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RESUMEN

En este trabajo de tesis se reporta la sintesis de dos nuevos oligémeros de tipo fenilenetinileno
portadores de 4-aminofenil-a-D-manopirandsida como grupo receptor para el reconocimiento
molecular de la bacteria Escherichia coli. La sintesis requiere primeramente de la obtencion de
trimeros fenilenetinilenos con terminaciones de grupos bencilbenzoato. Sucesivamente se realiza
una desproteccion selectiva para obtener los correspondientes oligdmeros con terminaciones
acido carboxilico. -Finalmente, éstos Gltimos se someten a una reaccion de amidacién con 4-
aminofenil-a-D-manopirandsida para dar los productos esperados. Todos los productos
intermediarios, asi como los oligébmeros fueron caracterizados por espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear 'H y 3C. Para los oligémeros sustituidos con manosa se realizd también el
estudio de las propiedades dpticas de absorcion y emision en solucién por espectroscopia UV-vis
y de fluorescencia. Finalmente se llevaron a cabo ensayos de reconocimiento molecular de la
bacteria. El reconocimiento molecular se comprob6 por microscopia 6ptica, laser confocal y por
espectroscopia de fluorescencia. La formacidn de aglomerados fluorescentes bacteria-oligomero
demuestra la viabilidad de utilizar estos oligémeros como moléculas de reconocimiento

molecular en el diagndstico clinico de cepas potencialmente patégenas de E. coli.



1. INTRODUCCION

Las bacterias, virus y otros microorganismos se encuentran en la naturaleza y en el ambiente en
una cantidad y diversidad inimaginable. Las bacterias patégenas, por ejemplo, estan distribuidas
en el suelo, en aguas marinas, en los tractos intestinales de animales o en aguas contaminadas con
heces. Una persona en promedio presenta mas de 150 tipos diferentes de bacterias adentro y
afuera de su cuerpo. La mayor parte de los microorganismos desarrollan actividades benéficas,
sin embargo, existen algunos microorganismos potencialmente dafiinos que pueden producir
enfermedades graves y hasta la muerte en el ser que los hospeda. Entre ellos, podemos mencionar
las bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium que a la fecha son responsables todavia
de varias enfermedades infecciosas en paises desarrollados o en vias de desarrollo. Los métodos
convencionales de analisis para detectar la presencia de un microorganismo, usualmente incluyen
la evaluaciéon morfolégica del microorganismo asi como pruebas bioquimicas y de cultivo en
medios de crecimiento especificos. Si bien estas técnicas permiten la deteccion de las bacterias,
requieren de la amplificacion de la sefial a través del crecimiento de una célula a una colonia,
proceso que demanda un tiempo minimo (hasta 72 h). Ademas, normalmente ningin “test”
puede identificar con absoluta exactitud, de manera que se necesitan realizar varias pruebas. A
esto se tiene que agregar que se requiere de personal altamente capacitado e infraestructura de

seguridad bioldgica.

En los tltimos afios se ha venido desarrollando la tecnologia de los biosensores como alternativa
viable y de bajo costo a los métodos antes mencionados. En principio, los biosensores permiten
tener una respuesta rapida y selectiva con un equipo sencillo y econdmico que cualquier persona
no entrenada pueda usar en el momento y lugar que se requiera. Como biosensor, normalmente se
identifica un dispositivo compacto constituido por un sistema capaz de reconocer el
microorganismo (receptor) y un sistema de deteccién (transductor). Sin embargo, para la
construccion de un biosensor de interés comercial es necesario resolver varios problemas
relacionados con su ensamble, como son la fabricacién de un transductor altamente sensible, la
inmovilizacién en su superficie del receptor de forma que quede susceptible al reconocimiento
molecular y que Osu actividad sea estable en el tiempo, la encapsulacién del dispositivo para

evitar interferencias del ambiente externo, etc. De alli que una alternativa es la de realizar un
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en estado liquido; es decir, desarrollar un material que combine en su estructura las dos
funciones, transductor y receptor y que sea soluble o por lo menos parcialmente soluble en el

medio de analisis (fluido corporal).

En cuanto a la deteccion de las bacterias patégenas como la Escherichia coli, es notorio que €stas
pueden fijarse a los carbohidratos presentes en las células de otros organismos a través de
adhesiones célula-célula y de esta forma se desarrolla la infeccion en el huésped. El tipo de
carbohidrato hace que la interaccion célula-bacteria patogena sea selectiva. En particular, la cepa
E. coli con fimbrias tipo 1 constituye un tipo de bacteria patogena responsable de diversas
enfermedades de las vias urinarias. Esta presenta una adhesién especifica hacia derivados

aromaticos de la manosa, mismos que constituyen los receptores ideales para esta bacteria.

En cuanto a los transductores, no es posible construir biosensores en solucién con transductores
de tipo amperométrico, ya que éstos requieren de la incorporacidon de electrodos, es decir,
dispositivos sélidos. La unica opcion viable en solucién es la deteccion por medios 6pticos al
utilizar colorantes o fluoréforos. Sin embargo, la sustituciéon de carbohidratos en moléculas
pequefias como son la mayor parte de los colorantes de uso comiin no es sencilla ya que éstas
presentan en su estructura quimica normalmente grupos amino o hidroxilo, que pueden interferir
en las reacciones de sustitucion con la manosa y ademas en las interacciones con la bacteria. Los
oligbmeros y polimeros conjugados han surgido como materiales candidatos para aplicaciones en
biosensores Opticos. En este caso, los grupos receptores pueden ser insertados en las cadenas
laterales sin alterar la estructura quimica de la parte conjugada. Al interactuar los receptores con
su substrato bioldgico, se inducen cambios conformacionales en el esqueleto conjugado y por
consecuencia se provoca una variacion en las propiedades dpticas. Este tipo de aplicacién se ha
reportado para poli(diacetilenos) en biosensores colorimétricos y para poli(fenilenetinilenos) en
biosensores de fluorescencia. El limitado nimero de trabajos que existen en literatura, es
probablemente debido a la dificultad de obtener polimeros conjugados solubles o parcialmente
solubles en agua, ya que normalmente la sustitucidn de estos sistemas con grupos polares (con la
finalidad de incrementar su solubilidad en agua) afecta sus propiedades Opticas. Ademas, los
polimeros conjugados tienen una elevada tendencia a agregarse, lo cual interfiere en las

interacciones con los microorganismos. Por estas razones, es recomendable sintetizar mas bien
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macromoléculas de bajo peso molecular como son los oligdmeros, lo cual es el tema de

investigacion de esta tesis.



2. ANTECEDENTES

2.1 Los carbohidratos como moléculas de reconocimiento de bacterias

Los carbohidratos o sacaridos estan formados por una o mas unidades ciclicas polihidroxiladas
conocidas como monosacaridos (figura 2.1). Cuando estos compuestos forman parte de la
superficie de membranas celulares intervienen en diversos fenémenos de reconocimiento
intercelular de gran importancia para los seres vivos, como por ejemplo en los procesos de
fertilizacion, respuesta inmunoldgica, replicacion viral e infecciones causadas por virus, bacterias
o parasitos, entre otros." El principio bajo el cual ocurren estos procesos es de especial interés,
debido a que da pauta para que los carbohidratos puedan utilizarse como biomoléculas de

reconocimiento que permitan identificar y cuantificar analitos muy especificos.’

Manosa

Glucosa Acido sialico Galactosa

Figura 2.1 Estructuras quimicas de algunos sacaridos que participan
en procesos de adhesion celular.

Por tal motivo, en los tltimos afios se ha estudiado la posibilidad de emplear carbohidratos como
elementos de reconocimiento en dispositivos conocidos como biosensores, con el fin de
aplicarlos en la deteccién de virus,’ bacterias’ y toxinas.’ El principio de reconocimiento implica
un proceso de adhesion celular similar al que ocurre cuando los seres vivos son infectados por

microorganismos de tipo patégeno. En este proceso, los carbohidratos funcionan como sitios de
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reconocimiento hacia receptores especificos que normalmente estdn determinados por proteinas
que se localizan en la superficie de los virus, las bacterias y las toxinas (Figura 2.2).6 Algunos
ejemplos de la interaccion entre un carbohidrato y un microorganismo patdgeno lo constituyen
los compuestos derivados de la manosa y del acido sialico, los cuales interaccionan con algunos

tipos de Escherichia coli (E. coli)’ y con el virus de la influenza,® respectivamente.

Figura 2.2 Esquema de una membrana celular en la cual se encuentran adheridas
células de tipo microbiano, mediante interacciones proteina-carbohidrato Los
sitios de reconocimiento estan representados por figuras geométricas.

Las bacterias se adhieren a los carbohidratos a través de compuestos conocidos como adhesinas.
Para el caso particular de la bacteria E. coli, la interaccion se lleva a cabo a través de la adhesina

llamada FimH, la cual es de naturaleza proteica.9

2.2 Interacciones bacteria-carbohidrato

Al igual que los carbohidratos, las adhesinas desempefian un rol importante en los procesos de
reconocimiento bacteriano. Estas moléculas pueden estar formadas de polisacaridos, los cuales
por lo general son los componentes habituales de la membrana o de la pared bacteriana. Otro tipo
de adhesinas son las de tipo proteico, a las que también se les conoce como lectinas bacterianas.

Dentro de este ultimo grupo existen adhesinas que forman parte de organelos denominados

5
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pierden actividad y debido a que tienen un tamafio relativamente pequefio comparado con las

proteinas, se incrementa la densidad de enlaces y como consecuencia la sensibilidad de deteccién.

2.3 Los polimeros y oligomeros conjugados.

Los polimeros y oligbmeros conjugados han sido objeto de una intensa investigacion en las
tltimas décadas. Estos materiales presentan propiedades Opticas y eléctricas que s6lo habian sido
observadas en metales y materiales semiconductores (Si y GaAs)."” El estudio de estas
propiedades ha estimulado el desarrollo de un gran nimero de aplicaciones en circuitos
electrénicos, fotodetectores, celdas solares, diodos emisores de luz, baterias ligeras, dispositivos

o . 1
electrocrémicos y en biosensores.'®

Generalmente a un polimero conjugado se le define como un material organico cuya estructura
tiene enlaces dobles y/o triples alternados con enlaces sencillos a lo largo de su cadena principal.
Sin embargo, gracias a la sintesis quimica ahora podemos encontrar polimeros conjugados con
compuestos aromaticos o heterociclicos formando parte de su estructura principal o con una
amplia variedad de grupos sustituyentes que se introducen a la molécula con el propdsito de
modificar sus propiedades fisicas, eléctricas y Opticas (Figura 2.6). De esta manera se han
obtenido compuestos conjugados con aplicaciones muy especificas. De entre ellas y debido a la
sensibilidad que presentan ante estimulos externos que incluyen cambios de temperatura, de

solvente o por el ambiente quimico, estos materiales tienen un futuro prometedor como
9

[(O—=* \

Poli(fenilenetinileno) Poli(fenilenvinilideno)

Poli(fenileno)  Poli(pirrol)  Poli(tiofeno)

moléculas de deteccion.!

Figura 2.6 Estructuras quimicas de algunos polimeros conjugados.
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En un principio, los polimeros conjugados eran empleados para inmovilizar moléculas bioldgicas
sobre la superficie de un electrodo. De esta manera se disefiaron diversos dispositivos que
empleaban enzimas principalmente, para determinar glucosa en sangre, urea o creatinina.'®> %
En algunos casos, la propiedad de conductividad eléctrica caracteristica de estos materiales fue
utilizada para detectar compuestos como la penicilina.?! Hoy en dia, se sintetizan materiales
conjugados que poseen en su estructura moléculas de tipo quimico o bioldgico que funcionan
como sitios receptores o de reconocimiento, mientras que €l polimero u oligobmero conjugado
funciona como elemento de transduccion de la sefial. Algunos de los compuestos que se emplean
como elementos de reconocimiento son las proteinas, los péptidos o los carbohidratos, los cuales
para poder incorporarlos a la estructura del polimero, deben contener grupos amino, hidroxilo o
mercapto disponibles. Las sefiales que se generan a partir de la interaccién analito-receptor son
transformadas por la parte conjugada de la molécula de deteccion a sefiales eléctricas,

fluorescentes, electroquimicas o cambios de color.?2
2.4. Oligéomeros del tipo fenilenetinileno

Entre los polimeros conjugados de mayor potencial en aplicaciones optoelectronicas se
encuentran los poli(fenilenetinilenos),” sin embargo, una limitacion de este tipo de materiales es
su poca solubilidad debido a la fuerte interaccion intramolecular 7-7, fenémeno que provoca la
formacién de agregados, lo cual afecta las propiedades Opticas y optoelectronicas. La
introduccion de cadenas alifaticas como sustituyentes laterales o de partes flexibles en el
esqueleto principal, asi como el empleo de oligdmeros de tamafio controlado, son alternativas
para solucionar este problema.”* En este contexto, las ventajas de utilizar oligémeros respecto a

sus polimeros homdlogos son:

% Los oligdmeros, al ser materiales monodispersos presentan un mayor grado de pureza, lo que

les confiere propiedades Opticas y optoelectronicas puras.
% Presentan una amplia gama de emisi6n en el espectro electromagnético.
% Presentan buena solubilidad en solventes como cloroformo, cloruro de metileno o

tetrahidrofurano, y en general tienen menor tendencia a formar agregados.

10
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% Su sintesis aun cuando a veces es mas laboriosa que la de los correspondientes polimeros, da
productos con propiedades quimicas y fisicoquimicas reproducibles. En el caso de los
polimeros existen varios casos en la literatura, en los cuales las propiedades Opticas,
macromoleculares y fisicoquimicas de un polimero varian de un articulo a otro, ain cuando

en principio se utilizaron las mismas condiciones de sintesis.'®"

2.5 Reaccion de acoplamiento de Sonogashira-Heck

La sintesis de oligdmeros y polimeros del tipo fenilenetinileno se lleva acabo principalmente

gracias a una reaccion conocida como acoplamiento de Sonogashira-Heck.

En el afio de 1975, Sonogashira y col.”® y Heck y col.? reportaron que el hidrégeno de un
acetileno terminal puede acoplarse facilmente a un halogenuro de arilo por la accién catalitica del
complejo dicloro bis(trifenilfosfina) paladio II [PdCl,(PPh;),] en presencia de trietilamina como

solvente, bajo condiciones de reaccidn suaves, inclusive a temperatura ambiente.

CllI/PdC]z(PPh:;)z
X + H——=————H - —
NEt;

El mecanismo de reaccién propuesto por Sonogashira y sus colaboradores se muestra en la figura
2.7 e inicia con la formacidn del complejo bis(trifenilfosfina) dialquinil paladio(Il) 2, el cual se
genera por la accidn catalitica del Cul sobre la Diclorobis(trifenilfosfina) paladio (II) 1 y
HC=CR; posteriormente, se produce la especie catalitica bis(trifenilfosfina) paladio (0) 3
mediante la reduccion de Pd(II) a Pd (0) y la eliminacién reductiva de una molécula de
diacetileno. Enseguida ocurre la adicion oxidativa del haluro de arilo formandose el aducto 4, que
posteriormente forma una especie aril-alquinil derivada del paladio 5. Por ultimo, a través de una

eliminacién reductiva se obtienen el aril-etinileno 6 y la regeneracidn de la especie catalitica 3.

11
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PhyP H/CI
Pd
/N
Ph,P cl
+2¢” | Cul
'I 2- - 2-
Ph;B, 0/Cl\ o PhyP PhsP_ I 1 PP, CI I
12 'Pd\ P(K fe— Pd—Cl —— /p«&
Ph3P/ a’ Ph,P Ph,P -C1 Ph,P Cl
a b ¢

Figura 2.9 Especies ani6nicas producidas en la primera
etapa del mecanismo de reaccion propuesto por Amatore.

La siguiente etapa consiste en una rapida adicion oxidativa de un haluro de arilo al complejo de
paladio (0) obtenido en la etapa anterior, formindose de esta manera un complejo anidnico
pentacoordinado estable trans-ArPd,X(PPh;).Cl, el cual es susceptible de reaccionar con el

nucleéfilo formado a partir del acetileno.

PhP o - X PPh_;—l -

0 Iy &

Pd—Cl + Ar-X —» Ar—Pd
|

Ph,P” PPh,

Cl

Figura 2.10 Adicién oxidativa en la segunda etapa descrita por Amatore.

En la tercera etapa se lleva a cabo la sustitucidn nucleofilica del haluro por el acetileno,
obteniéndose un nuevo complejo anidénico pentacoordinado de paladio. En esta etapa se libera el
proton del acetileno y el haluro del complejo, formando junto con la trietilamina una sal insoluble
que precipita. Finalmente, se efectia la eliminacién reductiva de los sutituyentes arilo y acetiluro,
obteniéndose el arilenetinileno y la regeneracion del complejo de paladio (0), el cual comienza un
nuevo ciclo de acoplamiento. Para que esta etapa pueda realizarse, el complejo trans

termodindmicamente estable debe isomerizarse a cis.
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Cabe hacer énfasis que el mecanismo propuesto por Amatore ha tenido mayor aceptacion entre la

comunidad cientifica.

En cuanto a las condiciones de reaccién es importante recalcar la importancia que tiene la
remocidon de oxigeno de la reaccion para evitar la desactivacién del catalizador y con ello
minimizar el homoacoplamiento oxidativo de acetilenos terminales, esta reaccion es catalizada
por las sales de yodo cuando los acetiluros de cobre son expuestos a agentes oxidantes o al aire.
Por tal motivo, las reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio y que emplean un co-
catalizador como el Cul se realizan bajo atmésfera inerte. Sin embargo, no hay que perder de
vista que Sonogashira propone en su mecanismo de reaccion que la formacioén de diacetilenos es
inevitable. También se debe evitar toda traza de humedad, debido a que el agua actiia como
nucledfilo y rompe los complejos formados durante la reaccion. Otras variables que también
deben ser consideradas al realizar una reaccién de acoplamiento son la eleccién del halogenuro
de arilo, el efecto electronico de los sustituyentes sobre dicho halogenuro de arilo, el tipo de

catalizador, asi como el disolvente.

