-1), 121.6, 121.2,
115.3 (C-2), 112.7 (C-4), 93.5 (C-19), 85.8 (C-20), 80.4 (C-17), 49.8 (C-14), 47.6 (C-13 ), 43.6
(C-9), 39.5 (C-8), 39.0 (C-16), 33.1 (C-12), 29.6 (C-T7), 27.2 (C-11), 26.5 (C-6), 22.9 (C-15), 12.9
(Me-18).
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7.2.5 Obtencion del 17a-(9,9"-dioctil-7’-bromo-fluoreniletinil) estra-1,3,5 (10)-trien-

3,17 p-diol (63)

(CH2)7CH3
(CH3)7CH3

Se hizo reaccionar el compuesto 38 (0.100 g,
0.33 mmol) con 2,7-Dibromo-9, 9 dioctitfluoreno 69
(0.185 g, 0.33 mmol), Cul(l) (0.006 g, 0.033 mmol),
PdClL(PPhs), (0.014, 0.020 mmol), iPr,NH (1 mL), THF
(6 mL) como se describid6 en la metodologia general. El
crudo de la reaccion se purificdé por cromatografia en
columna, utilizando un sistema de elusion hexano-
AcOEt (9:1) para obtener el compuesto 17a-(97,9'-
dioctil-7°-bromo-fluoreniletinil)  estra-1,3,5  (10)-trien-
3,17 p-diol (63) en forma de un solido café claro (0.068

g, 48%), p.f. 43-45 °C. IR Vinax cmt (ATR): 3368, 2925, 2853, 1498, 1455, 813 cm™. HRMS
(APCI-TOF): [C49Hs3BrO,—H,0]" m/z calculado: 745.3976, encontrado:745.397854 con un error
de 0.39397 ppm. RMN de *H (400 MHz, CDCl) 4: 7.59 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-4"), 7.53 (d, J =
8.5 Hz, 1H, H-5"), 7.44 (m, 2H, H-6"y H-8"), 7.40 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H, H-3"), 7.38 (d, J = 0.7
Hz, 1H, H-17), 7.18 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-1), 6.64 (dd, J= 8.4, J= 2.8 Hz, 1H, H-2), 6.57 (d, J=
2.7 Hz, 1H, H-4),0.96 (s, 3H, Me-18), 0.82 (t, 6H, 2CHj3).

RMN de 13C (100 MHz, CDCL) &: 153.3 (C-10), 153.1 (C-8a"), 150.3 (C-1a’), 140.2 (C-4a"),
139.3 (C-5a), 138.2 (C-5), 132.5 (C-3), 130.8 (C-3"), 130.0 (C-8"), 126.5 (C-1), 126.1 (C-6"),
125.8 (C-1), 121.5 (C-27), 1215 (C-7"), 121.3 (C-5'), 119.5 (C-4"), 115.2 (C-4), 112.6 (C-2),
92.8 (C-19), 86.8 (C-20), 80.5 (C-17), 55.4 (C-9°), 40.1 (2CHy), 31.7 (2CH,), 29.1 (4CH,), 23.6
(2CHy), 22.5 (2CH,), 14.0 (2CHs), 12.9 (CH3-18).
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7.2.6 Obtencion del 1,1,2,2-tetraquis (4-bromofenil)etileno (72)

Br Br A una solucion de 71 (0.5g, 1.5 mmol) en 2 mL de &cido

O O acético glacial en bafio de hielo se le adicion6 0.6 mL (11.7 mmol) de

| Br,, posteriormente se agregd 2 mL de CH,Cl, y se mantuvo a 50 °C

O O por 30 min, a la mezcla de reaccién se le agregd 13.5 mL de agua

B 72 B helada y el precipitado solido se lavd varias veces con agua Yy

metanol. Se obtuvo el compuesto 1,1,2,2-tetraquis(4-bromofeniljetileno (72) en forma de un
sélido blanco (0.723 g, 74%).%

RMN de H (400 MHz, CDCL) ¢: 7.26 (m, 8H), 6.84 (m, 8H)

RMN de *3C (100 MHz, CDCL) ¢: 141.4, 139.5, 132.7, 131.2, 121.2.