Eleccion del halogenuro de arilo

Los compuestos halogenados que presentan mayor reactividad y por lo mismo son los que mas se
utilizan en reacciones de acoplamiento, son los yodo y los bromoarilos. La diferencia de
reactividad existente entre uno y otro compuesto permite realizar reacciones muy selectivas. Los
yoduros de arilo reaccionan a temperatura cercana a los 0°C, mientras que los bromoarilos

requieren de la aplicacidn de energia para que se lleve a cabo la reaccion.

Sustituyentes en el halogenuro de arilo

Considerando que el complejo de paladio (0) es una especie rica en electrones, la adicion
oxidativa del halogenuro de arilo al complejo de paladio (0) estara influenciada por la naturaleza
de los grupos sustituyentes en el nicleo aromatico. Entre mas electroatractor sea el grupo
sustituyente, mas rapida sera su adicién al complejo de Pd (0). Por el contrario entre mas

electrodonador sea el sustituyente, mas lenta sera la adicion oxidativa.
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Tipo de catalizador

El dicloro bis(trifenilfosfina) paladio (II), PdCly(PPhs),, ha sido el complejo tetracoordinado mas

utilizado por su estabilidad al aire y relativo bajo costo en relacion a otros catalizadores como
Pd(PPhs)s, PA(OAC), y el Pdy(dba)s. '

Disolvente

El disolvente a emplear para una reaccion de esta naturaleza debe tratarse de una base capaz de
sustraer el protoén del acetileno terminal y de esta manera realizar la sustituciéon nucleofilica del
alquino en el complejo pentacoordinado de Pd (II). Principalmente, son las aminas quienes tienen
un buen desempefio, entre las cuales destacan la trietilamina, la dietilamina y la
diisopropilamina. Ademas, se pueden emplear co-solventes como tetrahidrofurano (THF),
tolueno, N,N dimetilformamida (DMF), entre otros. Su funcién radica en difundir el compuesto
organometalico en el medio y el de mantener a las especies monoméricas, oligoméricas o
macromoleculares en solucién conforme se van formando. Cabe resaltar que el THF es el mas
utilizado ya que tiene buenas propiedades de solvataciéon para los complejos metalicos y

promueve la solubilidad de las cadenas laterales.
2.6 Estado del arte

Aunque los polimeros y los oligdmeros conjugados constituyen un medio de deteccion de
bacterias altamente selectivo cuando se encuentran funcionalizados con carbohidratos, hasta la
fecha son pocos los trabajos que se encuentran reportados en la literatura. Entre los trabajos
publicados destacan los del grupo de investigacion de la Dra. Charych que se centran en las
transiciones colorimétricas que presenta el polidiacetileno como consecuencia del reconocimiento
molecular. Un estudio bastante interesante realizado por este grupo se relaciona con la deteccion
del virus de la influenza. Cuando el virus interacciona con el acido sialico del polidiacetileno
(Figura 2.11), se observa un cambio de coloraciéon de azul a rojo, debido a cambios

. : 2
conformacionales en el esqueleto conjugado.”®
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Figura 2.11 Poli(diacetileno) funcionalizado con acido
sialico para la identificacién del virus de la influenza.

En otras investigaciones, se han empleado poli(tiofenos) solubles en agua (Figura 2.12), los
cuales son portadores de manosa (a) o de acido sidlico (b) como moléculas de reconocimiento de
la bacteria Escherichia coli y del virus de la influenza, respectivamente. El principio de
reconocimiento también se basa en transiciones colorimétricas. Una vez que el virus o la bacteria
se han adherido al polimero, las interacciones intermoleculares que producen una distorsion del

esqueleto son eliminadas y resulta un esqueleto mas plano, lo que ocasiona un desplazamiento

hacia el rojo.?

O
O
H
HO
HO OH
a b

Figura 2.12, Politiofenos portadores de manosa (a) y de acido sialico (b).
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En otro trabajo mas reciente, se reporta la identificacion selectiva de la bacteria Escherichia coli
por un polimero de tipo fenilenetinileno (Figura 2.13), el cual se encuentra funcionalizado con el
monosacarido manosa y ademas es soluble en medio acuoso. La deteccion de la bacteria se basa
en la formacién de aglomerados celulares fluorescentes cuando la bacteria interacciona con la
parte carbohidratada del polimero. Estos aglomerados pueden visualizarse facilmente bajo luz
ultravioleta.”? Cabe sefialar sin embargo que los resultados reportados en este trabajo dejan
algunas dudas; primeramente es notorio que los polimeros de tipo fenilenetinileno presentan una
alta tendencia a aglomerarse. Los autores muestran varias imagenes por microscopia confocal al
variar la concentracion de bacteria pero no mencionan con detalles que pasa al cambiar la
concentracion del polimero asi que los aglomerados podrian deberse inclusive a interacciones
entre cadenas polimericas. Ademas no se realiza un estudio por fluorescencia, solamente se
reporta la foto de las soluciones bajo irradiacion UV. Por otra parte la caracterizacién quimica y
fisicoquimica del polimero es escasa. Puesto que el polimero se obtiene después de su
funcionalizacién con la manosa de un polimero precursor, quedan muchos cuestionamientos

sobre el éxito de su funcionalizacion selectivamente en los sitios indicados en la estructura.
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Figura 2.13 Polimero de tipo fenilenetinileno funcionalizado con
el monosacérido manosa para la deteccién de la bacteria E. coli.
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3. HIPOTESIS

La coexistencia de una parte conjugada fotoluminiscente y de 4-Aminofenil-a-D-manopiranosida
en la estructura quimica de los oligémeros de tipo fenilenetinileno permitird obtener nuevos

materiales fluorescentes ttiles en la deteccion de cepas de Escherichia coli portadoras de fimbrias

sensibles a la manosa.

4. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es obtener nuevos oligdmeros conjugados del tipo
fenilenetinileno fluorescentes y con la capacidad de reconocimiento molecular de cepas de
Escherichia coli portadoras de fimbrias sensibles a la manosa. El cumplimiento de este objetivo

conlleva a la realizacion de los siguientes objetivos especificos:

1. Sintetizar trimeros del tipo fenilenetinileno funcionalizados con 4-aminofenil-a-D-

manopiranésida. Asi como caracterizar éstos compuestos por Resonancia Magnética Nuclear

'Hy C, espectroscopia de fluorescencia y ultravioleta visible.

2. Estudiar el reconocimiento molecular de los oligémeros portadores del derivado de la manosa
en cepas de E. coli mediante microscopia Optica, laser confocal y por espectroscopia de

fluorescencia.



5. JUSTIFICACION

Los biosensores han surgido como una tecnologia alterna a los métodos clasicos de diagndstico
que permita el analisis de fluidos corporales de forma muy rapida y con aparatos sencillos que no
requieren de personal capacitado para su uso. Sin embargo, los biosensores compactos requieren
de solucionar varias etapas de fabricacion que permitan incorporar los dos componentes
esenciales (transductor y receptor) en un dispositivo. Una alternativa es desarrollar moléculas que
combinen las dos funciones de transduccién y de reconocimiento molecular y que se puedan
agregar en solucion a los medios de cultivo o muestras de fluidos corporales. En este sentido, el
receptor tiene que ser altamente selectivo al microorganismo de estudio, mientras que el
transductor debe presentar una propiedad fisica que se pueda aprovechar en solucioén y que varie
unicamente como consecuencia de la interaccion receptor-microorganismo. Con la finalidad de
desarrollar biosensores en solucion para la deteccion de la bacteria E. coli, se ha disefiado la
estructura quimica de las moléculas de estudio en donde, el grupo 4-aminofenil-o-D-
manopiranésida funciona como grupo de reconocimiento, dada su elevada afinidad hacia las
fimbrias tipo 1 de esta bacteria uropatégena. La parte conjugada del oligdmero de tipo
fenilenetinileno brinda propiedades de emision especificas. Se ha escogido limitar la talla
molecular a tres unidades ya que los oligémeros presentan las siguientes ventajas con respecto a
sus polimeros homologos: 1) propiedades Opticas puras por ser materiales monodispersos, 2)
menor tendencia a formar agregados insolubles lo cual afectaria las interacciones con la bacteria,
3) la sintesis de los polimeros dificilmente da resultados reproducibles en términos de
rendimiento y pesos moleculares, 4) es mas facil insertar grupos funcionales como la manosa en
estructuras pequefias que en moléculas de alto peso molecular, 5) el balance entre la parte apolar
(esqueleto conjugado) y la parte polar (manosa) es mas equilibrado en oligdmeros que en
polimeros garantizando una mayor miscibilidad con medios acuosos, lo cual facilita la
realizacién de ensayos microbioldgicos. Como sistema conjugado se ha escogido los
fenilenetinilenos no solamente por la experiencia del grupo de investigacién en la sintesis y
estudio de propiedades opticas de fluorescencia de estos materiales sino también porque de los

diferentes sistemas conjugados fluorescentes estos presentan altos rendimientos cuénticos
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inclusive en moléculas de bajo peso molecular. Por otra parte estas moléculas muestran
caracteristicas distintivas como: son estructuras mas planas con respecto a otros oligdbmeros o
polimeros conjugados [por ejemplo a los poli(fenilenvinilidenos)], no presentan isomeria cis-
trans, son mas estables y por ende las variaciones en sus propiedades de fluorescencia en el caso
especifico de este estudio se pueden relacionar unicamente a la interaccion entre el carbohidrato y
la bacteria. Finalmente cabe resaltar que las estructuras aqui propuestas a pesar de ser de facil

sintesis no han sido previamente reportadas.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este capitulo se encuentra dividido en 4 secciones principales. En la seccion 6.1 se muestra una
lista del material y equipo empleado durante la fase experimental de este estudio. También se
hace una descripcién de los equipos que se utilizaron para realizar la caracterizacién de los
compuestos quimicos obtenidos. Las propiedades fisicas de los reactivos y solventes ocupados
durante la sintesis quimica y en las pruebas de reconocimiento bacteriano se presentan en la
seccién 6.2. El procedimiento que se siguio para la sintesis de cada uno de los monémeros y
oligbmeros, asi como los resultados obtenidos en la caracterizacién de estos compuestos, se
detallé en las secciones 6.3 y 6.4. Por ultimo, en la parte 6.5 se describen las actividades

realizadas en las pruebas preeliminares de reconocimiento bacteriano.

6.1 Material y equipo

Material
Matraz balon de dos bocas de 250 mL. Llave para gas.
Matraz balén de una boca de 25, 100, 250 y 500 mL. Termoémetro.
Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL. Trampa para vapores.
Columnas para cromatografia. Gradillas.
Refrigerante rosario. Tubos con rosca.
Trampa de humedad. Micropipetas.
Embudo de separacion de 250 mL. Cajas petri.
Embudo de adicién de 25 mL. Mantilla de calentamiento.
Embudo de tallo largo. Parrilla de agitacién.
Probetas de 15 y 100 mL. Agitador magnético.
Jeringas de vidrio de 0.025,2, 5y 10 mL. Cénula.

Tubos de cultivo
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Equipos

& Rotavapor Biichi

& Lampara UV Cole Parmer 9815-series lamps

& Autoclave Tuttnauer Brinkamnn 2540E

& Incubadora Lab-line Imperial II

& Centrifuga Unico DSC-158T

& Liofilizador Labconco Freeze Dry System/Freezone 4.5

& Fusiometro Electrothermal Mel Temp

& Microscopio Leica ATC 2000

& Microscopio Laser confocal de barrido Carl-Zeiss LSM Pascal 5

& Espectrémetro de RMN 'H y '>C Jeol Eclipse de 300 MHz. En la obtencion de los espectros
de resonancia magnética se utilizaron como solventes cloroformo-d;, tetrahidrofurano-ds y

dimetilsulfoxido-ds y se utiliz6 como referencia interna tetrametilsilano (TMS, 6= 0 ppm).

& Espectrofotometro UV-Vis Shimatzu 2401 PC con un rango de deteccion de 190 a 800 nm,
equipado con portamuestras para liquidos y para peliculas. La dimetilformamida (DMF) que

se utiliz6 para realizar los analisis fue de grado espectroscopico.

& Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B equipado con polarizadores de excitacion y
emision. Los espectros de emision de los oligémeros sintetizados en este estudio fueron
obtenidos en solucién empleando DMF como solvente y realizando la excitacién 10 nm por

debajo de la longitud maxima de absorcién que presenta cada compuesto.
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6.2 Reactivos y solventes

Los reactivos fueron adquiridos en Aldrich Chemical Company y fueron empleados tal y como se

recibieron, sin realizar alguna purificacion adicional.

Tabla 6.1 Reactivos empleados para el desarrollo de la etapa experimental.

Reactivo F(;(:i-ﬁ:lcl: moll):cs::lar De;n/slilﬁad P“(:Zza
Acido acético CH;COOH g/m6o(:.05 1.492 99
Acido clorhidrico HCl 36.46 | 1.192 36.5-38
Acido sulfurico H,SO, 98.08 | 1.84 98.3
Acido 4-yodobenzoico C,H,10, 248 | - 98
Alcohol bencilico CsHsCH,OH 108.141 | 1.038 99.3
4-Aminofenil a-D-manopiranésida Cy,H7NO; 2713 | - -
Bromo Br, 159.82 | 3.102 99.5
1-bromododecano CH;(CH,),,Br 24923 | 1.038 98
1-Bromo-2-(2-metoxi-etoxi)-Etano C;s;H;,BrO, 183.05 | 1.360 90
Clorofosfato de difenilo C,H,,CI1O;P 268.64 | 1.299 99
Diclorobis(trifenilfosfina) paladio I | [(C¢Hs);PJ,PdCl, 701.89 | - 98
Fluoruro de tetrabutilamonio Ci6H36FN 261.47 | 0.903 -
Hidroquinona C¢«H,OH 110.11 | 1.332 99
Hidréxido de potasio KOH 56.11 | 2.044 99.99
Hidroéxido de sodio NaOH 40.01 | 2.130 98
2-Mercaptobenzoxazol C;H;NOS 151.19 | - 95
N-metil-2-pirrolidinona CsH,NO 99.13 | 1.028 99
Sulfito de sodio Na,S0; 126.04 | 2.630 98
Trimetilsililacetileno CsH,oSi 98.22 | 0.709 98
Yodato de potasio KIO, 214.02 | 3.89 -
Yodo L 253.82 | 4.660 -
4-Yodofenol CsHsIO 220.01 | - 99
Yoduro de cobre Cul 190.44 | - 98
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Todos los solventes fueron suministrados por J. T. Baker. Algunos solventes como el benceno y
el tolueno fueron secados con hidruro de sodio (NaH), la trietilamina fue secada con KOH, el

THF fue secado primero con KOH y después con Na/benzoquinona, bajo atmésfera de nitrégeno.

Tabla 6.2 Solventes empleados para el desarrollo de la etapa experimental.

Solvente Estr’u ctura moll’:::lar
quimica o/mol

Acetona (CH;),CO 58.08
Benceno CeHg 78.11
Cloroformo CHCI, 119.38
Diclorometano CH,Cl, 84.93
N, N-Dimetilformamida C;H,;NO 73.10
Etanol C,H;OH 46.07
Eter dietilico (C;Hs),0 74.12
Hexanos CsH,4 86.18
Metanol CH;0H 32.04
Tetracloruro de carbono CCl, 153.82
Tetrahidrofurano C.H:O 72.11
Tolueno CsHsCH; 92.14
Trietilamina CsHsN 101.19
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6.3 Sintesis de monomeros

6.3.1 Sintesis de 1,4-Bis(dodecanoxi)benceno (2)

O AT S T e e K AR 8RR ATt

- “\
OH OCy,Hys E
OH OC12Hps ,
1 2 )
-

En un matraz balén de 500 mL, al cual se le adaptd un refrigerante rosario con una trampa de

R A OO

humedad, se disolvieron 10 g (0.0908 mol) de hidroquinona (1) en 40 mL de dimetilformamida
(DMF). A esta solucion se le afiadié 9.10 g (0.2270 mol) de NaOH y 47.53 g (46 mL, 0.1907
mol) de bromododecano. La reaccion se dejd bajo calentamiento (120-130 °C) y agitacion
durante 16 h. Posteriormente, se permitié que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura
ambiente y se le adicionaron 100 mL de agua fria para precipitar el producto. El precipitado fue
separado por filtracion y recristalizado en 150 mL de etanol tibio (60 °C), dejando en agitacion
por 30 min. Después la mezcla se metid en un bafio frio para que el producto terminara de
precipitar, se filtré una vez mas y al sdlido se le realizaron lavados con etanol frio, hasta que el
liquido filtrado fuera incoloro. Se obtuvieron 31.69 g (78 %) de hojuelas blancas de 1,4-
bis(dodecanoxi)benceno (2) con un punto de fusion (p.f.) de 75-76°C. RMN 'H (300 MHz,
CDCl3) 6 (ppm) 6.82 (s, 4H, Ar), 3.90 (t, 4H, -CH;-0-O-), 1.76 (q, 4H, -CH,-3-0-), 1.45 (q, 4H,
-CH-y-0-), 1.28 (s, 32H, -CH,-), 0.9 (t, 6H, -CH;). RMN >C (300 MHz, CDCl3) & (ppm)
153.32 (C1, C4), 115.48 (C2, C3, C5, C6), 68.75 (-C-a-0-), 32.03 (-C-B-CH3), 29.77- 29.46 (-
CHj3-), 26.18 (-C-y-0O-), 22.79 (-C-a-CH3), 14.19 (-CHs).
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6.3.2 Sintesis de 1-Bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno (3)

NI O T Ko M AR S SR s NN b T

OC2Hys OCy,Hys
ocC 12H25 ocC 1 2H25 :
. P

A un matraz de 250 mL de dos bocas, se le adaptd un refrigerante rosario, al cual se le colocd una
trampa para burbujear y licuar en agua, el bromuro de hidrégeno (HBr)g,s formado durante la
reaccion. En este matraz se colocaron un agitador magnético, 5 g (0.0112 mol) del compuesto (2)
y 40 mL de tetracloruro de carbono (CCls). Después se adicionaron 1.79 g (0.58 mL, 0.0112 mol)
de bromo. La mezcla de reaccién se dejé en agitaciéon y reflujo por 14 h. Posteriormente, el
solvente fue evaporado y el producto purificado por cromatografia en columna empacada con
silica gel, utilizando como eluente una mezcla de hexanos:CH,Cl; (9:1), obteniendo 4.29 g (73
%) de hojuelas blancas de 1-Bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno (3) con p.f. 50-51°C. Rf = 0.5
(9:1, hexanos: CH,Cl,). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.1 (d, 1H, H6), 6.80 (s, 1H, H3),
6.78 (d, 1H, HS), 3.94 y 3.87 (t, 4H, -CH,-a-O-), 1.77 (m, 4H, -CH,-B-0-), 1.46 ( m, 4H, -CH;-y-
0-), 1.27 (s, 32H, -CHy-), 0.89 (t, 6H, -CH3). RMN *C (300 MHz, CDCl;) & (ppm) 153.68
(C1), 149.87 (C4), 119.59 (C3), 114.78 (C6), 114.43 (CS5), 112.89 (C2), 70.30 y 68.89 (-C-a-0O-),
32.03 (-C-B-CHs), 29.76- 29.39 (-CH;-), 26.11 (-C-y-O-), 22.80 (-C-a-CH3), 14.0 (-CHa).
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6.3.3 Sintesis de 1-Bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno (4)
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A un matraz balén de dos bocas, se le colocd un refrigerante rosario, al cual se le adaptdé una
trampa para burbujear y licuar en agua, los vapores de yoduro de hidrégeno (HI)g,s generados en
la reaccion. En este matraz se colocaron un agitador magnético, 35 mL de una mezcla de acido
acético:agua:acido sulfurico (92:7:1 % volumen), 3.55 g (6.75 x 10° mol) del compuesto (3),
0.29 g (1.36 x 10 mol) de yodato de potasio y 0.86 g (3.38x10” mol) de yodo. La reaccion se
dejo en agitacién a 120°C por 24 h. Posteriormente, se dejé que la mezcla de reaccién alcanzara
la temperatura ambiente y se le adicioné una solucién de sulfito de sodio al 20% hasta observar
un cambio de color café¢ a amarillo claro. El producto de la reaccién fue precipitado en agua y
disuelto en una mezcla de hexanos:CH,Cl; (8:2). Se obtuvieron 3.88 g (88 %) de un sélido
blanco con p.f. 65-67°C. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) & (ppm) 7.27 (s, 1H, H6-Ar), 6.98 (s, 1H,
H3), 3.94 (m, 4H, -CH;-0-0-), 1.79 (q, 4H, -CH;-3-0-), 1.48 ( m, 4H, -CH,-y-O- ), 1.26 (s, 32H,
-CH,-), 0.88 (t, 6H, -CH3). RMN *C (300 MHz, CDCL) & (ppm) 152.63 (C4), 150.51 (C1),
124.31 (C6), 117.15 (C3), 112.61 (C2), 84.88 (C5), 70.45 y 70.40 (-C-a-O-), 32.03 (-C-3-CHs3),
29.76- 29.40 (-CH,-), 29.26 y 29.22(-C-B-0-), 26.13 y 26.03 (-C-y-O-), 22.80 (-C-a-CH3), 14.23
(-CH3).
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6.3.4 Sintesis de 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno (5)
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En un matraz balén de 500 mL, se colocaron 46 mL de acido acético, 3.5 mL de agua, 0.5 mL de
H,S04, 5 g (0.0112 mol) del compuesto (2), 0.96 g de KIO; (4.49x10° mol) y 2.8412 g de L
(0.0112 mol). Al matraz de reaccion se le adapté un refrigerante con una trampa para burbujear
los vapores de yoduro de hidrégeno en agua. La mezcla de reaccién se mantuvo en reflujo (120
°C) y agitacién por 24 h. Transcurrido este tiempo, se dejé6 que la mezcla alcanzara la
temperatura ambiente y se le adiciond una solucién de sulfito de sodio al 20% hasta obtener un
cambio de color de café a amarillo claro. El producto de la reaccion fue precipitado en agua y
disuelto en una mezcla de hexanos:CH>Cl; (8:2). Obteniéndose 5.94 g (76 %) de hojuelas blancas
de 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno (5) con un p.f. 67-68°C. RMN 'H (300 MHz, CDCl5)
d (ppm) 7.17 (s, 2H, Ar), 3.92 (t, 4H, -CHz-a-O-), 1.79 (q, 4H, -CH,-3-0O-), 1.49 (q, 4H, -CH,-y-
0-), 1.27 (s, 32H, -CH,-), 0.88 (t, 6H, -CH;). RMN *C (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 152.97 (C1,
C4), 122.89 (C3, C6), 86.41 (C2, CS), 70.45 (-C-a-O-), 32.04 (-C-B-CH3), 29.77- 29.40 (-CH>-),
29.27 (-C-B-0-), 26.15 (-C-y-0O-), 22.81 (-C-a-CH3), 14.25 (-CH3).
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6.3.5 Sintesis de 4-Yodobenzoato de bencilo (7)
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En un matraz de dos bocas se colocaron 5 g (0.0202 mol) de acido p-yodobenzoico (6), 40 mL de
CH,Cl, y un agitador magnético. Al matraz se le adaptd una trampa de humedad y se le adiciond
0.1 g (8.19x10™* mol) de dimetilaminopiridina y 2.18 g (2.12 mL, 0.0202 mol) de alcohol
bencilico. La mezcla se agitd vigorosamente para disolver los reactivos. Posteriormente, el
matraz fue colocado en un bafio frio (0 °C) y se le adiciond gota a gota 4.16 g (0.0202 mol) de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) disuelta en DMF. La reaccion se dejé a temperatura ambiente
durante 16 h. Después de este tiempo, la mezcla de reaccion se filtro para separar el solido
formado y luego se le evapordé el solvente. El residuo se disolvié en CH,Cl, y se lavé tres veces
con una soluciéon de HC1 1 N. La fase acuosa se desechd y la fase organica se secd con Na;SOs.
El producto fue purificado por cromatografia en columna. Se obtuvieron 4.73 g (69 %) de 4-
Yodobenzoato de bencilo (7) con un p.f. 66-67°C. Rf= 0.78 (2:8, hexanos:CH,Cl;) RMN 'H
(300 MHz, CDCls) & (ppm) 7.79 (s, 4H, Ar), 7.48-7.36 (m, 5H, Bz), 5.37 (s, 2H, -CH,-). RMN
B¢ (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 166.02 (-C=0), 137.87 (C3, C5), 135.91 (-CH,-C[Bz]), 131.28
(C2, C6), 129.70 (C1), 128.80-128.40 (C-Bz), 101.11 (C4), 67.09 (-CH,-).

6.3.6 Procedimiento general para el acoplamiento de Sonogashira-Heck

En un matraz de 250 mL de 2 bocas (matraz de reaccion), se coloca un agitador magnético y se
adapta una llave para gas y un septum. Se remueve el aire del matraz con un ciclo vacio-N,. Con
una canula se transfiere TEA y THF destilados, y se desgasifica con 3 ciclos continuos vacio-Nj.
Una parte de los solventes, ya desgasificados, se transfiere a los matraces que contienen los
compuestos a acoplar para disolverlos. Después de ello, al matraz de reaccion se le adiciona una

mezcla de catalizadores (diclorobis(trifenil) fosfina paladio II y yoduro de cobre), seguido del
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compuesto halogenado y se calienta por 10 min o se enfria a 0°C, segun sea el caso. Por ultimo,
se agrega el compuesto acetilénico. La reaccién se deja en atmosfera inerte, con agitacion y
calentamiento o a temperatura ambiente durante 18 h. Transcurrido este lapso de tiempo, se filtra
para eliminar la sal de amonio y ésta se lava con THF, solvente que posteriormente se elimina del
filrado por evaporaciéon. El producto crudo es purificado por cromatografia en columna

empacada con silica gel.

6.3.7 Sintesis de 4-[(trimetilsilil)etinilen] benzoato de bencilo (8)

N 7

Aplicando el procedimiento descrito en la seccién 6.3.6, en el matraz de reaccion se desgasificd
una mezcla de TEA/THF destilados (15 mL/5 mL). Se adicionaron 0.1557 g (2.22X10™ mol) de
diclorobis(trifenil) fosfina paladio Iy 0.0211 g (1.11x10™* mol ) de yoduro de cobre. El matraz se
colocd en un bafio frio, después se afiadié 2.5 g (7.39x10° mol) del compuesto (7) disuelto en
TEA/THF, se dejé en agitacién por 10 min y enseguida se burbujeé 0.7262 g (1.05 mL, 7.39x107
mol) de trimetilsilil acetileno en la solucién. El 4-[(trimetilsilil)etinilen] benzoato de bencilo (8)
fue purificado por cromatografia en columna utilizando como eluente una mezcla de
hexanos:CHCl; (3:7) y obteniéndose 1.58 g (69 %). Rf= 0.6 (3:7, hexanos:CHCl;). RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 8.03 (d, 2H, H-Ar), 7.54 (d, 2H, H-Ar), 7.48-7.32 (m, 5H, Bz), 5.37
(s, 2H, -CH,-), 0.30 (s, 9H, (CH3):-Si). RMN '*C (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 165.91 (-C=0),
136.02 (-CH,-C[Bz]), 132.02 (C3, C5), 129.84 (C1), 128.74-128.39 (Bz), 129.64 (C2, C6),
128.05 (C4), 104.28 y 97.89 (-C=C-), 66.97 (-CH,-), -0.02 ((CH3)3-Si).
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6.3.8 Sintesis de 4-Etinilbenzoato de bencilo (9)
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En un matraz de 100 ml de una boca, se disolvieron 2 g (6.48x10? mol) del compuesto (8) en 20
mL de THF, se agregaron 3 gotas de agua destilada y 0.903 g (1 mL, 3.45x10” mol) de fluoruro
de tetrabutilamonio. La reaccién se dejé a temperatura ambiente y con agitacién durante 20 min.
Posteriormente, la solucién del matraz se pasé por un tapén de silica gel usando THF como
eluente, el cual posteriormente fue eliminado por rotaevaporacion. Se obtuvieron 1.48 g (97 %)
de un liquido viscoso de color café obscuro. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.03 (d, 2H,
H-Ar), 7.55 (d, 2H, H-Ar), 7.47-7.33 (m, 5H, Bz), 5.37 (s, 2H, -CH,-), 3.27 (s, 1H, H-=). RMN
B¢ (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 165.84 (-C=0), 135.95 (-CH,-C[Bz]), 132.17 (C3, C5), 130.19

(C1), 129.70 (C2, C6), 128.74-128.39 (-Bz), 126.96 (C4), 82.91 y 80.30 (-C=C-), 67.04 (-CH»-
Bz).

6.3.9 Sintesis de 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] benceno (11)

A un matraz de dos bocas de 250 mL, se le adapté un refrigerante rosario con una trampa de
humedad, se disolvieron 2 g (9.09 x10° mol) de 4-yodofenol (10) en 8 mL de DMF. A esta
solucién se le afiadié 0.5454 g (0.0136 mol) de NaOH y 1.66 g (1.36 mL, 9.09 x10” mol) de 1-
Bromo-2-(2-metoxi-etoxi)-Etano. La reaccidn se dejé bajo calentamiento (120-130 °C) y

agitacion durante 16 h. Posteriormente, se permitié que la mezcla de reacciéon alcanzara la
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temperatura ambiente y se le adicionaron 10 mL de agua fria para disolver las sales de bromuro
de sodio formadas. Después se realizaron extracciones con CH,Cl,. El producto en bruto
resultante al evaporar el CH,Cly, se pasé por una columna empacada con silica gel. Se obtuvieron
1.93 g (66 %) de un liquido de color rosado. Rf= 0.78 (9:1, hexanos:CH,Cl;) RMN "H (300
MHz, CDCl3) & (ppm) 7.26 (d, 2H, H2, H6), 6.42 (d, 2H, H3, H5), 3.76 (t, 2H, -CH,-a-O-Ar),
3.53 (t, 2H, -CH;-B-0-Ar), 3.40 (t, 2H, -CH,-B-O-CH3), 3.27 (t, 2H, -CH;-a-O-CH3s), 3.09 (s,
3H, CH;-O-). RMN “C (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 83.02 (C1), 138.09 (C2, C6), 117.08 (C3,
C5), 158.65 (C4), 71.88 (C-a-O-CHj3), 69.50 (C-B-O-CHj), 67.46 (C-B-O-Ar), 70.62 (C-a-O-
Ar). 58.95 (-CHa)

6.3.10 Sintesis de 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-trimetilsililetinilenbenceno (12)
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Las condiciones de reaccion se describen en 6.3.6, en el matraz de reaccién se desgasificé una
mezcla de TEA/THF destilados (15 mL/5 mL). Se adicionaron 0.1307 g (1.86X10™ mol) de
diclorobis(trifenil) fosfina paladio II'y 0.0177 g (9.3 1x10” mol ) de yoduro de cobre. El matraz se
colocé en un bafio frio, después se afiadi6 2.0 g (6.21x10 mol) del compuesto (11) disuelto en
TEA/THF, se dejd en agitacion por 10 min y enseguida se burbujearon en la solucion 0.6098 g
(0.88 mL, 6.21x10 mol) de trimetilsilil acetileno. El producto fue purificado por cromatografia
en columna. Se obtuvieron 1.13 g (62 %). Rf= 0.5 (CHCl3). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) &
(ppm) 7.35 (d, 2H, H2, H6), 6.78 (d, 2H, H3, HS), 4.07 (t, 2H, -CH,-a-O-Ar), 3.81 (t, 2H, -
CH;-B-O-Ar), 3.66 (t, 2H, -CH,-B-O-CHs), 3.52 (t, 2H, -CH,-0-O-CH3), 3.34 (s, 3H, CH3-0O-),
0.2 (s, 9H, (CHs):-Si). RMN C (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 115.38 (C1), 133.38 (C2, C6),
114.46 (C3, C5), 158.97 (C4), 105.32 y 92.32 (C=C),71.88 (C-a-O-CHj), 70.63 (C-a-O-Ar),
69.56 (C-B-O-CH3), 67.35 (C-B-0-Ar), 58.91 (-CH3), -0.12 ((CH;)s-Si).
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6.3.11 Sintesis de 1-Etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno (13)

En un matraz balén de 100 mL fueron disueltos 0.98 g (1 mL, 3.35x10" mol) del compuesto (12)
en 8 mL de THF, se agregaron 3 gotas de agua destilada y 0.903 g (1 mL, 3.45x10 mol) de
fluoruro de tetrabutilamonio. La reaccién se realizd a temperatura ambiente y con agitacion
durante 20 min. Posteriormente, la solucién del matraz se pasé por un tapdn de silica gel seca
usando THF como eluente, el cual posteriormente fue eliminado por rotaevaporacion. Se
obtuvieron 0.67 g (91 %) de un liquido viscoso de color café obscuro. RMN ‘H (300 MHz,
CDCl) 8 (ppm) 7.33 (d, 2H, H2, H6), 6.77 (d, 2H, H3, HS), 4.03 (1, 2H, -CH-a-O-Ar), 3.75 (1,
2H, -CH,-B-0-Ar), 3.62 (t, 2H, -CH;-B-O-CH3), 3.48 (t, 2H, -CH,-a-O-CH3), 3.30 (s, 3H, CH3-
0-), 2.97 (s, 1H, H-=). RMN “C (300 MHz, CDCl;) & (ppm) 114.32 (C1), 133.49 (C2, C6),
114.59 (C3, CS), 159.15 (C4), 83.69 y 76.39 (C=C), 71.86 (C-a-O-CHj3), 70.65 (C-a-O-Ar),
69.52 (C-B-O-CH3), 67.40 (C-B-O-Ar), 58.90 (-CHs).

6.4. Sintesis de oligdmeros.

6.4.1 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones bencil éster (0FE3Bz2)
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5 9 oFE3Bz2

Siguiendo el procedimiento general para el acoplamiento de Sonogashira-Heck, en el matraz de

reaccion se desgasificaron 15 mL de TEA y 10 mL de THF destilados. Después, se adicionaron
0.015 g (2.15X10” mol) de diclorobis(trifenil)fosfina paladio II y 4.09x107 g (2.15x10”° mol) de
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yoduro de cobre. Posteriormente, el matraz fue colocado en un bafio de hielo y se le afiadi6 0.5 g
(7.16x10™ mol) de 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno disuelto en TEA/THF. La solucién se
dejé en agitacion durante 10 min. Por ultimo, se adicioné 0.34 g (1.43X10° mol) de 4-
etinilbenzoato de bencilo disuelto en TEA/THF. La reaccion se dejo a temperatura ambiente por
18 h. El producto fue purificado por cromatografia en columna usando como solvente una mezcla
de hexanos:CH,Cl, (5:5). Se obtuvieron 0.57 (87%)g del trimero oFE3Bz2 con un punto de
fusién de 105-106°C. Rf= 0.38 (5:5, hexanos:CH,Cl,). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm)
8.07 (d, 4H, H2, H6, H15, H17), 7.59 (d, 4H, H3, HS, H14, H18), 7.47-7.33 (m, 10H, Bz), 7.03
(s, 2H, H8, H11), 5.38 (s, 4H, -CH,-Bz), 4.04 (t, 4H, -CH,-a-0-), 1.86 (q, 4H, -CH,-B-0-), 1.55 (
q, 4H, -CH,-y-O- ), 1.24 (s, 32H, -CH,-), 0.88 (t, 6H, -CH;). RMN C (300 MHz, CDCl;) &
(ppm) 165.96 (C=0), 153.90 (C9, C12), 136.01 (-CH,-C[Bz]), 131.56 (C3, C5, C14, C18),
129.75 (C2, C6, C15, C17), 129.54 (Cl1, C16), 128.73 (C4, C13), 128.43-128.34 (Bz), 116.94
(C8, C11), 114 (C7, C10), 94.42 y 89.14 (-C=), 69.69 (C-a-0), 66.98 (-CH»-Bz), 32.02 (C-B-
CHas), 29.74-29.41 (-CH;-, C-B-0), 26.16 (C-y-O), 22.80 (C-a-CH3), 14.24 (-CH3). UV (DMF):
Amax= 320 nm, &= 61.29 Lg”cm™.