7.2.7 Obtencion del compuesto (75)

Se hizo reaccionar el compuesto
38 (0.100 g, 0.33 mmol) con 2,2"-
Dibromobifenil 73 (0.102 g, 0.33 mmol),
Cul(l) (0.006 g, 0.033 mmol),
PdCL(PPhg), (0.028, 0.040 mmol),
iPr,NH (1 mL), THF (6 mL) como se

describi6 en la metodologia general. El

HO
crudo de la reaccion se purificO por cromatografia en columna, utilizando un sistema de elusion
hexano-AcOEt (7:3) para obtener el compuesto (75) en forma de un sélido café claro (0.104 g,
52%), p.f. 210-212 °C.

RMN de 'H (400 MHz, Acetona-dg) : 7.08 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-1), 6.58 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz,
1H, H-2), 6.50 (d, J= 2.5 Hz, 1H, H-4), 4.69 (s, -OH), 0.86 (Me-18).
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RMN de 13C (100 MHz, Acetona-dg) J: 155.9 (C-10), 138.3 (C-5), 131.65 (C-3), 127.0 (C-1),
115.8 (C-14), 113.5 (C-2), 84.8 (C-19), 80.4 (C-20), 70.1 (C-17), 50.7 (C-14), 48.5 (C-13), 44.5
(C-9), 40.4 (C-8), 39.7 (C-16), 34.0 (C-12), 30.2 (C-7), 28.0 (C-11), 27.2 (C-6), 23.5 (C-15), 13.2
(C-18).

7.2.8 Obtencion del compuesto (64)

Y% Se hizo reaccionar el
N+F compuesto 59 (0.094 g, 0.17

il §—2 = N
- — B-
W \_/ ’ N F mmol) con Bodipy 81 (0.050 g,
/ 0.17 mmol), Cul(l) (0.003 g,
HO 64 0.017 PdCL(PPhs),

mmol),

(0.007, 0.010 mmol), iPr,NH
(0.5 mL), THF (3 mL) como se describid en la metodologia general, se obtuvo el compuesto (64)
en forma de un solido rojo (0.032 g, 25%), HRMS (APCI-TOF): calculado: 743.3238,
encontrado: 743.323963 para [Cs;H41BN, O2F—F]" m/z con un error de -0.272971 ppm. RMN de
'H (400 MHz, CDCL) &: 8.68 (dd, J = 7.1, 2.5 Hz, 2H), 8.60 (dd, J = 6.8, 2.1 Hz, 2H), 7.98 (s,
2H), 7.93 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.65 (ddd, J = 9.4, 8.6, 6.6 Hz, 6H), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.00
(d, J=3.9 Hz, 2H), 6.64 (dd, J = 8.4, 2.7 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 4.7 Hz, 3H).

RMN de 13C (100 MHz, CDCL) &: 153.4 (C-10), 146.2, 144.3, 138.2 (C-5), 134.7, 133.8, 132.3
(C-3), 132.1, 132.1, 131.6, 131.3, 130.7, 127.1, 127.06, 127.01, 126.9, 126.5 (C-1), 126.1, 118.9,
118.7, 1175, 115.2 (C-4), 112.7 (C-2), 106.4, 101.0, 89.2 (C-19), 82.9 (C-20), 81.2 (C-17),
60.42, 50.3 (C-14), 47.9 (C-13), 43.8 (C-9), 39.6 (C-8), 39.5(C-16), 33.4 (C-12), 29.6 (C-7), 27.3
(C-11), 26.5 (C-6), 23.1 (C-15), 21.0, 14.1, 13.0 (Me-18).
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Figura 53. Espectro de IR del compuesto 61.
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Figura 54. Espectro de IR de 63.
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Figura 56. Espectro de IR de 62.
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Gréfica 8. Mediciones de UV-Vis de 60
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Grafica 11. Mediciones de Fluorescencia

de 59 a una Aexc. 330 nm.
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Grafica 10. Mediciones de Fluorescencia de 61 una Acyc. 428 nm.