6.4.2 Procedimiento general para la desproteccion de grupos carboxilo

En un matraz de 100 mL de una boca, se coloca bajo atmdsfera inerte, un agitador magnético y el
compuesto a desproteger. Con una jeringa de vidrio, previamente purgada con nitrégeno, se
adiciona tolueno seco y destilado para disolver el compuesto. Esta solucién se desgasifica
burbujeando nitrégeno durante 60 min. Después de este tiempo, se afiade KOH en polvo y se
coloca inmediatamente un refrigerante rosario. El matraz de reaccion se calienta a ~111°C, se
mantiene bajo atmdsfera de nitrégeno y con agitacion por 90 min. Posteriormente, se deja que la
solucién alcance la temperatura ambiente y se adiciona agua acidificada con HCI (pH=1) hasta la
formacion de un precipitado. El solvente se evapora, el agua se elimina del matraz y el sélido se

redisuelve con THF o se realizan extracciones con CH,Cl,.
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6.4.3 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones carboxilo (6cFE3COOH?2)

o NS L L N T L L SIS SN s e R S e e i i e A TS

O-CyoHys 0-CpHys
[0} 0 [0} 0 .
OS50 > OO
d HO oH |

d HyCp— O Db HysC1— O
oFE3Bz2 oFE3COOH2

Aplicando el método descrito en la seccién 6.4.2, para la desproteccion de grupos carboxilo, se

disolvieron 0.18 g (1.94x10 mol) de oFE3Bz2 en 15 mL de tolueno. Después de desgasificar, a
esta solucién se le adicion6 0.11 g (1.94x10” mol) de KOH y la reaccién se dejé a reflujo por 90
min. y bajo atmdsfera inerte. Después de este tiempo, se dejé que la solucion alcanzara la
temperatura ambiente y se le afiadié agua acidificada hasta la formacién de un precipitado.
Luego, el solvente y el agua fueron removidos de la solucion. El sdlido formado fue disuelto en
THF y reprecipitado en cloroformo en tres ocasiones. Se obtuvieron 0.1205 g (90.19%) de
oFE3COOH2 con p.f. 245-246°C. RMN 'H (300 MHz, THF-dg) & (ppm) 8.02 (d, 4H, H2, H6,
H15, H17), 7.57 (d, 4H, H3, HS, H14, H18), 7.11 (s, 2H, H8, H11), 4.06 (t, 4H, -CH;-a.-O-), 1.85
(q, 4H, -CH,-B-0-), 1.58 ( q, 4H, -CH,-y-O- ), 1.27 (s, 32H, -CH>-), 0.88 (t, 6H, -CH;). RMN
BC (300 MHz, THF-dg) & (ppm) 166.08 (C=0), 153.97 (C9, C12), 131.09 (C3, C5, C14, C18),
130.48 (C1, C16), 129.63 (C2, C6, C15, C17), 127.88 (C4, C13), 116.57 (C8, C11), 113.95 (C7,
C10), 93.92 y 88.79 (C=C), 69.18 (C-a-0), 31.97 (C-B-CHs), 29.77-29.42 (-CH,-, C-B-0), 26.17
(C-y-0), 22.66 (C-a-CHj), 13.54 (-CH;). UV (DMF): Amm= 317 nm, &= 68.78 Lg'cm™.

Fluorescencia: Am.,= 408 nm.
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6.4.4 Sintesis de difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato (17)
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A un matraz de dos bocas de 250 mL, se le adapté un embudo de adicién y se le agregd 4.53 g
(0.03 mol) de mercaptobenzoxazol (16) y 35 mL de benceno destilado. Luego se le adiciond
3.0357 g (4.2 mL, 0.03 mol) de TEA destilada y se dejo en agitacion. Mientras tanto, en el
embudo de adicidén se disolvieron 8.0592 g (6.2 mL, 0.03 mol) de clorofosfato de difenilo (15) en
10 mL de benceno, la solucién resultante fue afiadida al matraz gota a gota. La reaccidn se realizé
en atmosfera inerte, a temperatura ambiente y con agitacion durante 110 min. Posteriormente, la
mezcla de reaccién se pasé por una columna de cromatografia empacada con silica gel, para
eliminar las sales formadas, empleando como fase mévil una mezcla de hexanos: CH,Cl, (2:8).
Se obtuvieron 11.3 g de un liquido amarillo con alta viscosidad, el cual solidifica parcialmente
con el tiempo. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 7.65 (s, 1H, H-y-N), 7.53 (d, 1H, H-B-O-
), 7.43-7.21 (m, 10H, H-Ar[-OPO-]), 7.13 (m, 2H, H-y-O y C-B-N-). RMN "*C (300 MHz,
DMSO-ds) & (ppm) 160.08 (C=S), 152.50 (C-a-O-), 151.77 y 151.68 (C-Ar[-OPO-]), 141.86 (C-
o-N-), 130.17 (C-meta-Ar[-OPO-]), 126.18 (C-para-Ar[-OPO-]), 125.54 (C-y-N), 125.08 (C-y-
0), 120.64 y 120.58 (C-orto-Ar[-OPO-]), 119.99 (C-B-N-), 111.14 (C-B-O-). UV (CH30H): Apax
=298 nm, &= 64.70 Lg"em™ (2.5 x 10*Mem™).
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6.4.5 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones manosa (0FE3Man2)
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En un matraz balén de 25 mL, se disolvieron 0.0754 g (1.03 x 10* mol) de oFE3COOH2 y
0.1179 (3.09 x 10™ mol) g del agente activante (17) en 1.5 mL de N-metil-2-pirrolidinona
(calentando ligeramente para ayudar a la disolucion). Esta solucién se dejé en agitacién por 3
min. y después se agregaron 0.0208 g (28.44 pL, 2.06 x 10™* mol) de TEA destilada. Por dltimo
se adicionaron 0.0557 g (2.06 x 10™* mol) de 4-Aminofenil a-D-manopiranésida disuelta en 2 mL
de N-metil-2-pirrolidinona. La reaccidn se realizé a temperatura ambiente y con agitacion por 4
dias. Transcurrido este periodo de tiempo, la solucién del matraz se vertié en una mezcla
etanol:agua (10:0.5), para precipitar el producto crudo, el sélido formado se recuperé por
centrifugado. La purificacién del oligdmero oFE3Man2 se realizé disolviéndolo en N-metil-2-
pirrolidinona y reprecipitando en una mezcla etanol:agua (10:0.5) en dos ocasiones.
Posteriormente se realizaron tres lavados con THF. Se obtuvieron 0.0979 g (76.87%). P.f. 245-
246°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 10.26 (s, 2H, NH), 8.01 (d, 4H, H2, H6,H15,
H17), 7.66 (t, 8H, H3, H5,H14, H18 y 4H-meta-Ar[Man]), 7.23 (s, 2H, H8, H11), 7.09 (d, 4H, H-
orto-Ar[Manl)), 5.33 (s, 2H, Hanomerico)> 5.04 (d, 2H, HO-CH-), 4.85 (d, 2H, HO-CH-), 4.77 (d,
2H, HO-CH-), 4.49, (t, 2H, HO-CH;-), 4.07 (s, 4H, -CH;-a-O-), 3.82 (s, 2H, H2-Man), 1.75
(s, 4H, -CH;-B-0-), 1.51 (s, 4H, -CH,-y-O- ), 1.35 (s, 32H, -CH;-), 0.79 (m, 6H, -CH3). RMN
B¢ (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 164.78 (C=0), 153.84 (C9, C12), 153.28 (C-Ar[Man)),
135.22(C-Ar[NHCO])), 133.93 (C1, C6), 131.61 (C3, C5, C14, C18), 128.55 (C2, C6, C15, C17),
126.06 (C4, C13), 122.35 (C-meta-Ar[Man]), 117.57 (C-orto-Ar[Man]), 117.27 (C8, C11),
113.80 (C7, C10), 99.84 (Canomerico), 94.76 y 88.85 (C=C), 75.43 (C2-Man), 71.29 (C5-Man),
70.71 (C3-Man), 69.49 (C-a-O), 67.34 (C4-Man), 61.64 (C6-Man), 31.84 (C-B-CHj3), 29.66-
29.42 (-CHz-, C-B-0), 26.13 (C-y-0O), 22.64 (C-a-CHs), 14.46 (-CH3). UV (DMF): Ama= 321

nm, &= 142.11 Lg"cm'l. Fluorescencia: Ama= 420.5 nm.
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6.4.6 Sintesis de 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenilenetinilen] benzoato de bencilo (14)
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La reaccién se realizd6 como se indica en la secciéon 6.3.6. En el matraz de reaccion se
desgasificaron TEA/THF (25/5 mL) y se adicionaron 0.0970 g (1.38x10* mol) de
diclorobis(trifenil) fosfina paladio IT'y 0.0132 g (6.91x10”° mol ) de yoduro de cobre. El matraz se
colocd en un bafio frio, se le adiciono 3 g (4.60X10™ mol) del compuesto (4) disuelto en
TEA/THF y se dejd en agitacion durante 10 min. Después se adicionaron 1.09 g (4.60x10” mol)
del compuesto (9) disuelto en TEA/THF. El producto fue purificado por cromatografia en
columna empleando como eluente una mezcla de hexanos:CH,Cl; (6.5:3.5). Se obtuvieron 2.28
g (65 %) de un sélido de color crema con p.f. 51-52°C. Rf=0.4. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) &
(ppm) 8.06 (d, 2H, H2, H6), 7.58 (d, 2H, H3, HS), 7.47-7.33 (m, 5H, -Bz), 7.11 (s, 1H, H11),
7.02 (s, 1H, H8), 5.38 (s, 2H, -CH»-Bz), 3.98 (t, 4H, -CH,-0-O-), 1.82 (s, 4H, -CH,-B-0-), 1.50
(s, 4H, -CH,-y-O- ), 1.26 (d, 32H, -CH>-), 0.89 (m, 6H, -CH;). RMN “*C (300 MHz, CDCl;3) &
(ppm) 165.94 (C=0), 154.45 (C12), 149.57 (C9), 136.03 (-CH,-C[Bz]), 131.49 (C3, C5), 129.74
(C2, C6), 129.48 (C1), 128.73-128.34 (C4, Bz), 118.02 (C8), 117.58 (C11), 114.14 (C10),
112.04 (C7), 93.32 y 88.75 (C=C), 70.19 y 69.87 (C-a-0), 66.97 (-CH,-Bz), 32.05 (C-B-CH3),
29.77-29.30 (-CH,-, C-B-0), 26.10 (C-y-O), 22.82 (C-a-CH3), 14.25 (-CHs).
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6.4.7 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones glicol bencil éster (6cFE3GBz)
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En base al método general de acoplamiento descrito en la seccion 6.3.6, en el matraz de dos
bocas se desgasificaron 20 mL de TEA destilada. Se adicionaron 0.0166 g (2.37x10”° mol) de
diclorobis(trifenil)fosfina paladio II y 2.26x10° g (1.18x10'5 mol) de yoduro de cobre. Luego se

agregaron 0.6 g (7.9x10™ moles) de (14) disuelto en TEA desgasificada. Esta mezcla fue
calentada a ~70 °C por 10 min. Finalmente, 0.1739 g (7.9x10™* moles) de (13), disuelto en TEA,
fueron adicionados al matraz de reaccién. La reaccién se dejo a una temperatura de 60-70 °C
durante 18 h. El producto crudo, libre de sales, se purifica por cromatografia en columna (eluente
CH,Cl), obteniéndose 0.4950 g (69.72 %) del trimero oFE3GBz, el cual presenta un punto de
fusién de 55-57°C. Rf= 0.38 (CH,Cl,). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 8.04 (d, 2H, H2,
He6), 7.57 (d, 2H, H3, H5), 7.49-7.31 (m, 7H, H14, H18 y Bz), 6.99 (s, 2H, H8, H11), 6.88 (d,
2H, H15, H17), 5.36 (s, 2H, ~-CH,-Bz), 4.15 (t, 2H, (-CH;-a-O-Ar), 4.02 (t, 4H, -CH;-a-O-), 3.86
(t, 2H, -CH;-B-O-Ar), 3.72 (t, 2H, -CH,-0-O-CH3), 3.58 (t, 2H, -CH,-3-0-CHj3), 3.39 (s, 3H,
CH3-0-), 1.84 (q, 4H, -CH,-B-0O-), 1.53 (q, 4H, -CH-y-O- ), 1.24 (s, 32H, -CH>-), 0.87 (t, 6H, -
CH;). RMN °C (300 MHz, CDCl3) § (ppm) 165.89 (C=0), 159.01 (C-A1{O-((CH)2-0),-CHzs]),
153.98 (C12), 153.49 (C9), 136.03 ((-CH,-C[Bz]), 133.16 (C14, C18), 131.51 (C3, C5), 129.74
(C2, C6), 129.37 (C1), 128.70-128.30 (C4, Bz), 116.99 (C8), 116.73 (C11), 115.79 (10), 115.24
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(C7), 114.73 (C15, C17), 112.83 (C13), 95.46-84.82 (C=C) , 72.05 (C-a-O-CH3) 70.89 (C-0.-O-
A1), 69.58 (C-B-O-CHs), 67.52 (C-B-O-Ar), 69.70 (C-a-0), 66.93 (-CH,-Bz), 59.15 (CH;-0),
32.04 (C-B-CHs), 29.77-29.30 (-CH,-, C-B-0), 26.19 (C-y-0), 22.82 (C-a-CHs), 14.26 (-CH).
UV (DMF): Amay= 378.5 nm, &= 42.28Lg 'cm’.

6.4.8 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones glicol carboxilo (6FE3GCOOH)
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De acuerdo al método para desproteger grupos carboxilo, seccién 6.4.2, en el matraz se

disolvieron 0.1319 g (1.47x10* mol) de oFEGBz en 10 mL de tolueno. Posteriormente, se
adicionaron 0.0411 g (7.33 x10 mol) de KOH (previamente secado en el liofilizador). Después
del tiempo de reaccién y de acidificar la solucién, se elimind el tolueno y se realizaron tres
extracciones con CH,Cl, a la fase acuosa resultante. El solvente de la fase organica fue
evaporado y el solido obtenido fue purificado por cromatografia en columna, empacada con silica
gel, utilizando una mezcla de CHCl;:CH3;OH (9.8:0.2). Se obtuvieron 0.1031 g (86.90%) de
oFE3GCOOH. P.f. 87-89°C. Rf= 0.33 (9.8:0.2, CHCl3:CH;O0H). RMN 'H (300 MHz, CDCl;) &
(ppm) 8.07 (d, 2H, H2, H6), 7.60 (d, 2H, H3, HS), 7.50 (d, 2H, H14, H18), 7.00 (s, 2H, H8, H11),
6.88 (d, 2H, H15, H17), 4.14 (t, 2H, -CH,-a-0O-Ar), 4.01 (t, 4H, -CH,-a-O-), 3.86 (t, 2H, -CH,-B-
O-Ar), 3.73 (t, 2H, -CH;-a-O-CH3), 3.58 (t, 2H, -CH,-B-0O-CH3), 3.40 (s, 3H, CH3-0-), 1.84 (q,
4H, -CH,-B-0-), 1.51 (q, 4H, -CH,-y-O- ), 1.24 (s, 32H, -CH>-), 0.84 (t, 6H, -CHs). RMN C
(300 MHz, CDCl3) & (ppm) 158.99 (C-Ar[O-((CH;),-O),-CH3]), 154.05 (C12), 153.50 (C9),
133.16 (C3, C5, C14, C18), 131.57 (C2, C6), 130.23 (C1), 129.25 (C4), 117.10 (C8), 116.80
(C11), 115.79 (C10), 115.34 (C7), 114.72 (C15, C17), 112.83 (C13), 95.48-84.73 (C=C), 72.09
(C-a-0-CH;) 70.85 (C-a-0-Ar), 69.76 (C-a-0), 69.67 (C-B-O-CHj), 67.53 (C-B-O-Ar), 59.13
(CH3-0), 32.00 (C-B-CH3), 29.79-29.46 (-CH»-, C-B-0), 26.16 (C-y-O), 22.80 (C-a-CH3), 14.20
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(-CH3). UV (DMF): Amax= 375 nm, €= 47.81 Lg'cm™. Fluorescencia: Ama= 391 nm.

6.4.9 Sintesis del trimero fenilenetinileno con terminaciones glicol manosa (0FE3GMan)
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En un matraz balén de 25 mL se coloc un agitador magnético, 0.07 g (8.65 x 107 mol) de
oFE3GCOOH, 0.0498 g (1.30 x 10™ mol) del agente activante (17) y 1.5 mL de N-metil-2-
pirrolidinona. Esta solucion se dejé en agitacion por 5 min. para disolver los primeros dos
compuestos y después se agregaron 8.75 x 10° g (12 pL, 8.65 x 10” mol) de TEA destilada. Por
tltimo se adicionaron 0.0235 g (8.65 x 107 mol) de 4-Aminofenil a-D-manopiranésida disuelta en
1.5 mL de N-metil-2-pirrolidinona. La reaccidn se realiz6 a temperatura ambiente y con agitacion por 4
dias. Transcurrido este periodo de tiempo, la solucién del matraz se vertié en una mezcla etanol:agua (3:7)
para precipitar el producto crudo, se dejé en agitacién por 20 minutos y el sélido formado se recuperd por
centrifugado. La purificaciéon del oligomero oFE3GMan se realizé6 por cromatografia en columna
empleando como eluente una mezcla de CHCl;:CH;0H (8.5:1.5). Se obtuvieron 0.07 g (75 %). P.f. 171-
173°C . Rf=0.55 (8.5:1.5, CHCl;:CH;0H). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 10.25 (s, 1H, NH), 8.00
(d, 2H, H2, H6), 7.68 (d, 2H, H-meta-ArMan), 7.62 (d, 2H, H3, HS), 7.42 (d, 2H, H14, H18),
7.15 (s, H, H8), 7.12 (s, 1H, H11), 7.08 (d, 2H, H-orto-ArMan), 6.98 (d, 2H, H15, H17), 5.33 (s,
1H, Hanomérico), 5.04 (d, 1H, HO-CH-), 4.86 (d, 1H, HO-CH-), 4.78 (d, 1H, HO-CH-), 4.49, (t,
1H, HO-CH;-), 4.11 (t, 2H, -CH;-a.-O-Ar), 4.02 (d, 4H, -CH,-0-O-), 3.83 (s, 1H, H2-Man), 3.73
(t, 2H, -CH,-B-O-Ar), 1.73 (s, 4H, -CH,-B-0-), 1.48 (s, 4H, -CH,-y-O- ), 1.18 (d, 32H, -CH;-),
0.8 (m, 6H, -CH3). é (ppm) RMN B¢ (300 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) 164.17 (C=0), 159.41 (C-
A1[O-((CH,),-0),-CH3]), 153.85 (C12), 153.45 (C9), 153.24, (C-Ar[O-Man], 135.09 (C-
Ar[NHCO]), 133.93 (C1), 133.30 (C14, C18), 131.56 (C3, CS5), 128.54 (C2, C6), 126.15 (C4),
122.32 (C-meta-Ar[Man]), 117.54 (C-orto-Ar[Man]), 117.09 (C8), 116.89 (C11), 115.44 (C15,
C17), 115.13 (C7), 114.74 (C10), 112.70 (C13), 99.76 (Canomerico), 95.69-85.35 (C=C), 75.43 (C2-
Man), 71.85 (C-a-O-CH3), 71.26 (C5-Man), 70.69 (C3-Man), 70.30 (C-a-O-Ar), 69.37 (C-a.-O,
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C-B-O-CH3), 67.88 (C-B-O-Ar), 67.27 (C4-Man), 61.59 (C6-Man), 58.63 (CH;-0), 31.88 (C-B-
CHs), 29.68-29.32 (-CH;-, C-B-0), 26.13 (C-y-0), 22.68 (C-a-CHa), 14.51 (-CHs). UV (DMF):

Amax= 376 nm, &= 81 Lg'lcm'l. Fluorescencia: Am.x= 424 nm.

6.5 Pruebas preeliminares de reconocimiento bacteriano

6.5.1 Condiciones de cultivo.

El cultivo de Escherichia coli de tipo uropatdgeno fue proporcionado por el Laboratorio de
Analisis Clinicos Especializados de Saltillo, S. A. de C. V. (Saltillo, Coah., México). Con el fin
de estimular la produccién de fimbrias, la bacteria fue inoculada en 75 mL de caldo Luria e
incubada bajo condiciones estaticas a 37°C por 48 h. Posteriormente se realizd una segunda
inoculacion, en la cual 2 mL del cultivo anterior fueron adicionados a otros 75 mL de caldo
Luria, se dejé que las bacterias crecieran bajo las condiciones ya mencionadas.’® Al término del
segundo periodo de incubacion, 15 mL del cultivo fueron centrifugados a 13000 rpm por 3 min.,
el paquete de células asi formado fue resuspendido en 15 mL de una solucién de buffer fosfatos
salino (PBS) a pH 7.2 y centrifugado de nuevo. Este procedimiento se realizé 3 veces y la
biomasa fue resuspendida finalmente en 5 mL de PBS. Para verificar la dispersion de las
bacterias se colocd una gota de la solucién sobre un portaobjetos utilizando un asa de platino y la
muestra fue observada al microscopio. La soluciéon fue agitada hasta que ya no se observaron

aglomerados celulares en las muestras preparadas.

La preparacién del caldo Luria consistié en disolver 750 mg de Bacto peptona, 380 mg de
extracto de levadura, 750 mg de NaCl, 75 mg de glucosa y 75 mg de MgCl,06H,0 en 75 mL de
agua destilada contenida en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y esterilizar la solucién obtenida a
121 °C por 30 min. Cabe hacer énfasis que todo el material empleado durante el manejo de

bacterias fue previamente esterilizado a 121° durante 15 min.

43



DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.5.2. Reconocimiento bacteriano mediante el uso de los oligdmeros oFE3GMan Yy

oFE3Man2

Los oligémeros oFE3GMan y oFE3Man2 fueron disueltos en dimetilformamida (DMF) a una
concentracién de 1 gL', Se preparé un blanco para cada oligémero y un blanco que solo contenia
células de E. coli. Los ensayos se realizaron en tubos de cultivo, en los cuales se colocaron 3 ml
de PBS y posteriormente se adicionaron 40 pL. de la bacteria, se verifico la dispersion de las
c€lulas bacterianas empleando el método descrito en el apartado 6.5.1. Después se afiadieron 90 y
60 pL del oligdmero, se homogeneizd la solucién con agitacion, se incub6 a 37°C y se dej6
agitando a 250 rpm por 40 min. Transcurrido este lapso de tiempo, el control bacteriano fue
agitado hasta asegurar la desintegracion de los agregados celulares que pudieron haberse
formado, con el fin de verificar que esto ocurriera se tomé una muestra y se observd en el
microscopio. El tiempo de agitacion al que fue sometida la solucién y en el cual ya no se
observaron aglomerados celulares fue de 10 s. El resto de las soluciones también fueron
sometidas al mismo periodo de agitacién. Con el propésito de visualizar con mayor facilidad a la
bacteria, a partir de estas soluciones se prepararon algunos frotis que fueron sometidos a una

tincion de Gram (ver Apéndice).

Por tltimo, las cé€lulas fueron centrifugadas (9000 rpm X 10 min) y lavadas con 3 ml de una
solucién de PBS-DMF (60 pL) en dos ocasiones. El paquete de células fue finalmente
resuspendido en 3 ml de PBS y agitado por 30 s. Con un asa de platino se prepararon muestras
para observarlas por microscopia Optica y por microscopia laser confocal. Mientras que las

soluciones fueron caracterizadas por fluorescencia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Sintesis de monémeros
7.1.1 Rutas de sintesis

La ruta de sintesis de los mondmeros necesarios para preparar los oligémeros de tipo
fenilenetinileno se presenta en las figuras 7.1, 7.2 y 7.3. Los mecanismos de reaccién

correspondientes a cada etapa se encuentran descritos en la seccién 7.1.2.

OH OCy,Hys OC,Hys OCyoHys
b Br Br

—> —> —°> 1

OH 0C12H25 oC 12H25 oc 12H25

1 2 3 4

OCi,Hys

OCyzHys

S

Figura 7.1 Ruta de sintesis de los monémeros 1-Bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y

1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno 5. ¢ Cy;H,sBr/NaOH/DMF, 120-130 °C, 16h. b CCl,,
Br,, reflujo, 14 h. ¢ (i) CH;COOH/H,0/H,S0,, K10;, L, reflujo, 24 h.

La ruta de sintesis del mondmero 4 se presenta en la figura 7.1 e inicia con la doble alquilacién
de la hidroquinona 1 con l-bromododecano en medio alcalino formandose asi el 1,4-
bis(dodecanoxi)benceno 2, reaccion a la que se le conoce como alquilacién de Williamson.

Posteriormente, €l compuesto 2 se hace reaccionar con un equivalente de bromo en tetracloruro
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de carbono para obtener el compuesto monohalogenado 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno 3.
Este ultimo compuesto es sometido a una reaccion de yodacidn, en la cual se emplea yodo
molecular, KIO; como agente oxidante y se lleva a cabo en medio acido, de esta manera se
obtiene el compuesto dihalogenado 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4. La sintesis
de 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno 5 también se muestra en la figura 7.1 y consiste en
realizar una doble sustitucién de yodo en las posiciones orto a ambos grupos dodecanoxi del

compuesto 2, el procedimiento para prepararlo es similar al descrito para el compuesto 4.

La figura 7.2 muestra la ruta sintética de 4-etinilbenzoato de bencilo 9. La sintesis de esta
molécula comienza con una reaccion de esterificacion (conocida como de Steglich) del acido 4-
yodobenzoico con el alcohol bencilico en presencia de diciclohexilcarbodiimida DCC como
agente activante, dimetilaminopiridina DMAP como catalizador y cloruro de metileno como

disolvente. De este modo se obtiene el 4-yodobenzoato de bencilo 7.

[o] (o] b N o] c N [o]
R A A A O

: ;O , 0, 0

Figura 7.2 Ruta de sintesis del mondmero 4-etinilbenzoato de bencilo 9. * CH,Cl,, DMAP,
CsH;CH,OH, DCC/DMF, 0 °C, 16 h. ® TEA/THF, diclorobis(trifenil)fosfina paladio II, Cul,
(CH,),SiCCH, temperatura ambiente, 18 h, N,. © THF/H,O/FTBA.

La preparacion del 4-[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 se realiza a través de la
reacciéon de acoplamiento de Sonogashira-Heck entre el producto 7 y un equivalente de
trimetilsilil acetileno. Finalmente, el compuesto 9 se obtiene mediante una reaccidn rapida y

sencilla, en la cual el grupo acetileno es desprotegido empleando fluoruro de tetrabutilamonio
(FTBA).

El 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13 es preparado a partir del 4-yodofenol

(Figura 7.3), el cual se hace reaccionar en un medio bésico con el 1-bromo-2-(2-metoxi-etoxi)-

etano obteniendo de esta manera el compuesto 11. A este ultimo compuesto se le acopla un
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equivalente de trimetilsilil acetileno dando como resultado la molécula 12, la que por ultimo y

con el objetivo de obtener el compuesto 13 es desprotegida usando FTBA.

10 11 12 13
Y H
I I I I
a b c
e —_— —_
OH

S S
SR

/ /

~

Figura 7.3 Ruta de sintesis del monoémero 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13.
? CH3(O (CH,),),Br/NaOH/DMF, 120-130 °C, 16h. * TEA/THF, diclorobis(trifenil)fosfina
paladio II, Cul, (CH,),SiCCH, temperatura ambiente, 18 h, N,. ¢ THF/H,O/FTBA.

7.1.2 Mecanismos de reaccion
7.1.2.1 Sintesis de Williamson
La alquilacién de Williamson (Figura 7.4) es una reaccion que implica la formacién inicial de
grupos fenolato mediante el tratamiento de hidroquinona con hidréxido de sodio. Posteriormente,

ocurre la alquilacién a través de una sustitucion nucleofilica, que genera en este caso, una

molécula simétrica doblemente alquilada.’'
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OGI 0 "Na OCy5Hys
8- 6+
+ NaOH —» + BryCplyy —
O@ 0 "Na OCyyHys
1 2

Figura 7.4 Mecanismo de reaccion involucrado en la alquilacion de Williamson.

La sintesis de 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 11 ocurre bajo un mecanismo de

reaccion similar al ya descrito.
7.1.2.2 Sustitucion electrofilica aromatica

La bromacién de 2 (figura 7.5) se realiza mediante una reaccién de sustitucién electrofilica
aromatica.’> El bromo molecular reacciona rapidamente, sin la necesidad de emplear un
catalizador, debido a que los grupos electron donadores como lo es el grupo dodecanoxi, activan

al anillo aromatico y ademas orientan la sustitucién en las posiciones orto y para.

s N
0,C12H75 O,C12H25 CiaHas CizHzs CizHas
(o] (o] (]
& & Br Br Br W Br
+ Br—Br_}1 , H -« H -~ @ H B + HBr
® ®
o 0 0 0
,
HasCyf H25C12/ Hﬁcn/ stclz/ H75C12/
2 ~ < 3

Figura 7.5 Mecanismo de reaccion para la formacion de 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno 3.

La yodacién de compuestos aromaticos también procede a través de un mecanismo de sustitucién
electrofilica. Sin embargo a diferencia de la bromacién y debido a que el yodo es el elemento con
menor reactividad dentro del grupo de los halégenos, es necesario transformarlo en una especie
electrofila adecuada. En compuestos cuyo anillo aromatico se encuentra activado por grupos

funcionales como el grupo dodecanoxi, la sustitucién se efectiia con especies electrdfilas débiles
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como el I'. La preparacién del ion I' se realiza oxidando I, con KIO; en presencia de cantidades
cataliticas de H,SO,, en medio 4cido.> La sustitucién del catién en el anillo bencénico ocurre de

manera similar a la bromacién (figura7.6).

CyaHas r CiaHas CraHas CnHys 7 CioHas
(0] (0] (0] O (0]
Br Br ® Br @ Br H@ Br.
I L H > H «—> G H —+—»
1 1 1 1
(0] (0] (0] (0] [0}
/ / / /
HysCpa HysCyy HysCpa HysCya HysCf
3 4

Figura 7.6 Mecanismo de reaccion involucrado en la formacion del
1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4

7.1.2.3 Esterificacion de Steglich

Para este estudio en particular, el grupo carboxilo del acido p-aminoyodobenzoico es de gran
importancia en la preparacion de los compuestos finales, debido a la reactividad que le confiere el
carbonilo es necesario realizar la proteccion del grupo carboxilo mediante su esterificacion con
alcohol bencilico, ya que durante la sintesis de los oligébmeros del tipo fenilenetinileno, esta
molécula participa en una o dos etapas intermedias, en las cuales puede sufrir reacciones de

sustituciéon nucleofilica dando origen a compuestos no deseados.

La sintesis de ésteres a partir de acidos carboxilicos y de alcoholes procede bajo condiciones de
reaccion suaves cuando se emplea una carbodiimida como agente activante. La esterificacion del
acido p-yodobenzoico 6 con alcohol bencilico se lleva a cabo a bajas temperaturas, en presencia
de un agente activante como la diciclohexilcarbodiimida DCC y de dimetilaminopiridina DMAP

como catalizador.

Fl mecanismo de la reaccidn se presenta en la figura 7.7 y empieza con la formacién de O-
acilisourea EI-1, una especie intermediaria que se genera a partir del ataque nucleofilico de los
electrones no enlazados del grupo —OH del acido carboxilico al carbono del agente activante.

Posteriormente, la piridina DMAP reacciona con el grupo carbonilo de EI-1 dando lugar a la
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formacion de N-acilpiridinio EI-2, el cual es un segundo intermediario que finalmente reacciona
con el grupo —OH del alcohol bencilico dando como producto final de la reacciéon 4-

yodobenzoato de bencilo 7 y la regeneracion del catalizador.**

R \ ) oN
e
DMAP EI-2 |

DMAP

Figura 7.7 Mecanismo de reaccién para obtener el 4-yodobenzoato de bencilo 7.
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7.1.2.4 Reaccién general de acoplamiento de Sonogashira-Heck

El acoplamiento de acetilenos terminales a haluros de arilo es un proceso ciclico catalizado por el
complejo diclorobis(trifenil)fosfina paladio II, asi como por el yoduro de cobre. El mecanismo de

reaccion que se lleva a cabo comprende las siguientes etapas:

1. Una primera etapa en la cual ocurre la reduccion del complejo de paladio II a paladio cero por
la accién catalitica del Cul: (PPhs),Pd°Cl.

2. Posteriormente, el haluro de arilo Ar-X se adiciona al complejo de paladio cerovalente
causando su oxidacion a paladio divalente: Ar-Pd’X(PPh;),Cl.

3. En la siguiente etapa, el grupo —X es desplazado del complejo mediante un ataque
nucleofilico promovido por el compuesto acetilénico.

4. Por ultimo, mediante una eliminacidn reductiva se obtiene el arilenetinileno y se regenera el

complejo de paladio cerovalente, el cual comienza un nuevo ciclo de acoplamiento.
7.1.2.5 Desproteccion del grupo trimetilsililacetileno.

Para remover el grupo trimetilsilil que protege al grupo acetilénico de la molécula se emplea
fluoruro de tetrabutilamonio FNBu4 y THF como solvente. La afinidad electrénica que presenta
el fluor por el silicio permite realizar esta reaccién bajo condiciones suaves y de forma rapida.
Cuando el fluor reacciona con el compuesto sililado se forma un fluorosiliconato, especie
intermediaria de la cual posteriormente es eliminado el fluoruro de trimetilsililo y el nucleéfilo
resultante es estabilizado por el catidén #-butilamonio ®NBuy. La funcidn acetilénica terminal es

regenerada a partir de la protonacion del nucledfilo con agua del medio de reaccion (figura 7.8).
La alta reactividad que presenta el agua frente al fluoruro de trimetilsililo origina la formacion de

hidroxitrimetilsilano, acido fluorhidrico HF y finalmente hexametildisiloxano. Siendo el HF

capaz de promover 7 ciclos de desproteccion de moléculas sililadas.

51



RESULTADOS Y DISCUSIONES

1+
Q___ < [N< >,:e] 8bu,

—>i——-F + HO —> —>i—OH + HF

Dl o [
=——H

———>Si—OH + HO—S/\i\— —> —>i—0——s{i\— + H

Figura 7.8 Mecanismo de reaccién que se lleva a cabo durante la
desproteccién de grupos acetilenos. *Bu,NF/THF. °H,0.

7.1.3 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear

En el presente estudio, las técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear de protén y
de carbono (RMN 'H y de "*C) fueron de gran utilidad para corroborar las estructuras quimicas
de los compuestos preparados en el laboratorio. Los espectros de RMN 'H y de ">C obtenidos a
partir de las moléculas sintetizadas se presentan agrupados con la intenciéon de mostrar los
cambios que van sucediendo a cada compuesto intermediario previo a la obtencién de una

molécula especifica.
Por ultimo, en la tabla 7.1 se presentan los desplazamientos quimicos (8) de protones residuales

13 . .y ’ .
y de “C de los solventes deuterados ocupados para la caracterizacién por RMN. Asi mismo se

presentan sus multiplicidades entre paréntesis.
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Tabla 7.1 Desplazamientos quimicos de solventes deuterados.

Solvente Desplazamientos quimicos 8 (ppm)
RMN 'H RMN °C
Cloroformo-d; 724 (1) 77 (3)
Dimetilsulfoxido-ds 2.49(5) 39.5(D)
3.3*H,0
Tetrahidrofurano-dj 3.58 (br) 67.4 (5)
1.73 (br) 253 (br)

*Estos valores pueden variar mucho dependiendo del soluto, la concentracion y la temperatura.

7.1.3.1 Resonancia Magnética Nuclear 'H

En esta seccidn se presenta el andlisis de la informacién recabada a partir de los espectros de
RMN 'H de los compuestos involucrados en las rutas de sintesis de las figuras 7.1, 7.2y 7.3. La
figura 7.9 muestra de manera comparativa los espectros del reactivo hidroquinona 1 y de los
compuestos 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2, 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno 3, 1-bromo-
2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y de 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno 5. Los
espectros del 4cido  4-yodobenzoico 6, 4-yodobenzoato de  bencilo 7, 4-
[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9 se agrupan en la
figura 7.10. Mientras que en la figura 7.11 se presentan los espectros correspondientes al 4-
yodofenol 10, 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 11, 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-

trimetilsililetinilenbenceno 12, y 1-Etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13.

La sintesis de los compuestos 4 y 5§ comienza con la alquilacién de la hidroquinona 1 (ver figura
7.1); por tal motivo, primero se realizard una descripciéon del espectro de este reactivo y
posteriormente se ird analizando cada uno de los espectros que también se encuentran en la
figura 7.9. En el espectro de la hidroquinona se observan dos singuletes en la regiéon aromatica a
8.66 y 6.63 ppm, los cuales corresponden a los protones de los grupos hidroxilo y a los del anillo
bencénico respectivamente. Cuando la hidroquinona ha reaccionado con el 1-bromododecano
obteniéndose el producto intermediario 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2, las sefiales generadas
inicialmente por los protones de los grupos hidroxilo de 1 desaparecen, observandose solo un

singulete a 6.82 ppm asignado a los protones aromaticos. Mientras tanto a campos altos se
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observan las sefiales correspondientes a los protones de las cadenas alifaticas: un triplete (a) a 0.9
ppm generado por los protones del grupo metilo, un singulete (b) a 1.28 ppm atribuido a los
grupos metileno restantes de la cadena alifatica, un quinteto (c¢) a 1.45 ppm que corresponde al —
CH;-y-O-, un quinteto (d) con un desplazamiento quimico de 1.76 ppm generado por el —CH,-3-
O- y finalmente un triplete (e) a 3.90 ppm asignado al —-CH;-a.-O-. Como puede apreciarse en la
misma figura, los protones de las cadenas alifaticas de los diferentes compuestos presentan
desplazamientos quimicos similares a 2. Sin embargo, en algunos casos el nimero y la
multiplicidad de las sefiales se ven afectados por algunos grupos sustituyentes del anillo
aromatico. El ejemplo mas ilustrativo lo constituye el espectro del 1-bromo-2,5-
bis(dodecanoxi)benceno 3. Al introducir un 4tomo de bromo en la estructura quimica de 2, éste
modifica el ambiente quimico de los protones de carbonos adyacentes e incluso de los protones
de la cadena alifatica mas cercana y como consecuencia se observan diferencias notables en el
espectro del compuesto resultante 3. A campos bajos se observa un singulete (6.80 ppm) y dos
dobletes (6.78 y 7.10 ppm), los cuales corresponden a los protones Hi, Hs y Hg del anillo
bencénico. En cuanto a las cadenas alifaticas, la sefial del —CH,--O- se observa como un
multiplete (d) (81.77) y los protones —CH,-a-O- de cada cadena producen un triplete (e) (3.94 y
3.87 ppm). Finalmente, en el espectro del 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 se
observa que ha desaparecido el doblete asignado al proton Hs del compuesto 3, cuando éste ha
sido reemplazado por un atomo de yodo. Asi mismo, la multiplicidad de Hg (57.27) cambia de
doblete a singulete, en tanto que el singulete del protén Hjz se desplaza a 6.98 ppm. Los
desplazamientos quimicos de los protones de las cadenas son similares a 2 y s6lo se observa

cambios en la multiplicidad de -CH,-a.-O-.
En relacién al compuesto 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno 5, como puede apreciarse en la

figura 7.9, su espectro es similar al del compuesto 2; sin embargo la intensidad de las sefiales es

proporcional al numero de protones de la estructura esperada.
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Figura 7.9 Espectros de RMN 'H de la hidroquinona 1, 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2, 1-bromo-2,5-
bis(dodecanoxi)benceno 3, 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y del

diyodobenceno 5 en CDCl;.

1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-
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En la figura 7.10 se muestran los espectros de los compuestos sintetizados 7, 8 y 9, asi como el
de la materia prima 6. De manera general, en los espectros de los compuestos obtenidos se
observan algunas sefiales en comin, las cuales corresponden a los protones del grupo bencilico: a
5.37 ppm se observa el singulete producido por el metileno (-CH;-), mientras que entre 7.48 y
7.36 ppm se presenta un multiplete derivado de los protones aromaticos (Bz). La diferencia entre
los espectros de estos compuestos radica esencialmente en las sefiales generadas por los
diferentes grupos sustituyentes del anillo bencénico principal. Como puede apreciarse en esta
figura, el espectro del acido yodobenzoico 6 muestra dos dobletes a 7.87 ppm (H; y Hg) y 7.69
ppm (H3 y Hs), los cuales se transforman en un singulete (8 7.79 ppm) en el momento en el que 6
es esterificado con alcohol bencilico para obtener 4-yodobenzoato de bencilo 7. Al acoplar este
ultimo compuesto a un equivalente de trimetilsililacetileno TMSA se obtiene 4-
[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8, en cuyo espectro ahora se observan dos dobletes (8
8.03 y & 7.54 ppm) que corresponden a los protones aromaticos y un singulete (0.30 ppm)
producido por los protones metilicos del trimetilsililo (—Si—(CHzs)3). Posteriormente, cuando se
remueve el grupo trimetilsililo que protege a la funcién acetilénica de la molécula 8, 1a sefial que
éste forma desaparece y a 3.27 ppm aparece un singulete generado por el protén acetilénico
(H—=) del compuesto 4-etinilbenzoato de bencilo 9. Los desplazamientos quimicos de los

protones aromaticos de este ultimo compuesto son similares a los presentados por el compuesto
8.

A continuacion describiremos los espectros de los compuestos 10, 11, 12 y 13, los cuales se
encuentran agrupados en la figura 7.11. De acuerdo a la ruta de sintesis descrita en la figura 7.3,
la preparacion del 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13 inicia a partir del 4-
yodofenol 10. En el espectro de este reactivo se observan dos dobletes, el primero a 7.50 ppm
producido por los protones H, y Hg; mientras que a 6.62 ppm se observa el segundo doblete
derivado de los protones H3 y Hs del anillo aromético. El pico ancho producido por el protén del
grupo hidroxilo a 5.36 ppm solo se detecta al amplificar la regién que comprende los 6.0 y 4.6

ppm del espectro, ver figura insertada en el espectro de 10.
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Figura 7.10 Espectros de RMN 'H correspondientes al 4cido 4-yodobenzoico 6, 4-yodobenzoato de bencilo 7,
4-[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9.

Como puede notarse en los tres ultimos espectros de la figura, el nimero de sefiales generadas
por los protones aromaticos al igual que su multiplicidad, no se ven afectados por los grupos
sustituyentes que se encuentran en las diferentes moléculas. Este mismo comportamiento se

observa en las sefiales del 2-(2-metoxi-etoxi)-etilo que aparecen entre 4.07 y 3.09 ppm. En estos
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casos, la diferencia entre las sefiales de un compuesto a otro se observa en los desplazamientos

quimicos que éstas presentan.

El espectro del 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 11 presenta dos dobletes a 7.26 (H;
y Hg) y 6.42 ppm (H; y Hs). A diferencia del espectro de 10, no se detecta la sefial del protén
hidroxilo al amplificar la zona entre los 6.0 y 4.6 ppm. En su lugar se observan cuatro tripletes (6
3.76, 3.53, 3.40 y 3.27 ppm) correspondientes a los grupos metileno a-O-Ar (j), B-O-Ar (i), B-O-
CH;3 (h) y a-O-CH;3 (g), asi como un singulete asignado a los protones metilicos (f) (8 3.09 ppm)

del 2-(2-metoxi-etoxi)-etilo.

Una vez acoplado el TMSA a 11 se obtiene el 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
trimetilsililetinilenbenceno 12, el espectro de este compuesto presenta el singulete intenso
caracteristico del trimetilsililo (—Si—(CH3)3) a 0.2 ppm. El resto de las sefiales presentan
desplazamientos quimicos significativos con respecto a los sefialados para la molécula 11.
Cuando el TMSA se acopla a la molécula origina un desapantallamiento de los protones del
anillo bencénico, de este modo, los dobletes de los protones aromaticos se desplazan a campos
bajos a 7.35 (H; y Hg) y 6.78 (H3 y Hs) ppm. Sucediendo de igual manera para los tripletes
generados por los metilenos del 2-(2-metoxi-etoxi)-etilo (6 4.07, 3.81, 3.66 y 3.52 ppm), asi
como para el singulete del grupo metilico (& 3.34 ppm). Por ultimo, cuando el trimetilsililo es
eliminado de la estructura quimica de 12 por el FTBA, la sefial que éste genera a 0.2 ppm
desaparece y el singulete caracteristico del proton acetilénico (H—=) del 1-etinilen-4-[2(-2-
metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 13 se observa a 2.97 ppm. En la regién de los aromaticos, los
protones H, y Hg producen un doblete a 7.33 ppm, y los protones H3 y Hs generan otro doblete a
6.77 ppm. A 4.03, 3.75, 3.62 y 3.48 ppm se observan los tripletes de los grupos metileno y a 3.30

ppm se observa el singulete de los protones metilicos del 2-(2-metoxi-etoxi)-etilo.
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Figura 7.11 Espectros de RMN 'H correspondientes al 4-yodofenol 10, 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]
benceno 11, 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-trimetilsililetinilenbenceno 12, y 1-Etinilen-4-{2(-2- metoxi-etoxi)-
etoxi ] benceno 13. Figura insertada: Region amplificada del espectro de RMN 'H del 4-yodofenol 10. La
banda ancha con & 5.36 ppm corresponde al protén del grupo hidroxilo.
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7.1.3.2 Resonancia Magnética Nuclear de Bc

Habiendo realizado la discusion de los espectros de RMN 'H, en seguida abordaremos el analisis
de los espectros de RMN BC. Los desplazamientos teéricos de las sefiales generadas por los
carbonos de los compuestos sintetizados fueron calculados empleando los paquetes de simulacion
Spartan 04 y ChemDraw 3D. Tomando como referencia estos datos se realizd la asignacién de
los desplazamientos experimentales para los carbonos de cada una de las moléculas. Una
caracteristica importante que también fue considerada al momento de asignar las sefiales fue su
intensidad de resonancia, ya que los carbonos sustituidos presentan sefiales de menor intensidad
que los carbonos no sustituidos. Los espectros obtenidos a partir de los diferentes compuestos
sintetizados fueron agrupados en las figuras 7.12, 7.13 y 7.14. Los desplazamientos teéricos
recabados, asi como los experimentales se muestran en las tablas 7.2, 7.3 y 7.4. A partir de esta

informacion solo se destacaron los aspectos mas relevantes de cada espectro.

Como puede apreciarse en los espectros de las figuras 7.12, 7.13 y 7.14, los grupos funcionales
de los diferentes compuestos sintetizados dan origen a nuevas sefiales en los espectros y/o
algunos cambios importantes en los desplazamientos quimicos principalmente de los carbonos
del anillo aromatico. En la figura 7.12 se muestran los espectros del reactivo hidroquinona 1 y de
los compuestos 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2, 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno 3, 1-bromo-
2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno 5. En el caso del
compuesto 2, a campos bajos se observan las sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos,
cuyos desplazamientos son similares a los del reactivo 1, ver tabla 7.2. En cuanto a las sefiales
que se observan a campos altos, €stas corresponden a los carbonos de las cadenas alifaticas: el
carbono del grupo metilo (a) genera una sefial a 14.19 ppm, mientras que los carbonos que se
encuentran en las posiciones o (b;) y B (bz) al metilo producen las sefiales que se localizan a
22.79 y 32.03 ppm; los carbonos de los grupos metileno restantes (-b-) junto con el carbono {3 al
oxigeno (d) presentan un conjunto de sefiales entre 29.76 y 29.46 ppm y por ultimo, los carbonos
a (e) y ¥ (¢) al oxigeno muestran sefiales a 68.75 y 26.18 ppm. Cabe mencionar que las sefiales de
las cadenas alifaticas de los compuestos 3, 4 y 5 muestran desplézamientos quimicos muy
similares a los descritos para el compuesto 2, aunque se presentan algunas excepciones éstas

seran discutidas en su momento.
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Tabla 7.2 Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos de la hidroquinona 1, 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2,
1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)benceno 3, 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y del 1,4-bis(dodecanoxi)-
2,5-diyodobenceno 5.de solventes deuterados.

Compuesto Desplazamientos quimicos tebricos Desplazamientos quimicos experimentales
C1 C2 c3 C4 Cs C6 C1 2 c3 C4 Cs C6
1 1499 | 117.1 | 117.1 | 149.9 | 117.1 | 1171 150.32 | 116.36 | 116.36 | 150.32 | 116.36 | 116.36
2 1504 | 114.8 | 114.8 | 1504 | 114.8 | 114.8 153.32 | 11548 | 115.48 | 15332 | 11548 | 11548
3 153.7 | 1094 | 118.1 | 1526 | 113.8 | 117 153.68 | 112.89 | 119.59 | 149.87 | 114.43 | 114.78
4 1553 § 1083 | 119.7 | 161.5 | 82.6 | 1259 150.51 | 112.61 | 117.15 | 152.63 | 84.88 | 124.31
5 1609 | 825 | 1253 | 1609 | 82.5 | 125.3 15297 | 86.41 | 122.89 | 15297 | 86.41 | 122.89

Al introducir un atomo de bromo en la posiciéon orfo con respecto a una de las cadenas
dodecanoxi del anillo aromatico de 2, las sefiales de cada uno de los carbonos aromaticos
experimentan cambios significativos en sus desplazamientos quimicos, como lo podemos
constatar en el espectro del compuesto resultante 3. Otro ejemplo de la influencia del halégeno
sobre los desplazamientos de la sefiales y que se puede visualizar facilmente en el espectro, lo
constituyen las sefiales que se encuentran a 70.30 y 68.89 ppm, las cuales son producidas por el -
C-a-O- (e) de cada una de las cadenas aliféticas. Por ltimo, cuando se incorpora un 4tomo de
yodo en el carbono 5 del anillo bencénico de 3, obteniéndose de este modo el compuesto 4, el
cambio mas notable que se observa en el espectro es el desplazamiento de la sefial que produce
dicho carbono hacia campos altos (& 82.6 ppm). Debido a la diferencia de electronegatividades
entre ambos halégenos, también se presentan sefiales producidas independientemente por cada
una de las cadenas alifaticas y que corresponden a los -C-a-O- (e) (70.45 y 70.40 ppm), -C-B-O-
(29.26 y 29.22 ppm) (d) y al -C-y-O- (¢) (26.13 y 26.03); sin embargo, estas sefiales no pueden
distinguirse facilmente en el espectro puesto que se encuentran semitraslapadas con otras sefiales

o bien es necesario ampliar la imagen para poder apreciarlas.
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Figura 7.12 Espectros de RMN "C de la hidroquinona 1, 1,4-bis(dodecanoxi)benceno 2, 1-bromo-2,5-
bis(dodecanoxi)benceno 3, 1-bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-yodobenceno 4 y del 1,4-bis(dodecanoxi)-2,5-
diyodobenceno 5.

En relacion al espectro de RMN C del compuesto 5 y a diferencia de su espectro de RMN 'H,
¢éste presenta cambios mas evidentes respecto al espectro del compuesto 2, por un lado las sefiales

de los carbonos no sustituidos se encuentran a 122.89 ppm, mientras que los carbonos sustituidos
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con yodo (C; y Cs) presentan un desplazamiento a 86.41 ppm. En el espectro de 2, éstos carbonos

solo generan una sefial a 115.48 ppm.

Los espectros del acido 4-yodobenzoico 6, 4-yodobenzoato de bencilo 7, 4-
[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9 se agrupan en la
figura 7.10. Entre las sefiales mas relevantes que muestran los espectros de los compuestos
sintetizados destacan la que genera el carbono carbonilo a 166 ppm Yy las sefiales propias del
grupo bencilico, tales como la del carbono del anillo bencénico (Bz) que se encuentra unido
directamente al grupo metileno (k) a 136 ppm, el conjunto de sefiales que genera el mismo anillo

(Bz) entre 128.80 y128.40 ppm, y la sefial del grupo metileno (-CH»-) a 67 ppm.

El compuesto 8 se obtiene al acoplar TMSA a 7, en su espectro se observan ademas de las sefiales
de los carbonos aromaticos (revisar tabla 7.3) y las relacionadas con el grupo bencilico, las
sefiales de los grupos metilo unidos al silicio ((—Si—CHj3)3) a -0.02 ppm y las de los carbonos
etinilénicos a 104.28 y 97.89 ppm (C=C). Al remover el ((—Si—CH3)3) de la estructura quimica de
8, la sefial de los carbonos de este grupo desaparece y se observa un desplazamiento de los

carbonos acetilénicos a 82.91 y 80.30 ppm (C=C).

Tabla 7.3 Desplazamientos quimicos experimentales y tedricos del acido 4-yodobenzoico 6, 4-yodobenzoato de
bencilo 7, 4-[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9.

Compuesto Desplazamientos quimicos tedricos Desplazamientos quimicos experimentales
C1 C2 C3 C4 Cs Cé6 C1 C2 C3 C4 C5 Cé6
6 129.5 | 131.7 | 137.3 | 102.5 | 137.3 | 131.7 130.86 | 131.64 | 138.12 | 101.69 | 138.12 | 131.64
7 129.4 | 131.3 | 1373 { 101.6 | 137.3 | 1313 129.70 | 131.28 | 137.87 | 101.11 | 137.87 | 131.28
8 130.2 | 1293 | 132.0 | 126.6 | 132.0 | 129.3 129.84 | 129.64 | 132.02 | 128.05 | 132.02 | 129.64
9 130.2 | 129.3 | 132.0 | 126.6 | 132.0 | 129.3 130.19 | 129.70 | 132.17 | 126.96 | 132.17 | 129.70
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Figura 7.13 Espectros de RMN *C correspondientes al 4cido 4-yodobenzoico 6, 4-yodobenzoato de bencilo 7, 4-
[(trimetilsilil)etinilen]benzoato de bencilo 8 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9.
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Enseguida analizaremos los espectros correspondientes al 4-yodofenol 10, 1-yodo-4-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 11, 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-trimetilsililetinilenbenceno 12 y
del 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13, los cuales se encuentran agrupados en la
figura 7.14. En la tabla 7.4 se muestran los desplazamientos quimicos tedricos y experimentales

de las sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos de los compuestos antes mencionados.

Tabla 7.4 Desplazamientos quimicos de 4-yodofenol 10, 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] benceno 11, 4-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi]-trimetilsililetinilenbenceno 12, y 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13.

Compuesto Desplazamientos quimicos teéricos Desplazamientos quimicos experimentales
C1 C2 3 C4 C5 Cé6 C1 C2 C3 C4 Cs C6
10 89.9 | 1388 | 117.3 | 156.2 | 117.3 | 138.8 82.92 | 138.58 | 117.96 | 155.36 | 117.96 | 138.58
11 889 | 138.0 | 1158 | 157.7 | 115.8 | 138.0 83.02 | 138.09 | 117.08 | 158.65 | 117.08 | 138.09
12 113.9 | 132.7 | 113.8 | 1585 | 113.8 | 132.7 115.38 | 133.38 | 114.46 | 158.97 | 114.46 | 133.38
13 113.9 | 132.7 | 113.8 { 158.5 | 113.8 | 132.7 114.32 | 133.49 | 114.59 | 159.15 | 114.59 | 133.49

Los espectros de los compuestos preparados a partir del 4-yodofenol tienen en comin las sefiales
que aparecen entre 72 'y 58 ppm, las cuales corresponden a los metilenos y al metilo del grupo
sustituyente 2-(2-metoxi-etoxi)-Etilo. El carbono del metilo (f) produce una sefial a 58.95 ppm.
Mientras que los metilenos mostraron las siguientes caracteristicas: las sefiales a (j) y B (i) al -O-
Ar presentan un desplazamiento quimico de 70.62 y 67.46 ppm, y las sefiales a (g) y B (h) al -O-
CHj se encuentran a 71.88 y 69.50 ppm.

Después de acoplar el TMSA a la estructura quimica de 11, obteniendo de esta manera el
compuesto 12, el espectro de éste ultimo presenta como caracteristicas principales: la sefial
producida por los grupos metilos del trimetilsililo ((—Si—CH3)3), la cual se localiza a -0.12 ppm y
las sefiales de los carbonos etinilénicos que se encuentran a 92.32 y 105.32 ppm (C=C). Cuando
la funcion acetilénica es desprotegida, la sefial del trimetilsililo desaparece y se observa el

desplazamiento de los carbonos del grupo acetileno a 83.69 y 76.39 ppm (C=C).
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Figura 7.14 Espectros de RMN “C correspondientes al 4-yodofenol 10, 1-yodo-4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]
benceno 11, 4-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-trimetilsililetinilenbenceno 12, y 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-
etoxi ] benceno 13.

7.2 Sintesis de oligémeros

En la mayor parte de los trabajos, los cuales es necesario mencionarlo son contados, que se
emplean oligdmeros o polimeros conjugados y que estan funcionalizados con monosacaridos
como la manosa,” >° los grupos OH siempre estidn protegidos para no afectarlos durante las
diferentes etapas de sintesis. Estas protecciones por lo regular se llevan a cabo con grupos acetilo,

subsecuentemente la manosa es sometida a un proceso de desacetilacion con el tedioso trabajo de
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aislar los diferentes compuestos que ain tienen manosa con grupos acetilo sin hidrolizar, ademas
se debe tener en cuenta la presencia de otros grupos funcionales en la molécula que puedan ser
susceptibles a la hidrdlisis. En este capitulo, reportamos la sintesis de oligdmeros con 3 unidades
fenilenetinileno terminados con uno o dos acidos carboxilicos protegidos con grupos bencilo.
Después de la desproteccion de los acidos carboxilicos, €stos fueron activados con difenil(2,3-
dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato, el cual una vez sustituido se convierte en un buen
grupo saliente después del ataque nucleofilico de la amina 4-aminofenil-a-D-manopirandsida. La

amidacion mediante esta ruta no requiere que los grupos hidroxilo sean protegidos.

Para hidrolizar el grupo bencilo, evaluamos diferentes métodos (a temperatura ambiente y
calentando) tales como el que involucra condiciones acidas CF3CO;H en CHCl,, o condiciones
basicas KOH/H,0O en THF y empleando (CH3);MeSiCl/Nal en CH3CN.3® Sin embargo, por los
tres métodos los rendimientos fueron menores al 30 %. Aun mas, si el desgasificado de los
solventes en condiciones acidas o basicas no se lleva a cabo rigurosamente, la degradacion total
de las funciones etinilénicas ocurre rapidamente, la cual a su vez se puede monitorear por TLC
por la aparicion de muchas manchas en la silica y la desaparicion de la mancha muy fluorescente
del trimero. Después de muchos intentos, el método que se usa para hidrolizar el grupo protector
polar de acetilenos, el 2-metil-ol, se evalud y se adecué con éxito.>” En nuestro caso encontramos
que en vez de utilizar butanol o propanol que hacen precipitar al trimero, el uso de tolueno
burbujeado con nitrégeno por una hora previamente a la reaccion era suficiente. También se debe
de usar un exceso de KOH (5 equivalentes por grupo bencilo) para obtener los trimeros con
terminaciones acido carboxilico en rendimientos de alrededor de los 89 %. Para la reaccion de
amidacién con la 4-aminofenil-a-D-manopiranésida, también se evaluaron diferentes métodos.
Primeramente fue el tipico uso del agente deshidratante DCC/DMAP, el cual no fue el adecuado,
ya que encontramos que si los OH de la manosa no estaban protegidos se obtenia una mezcla de
productos dificiles de aislar incluso a bajas temperaturas de reaccion y la amidacion se llevaba a
cabo en solo un ~ 3 %. El uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDAC), el cual
es conocido por volverse un buen grupo saliente al sustituirse en el acido carboxilico y es ademas
muy selectivo al ataque nucledfilo de aminas, también arrojo bajos rendimientos ~ 15 %,
acompafiado de un gran nimero de subproductos que hicieron el aislamiento extremadamente

tedioso. En ambos métodos, la correspondiente urea que se forma fue dificil de eliminar por
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completo. Otro agente activante que se emplea para las amidaciones con acidos carboxilicos
aromaticos muy  impedidos  estéricamente es el  difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-

benzoxazolil)fosfonato,*® **

Ueda y col. reportaron que las aminas aromaéticas reaccionan mas
rapido y selectivamente que los alcoholes y fenoles debido a la diferencia de reactividad
nuceéfila, y sin embargo éste agente ha sido poco explotado. Una vez que este agente se
sustituye en el acido, éste se convierte en un buen grupo saliente después del ataque nucleofilico
de la amina de la 4-aminofenil-a-D-manopirandsida. Aplicando esta ruta de amidacién, los

grupos hidroxilo no son afectados y el producto se obtiene en buen rendimiento.
7.2.1 Rutas de sintesis

La ruta de sintesis de los oligdémeros oFE3Bz2, oFE3COOH2 y oFE3Man2 se muestra en la
figura 7.15. En donde, la preparacion del trimero oFE3Bz2 consiste en acoplar dos equivalentes
de 4-etinilbenzoato de bencilo 9 a un equivalente del compuesto aromético dihalogenado 1,4-
bis(dodecanoxi)-2,5-diyodobenceno S, empleando los catalizadores diclorobis(trifenil)fosfina
paladio II y yoduro de cobre en TEA/THF. La obtenciéon de oFE3COOH?2 se realiza a partir del
oFE3Bz2, removiendo de su estructura a los grupos bencilicos que protegen a ambas funciones
carboxilicas. La remocién de dichos grupos de proteccion se lleva a cabo de manera ficil y rapida
en un medio alcalino (KOH/tolueno), obteniendo rendimientos del 90 %. La presencia de los
grupos carboxilo terminales en el trimero oFE3COOH2 permiten que éstos puedan ser
funcionalizados con algunas moléculas de interés biol6gico como por ejemplo la 4-aminofenil-a.-
D-manopiranédsida. Esta reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente y en presencia de un
agente activante del grupo carboxilico como lo es el difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-
benzoxazolil)fosfonato 17, N-metil-2-pirrolidinona como solvente, trietilamina y 4-aminofenil-o.-
D-manopiranésida. De esta manera se obtuvo un rendimiento del 77 % del compuesto

doblemente funcionalizado oFE3Man?2.

68



RESULTADOS Y DISCUSIONES

0-C,H 0-C;H
12828 o a o _ ﬂ 12 zs/ \ o
1§ 1 4+ 2H——= — = =
\__7 \/\ 4 —

[}

oFE3Bz2
5 9
¢ b
O-CpHys
O 0
HO \ 7 = OH
H5C1p— 0
oFE3COOH2

Ve

OCiHzs

HO noo0 o o oon PH

H2Ci20

oFE3Man2

Figura 7.15 Ruta de sintesis de los trimeros oFE3Bz2, oFE3COOH2 y de oFE3Man2. * TEA/THF,
diclorobis(trifenil)fosfina paladio II, Cul, 60-70 °C, 18 h. ? (i) Tolueno, KOH, reflujo, 90 min. N,. (ii)
H,O/HCIL. (pH 1). € Difenil (2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil) fosfonato, 1-metil-2- pirrolidinona, TEA, 4-
aminofenil a-D-manopirandsida.

La sintesis de los oligdbmeros oFE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan comienza con la
preparacion del dimero 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenilenetinilen] benzoato de bencilo 14
(figura 7.16), el cual se obtiene al acoplar los compuestos 1-Bromo-2,5-bis(dodecanoxi)-4-
yodobenceno 4 y 4-etinilbenzoato de bencilo 9 empleando como catalizadores la
diclorobis(trifenil)fosfina paladio II y el yoduro de cobre en TEA/THF como solventes.
Posteriormente para sintetizar el trimero oFE3GBz, se realiza nuevamente una reaccién de
acoplamiento entre el dimero 14 y el 1-etinilen-4-[2(-2- metoxi-etoxi)-etoxi ] benceno 13. Con el
fin de poder funcionalizar al trimero asi obtenido con 4-aminofenil-a-D-manopirandsida, se
procede a su desproteccion eliminando el grupo bencilico de su estructura molecular, obteniendo
de esta manera el oFE3GCOOH vy el trimero funcionalizado oFE3GMan por sucesiva amidacion,
con un rendimiento del 87 % y 75 % respectivamente. La desproteccion asi como la
funcionalizacion de los oligémeros se llevan a cabo de forma similar a la descrita en la ruta de

sintesis anterior.
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Figura 7.16 Ruta de sintesis del 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenil etinilen] benzoato de bencilo 14 y de los
oligomeros 0FE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan. “ TEA, diclorobis(trifenil)fosfina paladio II, Cul, 60-70 °C,
18 h. ® (i) Tolueno, KOH, reflujo, 90 min. N,. (ii) H,O/HCl. (pH 1). ¢ Difenil (2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)
fosfonato, 1-metil-2- pirrolidinona, TEA, 4-aminofenil o-D-manopiranésida.

La sintesis del agente activante difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17 se lleva a
cabo en una sola etapa. Es una reaccidn sencilla que se realiza a temperatura ambiente y bajo
atmdsfera inerte haciendo reaccionar mercaptobenzoxazol 16 con clorofosfato de difenilo 15 en

presencia de TEA, empleando como solvente benceno seco (figura 7.17).

S

(@—o—)z—li—a + ©i§,>—SH =, (Q—O_):E—NYO
15

16 17

Figura 7.17 Ruta de sintesis del agente activante de acidos carboxilicos: difenil
(2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil) fosfonato, 1-metil-2- pirrolidinona.
¢ TEA/Benceno seco, N,
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7.2.2 Mecanismos de reaccion

7.2.2.1 Acoplamiento Sonogashira-Heck

La sintesis del dimero 14 y de los trimeros 0FE3Bz2 y oFE3GBz sigue el mismo mecanismo de

reaccion descrito en la parte 7.1.2.4 para la preparacion de los compuestos 8 y 12.

7.2.2.2 Desproteccion de grupos carboxilo

El mecanismo de reaccidn para regenerar grupos carboxilicos a partir de ésteres se muestra en la
figura 7.18. La reaccion se realiza en un medio alcalino e inicia con la formacion de una especie
intermediaria de tipo tetraédrico IT producto de la adicién nucleofilica del i6n hidréxido al
carbono carbonilo. Enseguida ocurre el desplazamiento del ion alcéxido de la molécula,
obteniendo de esta manera el 4cido carboxilico correspondiente. Sin embargo, la reaccién no
termina aqui, ya que el ion alcéxido extrae el proton de la funcién carboxilica resultante, dando
como productos finales el i6n carboxilato y un alcohol. Por ultimo, como etapa adicional, el

compuesto carboxilico se obtiene de su sal agregando 4cido en solucién acuosa.*

“°@?b = ‘@*L@

Gs ° .8
’Q_oﬁ Y ”'@_(OH b
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< > ( é > < > {
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Figura 7.18 Mecanismo de reaccion para la desproteccién de funciones carboxilicas en medio alcalino.
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7.2.2.3 Sintesis del agente activante de grupos carboxilicos.

La sintesis de difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17 procede a través de una
sustitucion nucleofilica que inicia con la formacién de una especie nucledfila EN a partir del
mercaptobenzoxazol 16, la cual posteriormente desplaza al ion cloruro del clorofosfato de
difenilo 15 (Figura 7.19). En tanto, la trietilamina y el acido clorhidrico forman una sal que

precipita.

O__N > O gN o\n/Ne
SH (SHNEt, S
Q)
16

o
1}
§ hor 5oL ) — OEYNLEE,-*@ +EGN: HCl

Figura 7.19 Mecanismo de reaccién para obtener el difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17.

7.2.2.4 Reaccion de amidacion

La funcionalizacién de oligdmeros con compuestos como la 4-aminofenil-a-D-manopirandsida,
consiste esencialmente en una reaccion de amidacion asistida por el agente activante difenil(2,3-
dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17. Esta reaccién se lleva a cabo en dos etapas, en la
primera se realiza la activacion de la funcién carboxilica y en la segunda etapa ocurre una
reaccion de condensacion con la amina. En la figura 7.20 se ilustra el mecanismo de reaccion, en
donde el agente activante 17 reacciona con el compuesto carboxilico, obteniéndose de este modo

un primer compuesto intermediario altamente reactivo y un nucleéfilo, los cuales reaccionan
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inmediatamente formando una amida activa como segundo intermediario. Por ultimo, la amina se

adiciona al carbono carbonilo del compuesto activado.®

ETAPA 1

oFE3GCOOH

o b
oFE3COOH2 5

(o)

-
Cr

ETAPA 2
0)s C P éﬂ 5" o) < :}
—--{: :>—<'V + H,N: Now —_— ,.,.,< > < Wﬂ +
o] H, ot © o
Y

] O
\ = S oFE3Man2 N\S(H

oFE3GMan

Figura 7.20 Mecanismo de reaccion para la funcionalizacion de compuestos carboxilicos con aminas.
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7.2.3 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear

7.2.3.1 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear de 'H

En cuanto al analisis de los espectros de cada uno de los oligdmeros sintetizados, los cuales se
encuentran agrupados en las figuras 7.21 y 7.22, se puede sefialar que en todos los espectros se
observan las sefiales correspondientes a los protones de las cadenas alifaticas: un triplete (a) a
0.85 ppm de los protones del grupo metilo, un singulete (b) a 1.25 ppm atribuido a ocho de los
grupos metileno de la cadena alifatica, un quinteto (c¢) a 1.53 ppm que corresponde al metileno y
al oxigeno, un quinteto (d) con un desplazamiento quimico de 1.81 ppm generado por el
metileno B al oxigeno y por ltimo un triplete (e) a 4.03 ppm asignado al metileno a al oxigeno.
Para €l caso particular de los compuestos 0FE3Bz2, del dimero 14 y del oFE3GBz, sus espectros
muestran las sefiales generadas por el grupo bencilico, es decir, un singulete a 5.37 ppm
producido por los protones metilénicos (-CHz—) y un multiplete entre 7.49 y 7.31 ppm generado

por los protones aromaticos (Bz).

Como consecuencia del acoplamiento entre un equivalente del monémero 5 y dos del monémero
9, en el espectro del compuesto resultante oFE3Bz2 (figura 21) se observan, ademas de las
sefiales de las cadenas alifaticas y las del grupo bencilico ya descritas, las sefiales
correspondientes a los protones de los anillo bencénicos de las moléculas acopladas. Los dobletes
que se encuentran a 8.07 y 7.59 ppm corresponden a los protones en posicion orto (H2, H6, H15
y H17) y meta (H3, H5, H14 y H18) al carbonilo. También se observa un singulete a 7.03 ppm,
el cual esta relacionado a los protones aromaticos que se encuentran en posicion orfo a las
cadenas alifaticas (H8 y H11). Por otro lado, puesto que el oligomero oFE3Bz2 tiene en su
estructura dos grupos bencilicos terminales, al momento de integrar se obtiene que la sefial del
grupo metileno corresponde a cuatro protones, mientras que la sefial de los protones aromaticos
integra para diez. A partir de estos datos se hace evidente la simetria que presenta esta molécula

producto de la sustitucion que ha experimentado el compuesto 5 en ambos extremos.

Al remover ambos grupos bencilo de la estructura quimica de oFE3Bz2 se obtiene el trimero

oFE3COOH2. En el espectro de este compuesto ya no se observan las sefiales de los protones
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aromaticos (Bz) ni la de los metilénicos (—CH,-). Permaneciendo, las sefiales de las cadenas
alifaticas y las de los anillos aromaticos. Las sefiales de éstos ultimos conservan su multiplicidad
y presentan desplazamientos quimicos similares a los del compuesto protegido con el grupo

bencilico.

Antes de iniciar el analisis del espectro del trimero con terminacion manosa oFE3Man2, es
necesario hacer las siguientes observaciones: 1) La numeracion de los protones de la manosa se
realiza en el orden en el que se indica en la estructura de abajo. 2) Para referirse a un protén
especifico de la manosa, se colocara el numero del protén seguido de las letras Man, por ejemplo:
H2-Man para citar al protén nimero dos del monosacarido. 3) Al protén H1-Man también se le

conoce como proton anomérico y en los espectros lo designaremos como Hanomerico-

En el espectro del oligdmero oFE3Man2 se observan ademas de las sefiales propias de esta
familia de oligémeros, las que corresponden a los protones tanto de la manosa misma como de su
sustituyente aromatico. En primer lugar, nos enfocaremos en los cambios que ocurrieron en la
region aromatica del espectro y posteriormente continuaremos con los cambios directamente
relacionados con la estructura ciclica de la manosa. Como puede apreciarse en el espectro, se
observa un singulete a 10.26 ppm, el cual integra para dos protones que corresponden a cada una
de las funciones amida de la molécula. La sefial de los protones orto al carbonilo (H2, H6, H15 y
H17) se localiza a 8.01 ppm como un doblete. A 7.66 ppm se encuentra un triplete, el cual integra
para ocho protones: los cuatro correspondientes a la posicién meta al carbonilo (H3, H5, H14 y
H18) y los cuatro protones de la parte aromatica de la manosa que se encuentran en posicion
meta (m) a dicho monosacédrido. La sefial de los protones del anillo aromatico central del
oligémero (H8 y H11) se observa como un singulete a 7.23 ppm. En cuanto a los protones que se
encuentran en posicion orto (n) con respecto a la manosa, estos generan un doblete a 7.09 ppm, el
cual integra para los cuatro. Respecto a las sefiales producidas por €l monosacarido destacan las

siguientes: a) La que produce el proton anomérico (Hanomeérico) @ 5.33 ppm como un singulete que
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integra para dos protones. b) Las sefiales de los grupos hidroxilo a 5.04, 4.85, 4.77 y 4.49 ppm,
cabe mencionar que cada una integra para dos protones. Y por ultimo c) El singulete a 3.82 ppm
del proton H2 de la estructura ciclica (H2-Man) que integra para dos protones. Las sefiales
producidas por el resto de los protones de la estructura ciclica de la manosa (entre 3.67 y 3.47
ppm) se encuentran parcialmente traslapadas con la sefial del solvente. Sin embargo, se ha
obtenido informacién suficiente para concluir que la molécula del trimero se encuentra
doblemente sustituida por el derivado aromatico de la a-D-manopirandsida. Por otro lado, es
importante destacar que la presencia de los grupos hidroxilo libres en la molécula, son de suma
importancia durante el desarrollo de los ensayos de reconocimiento bacteriano con esta clase de
oligobmeros, ya que estos interaccionan directamente con la bacteria, especificamente con la

proteina FimH que se encuentra en las puntas de las fimbrias bacterianas.

Los espectros de los oligomeros 14, oFE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan se muestran en la
figura 7.22, a partir de ellos se pueden apreciar las siguientes caracteristicas generales: a) Todos
los compuestos presentan las sefiales asociadas a las cadenas alifaticas. b) Los compuestos 14 y
oFE3GBz también muestran las sefiales relacionadas con el grupo bencilico. ¢) En los espectros
de los trimeros se observan las sefiales correspondientes al 2-(2-metoxi-etoxi)-Etilo, las cuales
seran descritas a continuacion, los protones metilicos (f) de los compuestos oFE3GBz y
oFE3GCOOH producen una sefial a 3.40 ppm, la sefial del oligdbmero funcionalizado con la
manosa no se visualiza en el espectro, debido a que esta traslapada por la sefial del solvente. En
cuanto a los metilenos, los protones o (j) y B (i) al -O-Ar presentan sefiales a 4.13 y 3.85 ppm, y

los protones o (g) y B (h) al -O-CH3; se encuentran a 3.73 y 3.58 ppm.

Cuando la reaccion de acoplamiento entre los mondmeros 4 y 9 ha ocurrido, el singulete
caracteristico del proton acetileno (H-=) que se localizaba a 3.27 ppm en el espectro de 9, ya no
se observa en el espectro del producto obtenido (4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenilenetinilen]
benzoato de bencilo 14). Por otro lado, en la regién aromatica se observa que los protones orfo al
carbonilo presentan un doblete a 8.06 ppm (H2, H6), en tanto que los protones meta generan otro
doblete a 7.58 ppm (H3, HS). Por su parte, cada uno de los protones orfo a las cadenas alifaticas

producen un singulete a 7.11 y 7.02 ppm (H11 y HS).
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Figura 7.21 Espectros de RMN 'H correspondientes a los trimeros con terminaciones bencil éster
(0FE3Bz2), carboxilo (6dFE3COOH?2) y manosa (6FE3Man2).
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El espectro del oligomero oFE3GBz presenta las siguientes caracteristicas que resultan de haber
acoplado el monomero 13 y el dimero 14, la sefial de los protones H14 y H18 se encuentran
traslapadas con la sefial de los protones aromaticos del grupo bencilico y por lo tanto se observa
como un multiplete entre 7.49 y 7.33 ppm. La sefial de los protones H1S y H17 se observa como
un doblete a 6.88 ppm. A diferencia del dimero, los protones orto a las cadenas alifaticas (H11y
H8) producen un singulete a 6.99 ppm. También se hace patente, la presencia de las sefiales
correspondientes al 2-(2-metoxi-etoxi)-Etilo, cuyos desplazamientos ya fueron descritos al iniciar
el analisis de la figura 7.22. En relacion a las sefiales generadas por los protones orto (H2, H6) y
meta al carbonilo (H3, HS), estas tienen desplazamientos quimicos similares a los del compuesto

14 y de igual forma conservan su multiplicidad.

Entre los aspectos mas relevantes que pueden destacarse del espectro de o0FE3GCOOH son la
ausencia de las sefiales de los protones del metileno y de los protones aromaticos del grupo
bencilico. Como resultado de la eliminacién de éste grupo, se visualiza facilmente el doblete (&
7.50) generado por los protones H14 y H18 de la molécula. También se observan los dobletes
producidos por los protones orto (H2, H6) y meta (H3, H5) al carbonilo, y por los protones H15
y H17 a 8.07, 7.60 y 6.88 ppm respectivamente. Ademas, se encuentra un singulete a 7.00 ppm
de los protones H11 y HS8.
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Figura 7.22 Espectros de RMN 'H correspondientes al 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenilenetinilen]
benzoato de bencilo 14 y a los trimeros con terminaciones glicol bencil éster (0FE3GBz), glicol carboxilo
(oFE3GCOOM) y glicol manosa (0FE3GMan).

En cuanto a las sefiales representativas de la parte ciclica polihidroxilada del monosacérido,
tenemos al singulete del proton anomérico que se localiza a 5.33 ppm, a las sefiales de los grupos
hidroxilo que se encuentran a 5.04, 4.86, 4.78 y 4.49 ppm, cada una integra para un proton.
Finalmente, se observa el singulete del protén H2-Man a 3.83 ppm. El resto de las sefiales que

genera este carbohidrato estan traslapadas con las sefiales del grupo 2-(2-metoxi-etoxi)-etilo y
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con la sefial del solvente. Mediante la informacion aqui expuesta, queda demostrado que se ha
obtenido una molécula monofuncionalizada con 4-aminofenil-a-D-manopiranésida a partir del
trimero oFE3GCOOH. Ademas, los grupos hidroxilo del nuevo compuesto se encuentran libres

en la molécula, es decir no experimentaron reaccion alguna durante la etapa de amidacion.

La figura 7.23 muestra los espectros de RMN 'H del mercaptobenzoxazol 16 y del difenil(2,3-
dihidro-2-tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17. Como se puede apreciar en el primer espectro de la
figura, el proton H3 de 16 genera un doblete a 7.37 ppm; mientras que los protones H4, HS y H6
producen un multiplete a 7.15 ppm. En cuanto al agente activante, los protones HS y H3 de la
molécula, generan un singulete y un doblete a 7.65 ppm y 7.53 ppm, respectivamente. En tanto,
los protones aromaticos del fosfato de difenilo producen un multiplete entre 7.43 y 7.21 y por

ultimo, la sefial de los protones H4 y H6 se observa como un multiplete a 7.13 ppm.

o .

m 2(Ar-0)-PO- H s

Hy Hs Hy Hyo

N—Ho ,
4.6 \Lr

Figura 7.23 Espectros de RMN 'H correspondientes al mercaptobenzoxazol 16 y al difenil(2,3-dihidro-2-
tioxo-3-benzoxazolil)fosfonato 17.
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7.2.3.2 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear de B¢

Los espectros de RMN de *C de los oligémeros sintetizados se agrupan en las figuras 7.24 y
7.25. En ambas figuras se puede apreciar que los compuestos presentan las sefiales caracteristicas
de las cadenas alifaticas. Como por ejemplo, las sefiales del carbono metilico (a) y las de los
carbonos que se encuentran en posicién a (b) y B (b2) a dicho carbono, estas sefiales se localizan
a 14.10, 22.74 y 32.00 ppm. También se observan las sefiales del metileno o (e) y v (¢) al oxigeno
con un desplazamiento de 69.65 y 26.15 ppm, el resto de los metilenos (-b-) junto con el que se

encuentra en posicion B al oxigeno (d) presentan un conjunto de sefiales entre 29.77 y 29.30 ppm.

En la tabla 7.5 se muestran los desplazamientos tedricos y experimentales que presentan las
estructuras carbonadas principales de los oligémeros oFE3Bz2, oFE3COOH2 y oFE3Man2.
Como puede apreciarse, estos compuestos presentan desplazamientos similares, la diferencia
entre ellos radica en la presencia o ausencia de determinados grupos sustituyentes en la molécula.
Las sefiales del grupo bencilo en el oligbmero oFE3Bz2 se observan a 136.01 ppm para el
carbono aromatico (k) enlazado directamente al metileno, entre 128.43 y 128.34 aparecen las
sefiales de los carbonos aromaticos (Bz) y a 66.98 ppm se encuentra la sefial del metileno (-CH;-
Bz). Ademas se observan las sefiales del carbono carbonilo (165.96 ppm) y las del triple enlace
(94.42 y 89.14 ppm). Cuando se desprotege a ambas funciones carboxilicas, las sefiales de los

grupos bencilo desaparecen del espectro.

Las sefiales que destacan en el espectro de oFE3Man2 estan relacionadas con el sustituyente 4-
aminofenil-o-D-manopirandsida. Por lo que, la numeracién de los carbonos de la parte ciclica del
carbohidrato seguird el mismo orden indicado para los protones. Las sefiales de los carbonos
aromaticos unidos a la manosa y al grupo amida se encuentran a 153.28 y 135.22 ppm. En cuanto
a los protones en posicién orto (n) y meta (m) respecto al carbohidrato, tenemos que presentan un
desplazamiento de 122.35 y 117.57 ppm. Sin duda una de las sefiales mas importantes que
presenta éste monosacarido, es la del carbono anomérico, la cual se observa a 99.84 ppm. Los
carbonos C2, C3, C4, C5 y C6 presentan los siguientes desplazamientos: 75.43, 70.71, 67.34,
71.29 y 61.64 ppm.
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Tabla 7.5 Desplazamientos quimicos tedricos y experimentales
de los trimeros 0FE3Bz2, oFE3COOH2 y de oFE3Man2.

Desplazamientos quimicos
Tebricos Experimentales
Carbono oFE3Bz2 | oFE3COOH2 | oFE3Man2 | oFE3Bz2 | oFE3COOH2 | oFE3Man2
C1,C16 130.2 1303 1332 129.54 130.48 133.93
C2,C6,C15,C17 129.3 129.7 126.9 129.75 129.63 128.55
C3,C5,C14,C18 132 132 132.2 131.56 131.09 131.61
C4,C13 126.6 127.5 125.7 128.73 127.88 126.06
C7,C10 108.3 108.3 108.3 114 113.95 113.80
C8,C11 118 118 118 116.94 116.57 117.27
C9,C12 153.6 153.6 153.6 153.90 153.97 153.84

A continuacién analizaremos la informacion obtenida a través de los espectros agrupados en la
figura 7.25 y que corresponden a los oligémeros 14, oFE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan.
Los desplazamientos tedricos y experimentales de estos oligdmeros se presentan en la tabla 7.6.
Como puede apreciarse en la figura, los trimeros presentan ademas de las sefiales de las cadenas
alifaticas, las sefiales del 2-(2-metoxi-etoxi)-Etilo que lo diferencian de los oligdmeros ya
descritos. La sefial del metilo (f) presenta un desplazamiento de 58.93 ppm, en tanto, las sefiales
de los metilenos a (j) y B (i) al -O-Ar, asi como las sefiales de los metilenos o (g) y B (h) al -O-

CHj; se localizan a 70.68, 67.64 ppm, 72.00 y 69.54 ppm.
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Figura 7.24 Espectros de RMN C correspondientes a los trimeros con terminaciones bencil éster
{oFE3Bz2), carboxilo (o0FE3COOH2) y manosa (0FE3Man2).
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Las sefiales mas representativas que se observan en el espectro del dimero 4[4-bromo-2,5-bis-
(dodecanoxi)fenilenetinilen] benzoato de bencilo 14 son: a) La del carbono carbonilo a 165.94
ppm. b) Las sefiales propias del grupo bencilico, como la sefial del carbono aromatico unido al
metileno (k) a 136.03 ppm, la sefial que producen los carbonos aromaticos (Bz) entre 128.73 y
128.34 ppm y la sefial del metileno (-CH>-Bz) a 66.97 ppm. y c¢) Las dos sefiales de los C=C que
tienen un desplazamiento quimico de 93.32 y 88.75 ppm. La molécula de oFE3GBz siendo
preparada a partir de 14 presenta de igual forma, las sefiales descritas para el dimero con
desplazamientos quimicos similares. Sin embargo, como era de esperarse, en su espectro se
observa un incremento en el nimero de sefiales, tanto en la regiéon aromatica como en la que
comprende los 72.00 y 58.93 ppm que es en donde aparecen las sefiales del 2-(2-metoxi-etoxi)-
Etilo. Asimismo se observan dos sefiales mas correspondientes a los C=C de la molécula
acoplada al dimero, las cuales se encuentran entre 95.45 y 84.81 ppm. Con relacién al espectro
del oligbmero oFE3GCOOH, sobresalen dos aspectos importantes, en primer lugar, la
desaparicion de las sefiales del grupo bencilico, que resulta de haber desprotegido a la funcién
carboxilica. Como segundo término, la ausencia de la sefial del carbono carbonilo de esta
molécula, la cual se atribuye a las fuertes interacciones intermoleculares asociadas a la
concentraciéon de la muestra asi como por efecto del solvente. Como es sabido, los compuestos
con funciones carboxilicas forman dimeros estables mediante puentes de hidrégeno en solventes

no polares.

Para finalizar, examinaremos la informacién que proporciona el espectro de oFE3GMan. Como
puede apreciarse en la figura, al funcionalizar al oligébmero con la 4-aminofenil-a-D-
manopiranosida, el espectro de la molécula resultante se vuelve un tanto complejo,
principalmente por que las sefiales de la estructura ciclica del monosacarido se traslapan con las
del 2-(2-metoxi-etoxi)-Etilo del oligbmero. A diferencia del espectro anterior, si se observa la
sefial del carbono carbonilo (164.17 ppm). En cuanto a las sefiales relacionadas directamente con
el derivado de la manosa, tenemos que la sefial de los carbonos aromaticos unidos al carbohidrato
y al grupo amido se observan a 153.24 y 135.09 ppm. Las sefiales de los carbonos orto (n) y meta
(m) a la estructura ciclica de la manosa tienen un desplazamiento de 117.54 y 122.32 ppm y las

sefiales del carbono anomeérico asi como las de los carbonos C2, C3, C4, CS y C6 se localizan a

99.76, 75.43, 70.69, 67.27, 71.26 y 61.59.
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Tabla 7.6 Desplazamientos quimicos tedricos y experimentales del dimero 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenil

etinilen] benzoato de bencilo 14 y de los oligomeros 0FE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan.

Desplazamientos quimicos

Tebricos Experimentales
Carbono 14 oFE3GBz | oFE3GCOOH | oFE3GMan 14 oFE3GBz | oFE3GCOOH | oFE3GMan
C1 130.2 130.2 130.3 133.2 129.48 12937 130.23 133.93
C2,C6 129.3 129.3 129.7 126.9 129.74 129.74 131.57 128.54
C3,Cs 132.0 132 132 1322 131.49 131.51 133.16 131.56
C4 126.6 126.6 127.5 125.7 128.41 128.39 129.25 126.15
c7 107.6 108.3 108.3 108.3 112.04 115.24 115.34 115.13
Cs8 117.7 118.0 118.0 118.0 118.02 116.99 117.10 117.09
C9 156.2 153.6 153.6 153.6 149.57 153.49 153.50 153.45
C10 109.1 108.3 108.3 108.3 114.14 115.79 115.79 114.74
C11 117.7 118.0 118.0 118.0 117.58 116.73 116.80 116.89
C12 156.2 153.6 153.6 153.6 154.45 153.98 154.05 153.85
C13 113.9 113.9 1139 112.83 112.83 112.70
C14,C18 132.7 132.7 132.7 133.16 133.16 133.30
C15,C17 113.8 113.8 113.8 114.73 114.72 115.44
C16 158.5 158.5 158.5 159.01 158.99 159.41

e d

R —C—C—CfC—C—

[V

oFE3GMan

oFE3GCOOH
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Figura 7.25 Espectros de RMN ’C correspondientes al 4[4-bromo-2,5-bis-(dodecanoxi)fenilenetinilen]
benzoato de bencilo 14 y a los trimeros con terminaciones glicol bencil éster (0FE3GBz), glicol carboxilo
(0FE3GCOOH) y glicol manosa (0FE3GMan).
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Los espectros de RMN "C del mercaptobenzoxazol 16 y del difenil(2,3-dihidro-2-tioxo-3-
benzoxazolyl)fosfonato 17 se muestran en la figura 7.26. Iniciaremos describiendo el espectro
del compuesto 16, en ¢l cual se observa la sefial correspondiente al (=C-SH) a 180.63 ppm (C1);
mientras que las sefiales producidas por los carbonos a, B y y al oxigeno se localizan a 148.61
(C2), 11032 (C3) y 124.09 (C4) ppm. Por ultimo, las sefiales o, B y y al nitrogeno se
encuentran a 131.69 (C7), 110.91 (C6) y 125.46 (C5) ppm. Cuando el mercaptobenzoxazol 16 ha
reaccionado con el clorofosfato de difenilo 15, el agente activante 17 obtenido muestra un
espectro en el cual se observan las sefiales relacionadas a los grupos aromaticos del fosfato de
difenilo, como son, la sefial del carbono unido al grupo —OPO- (151.73 ppm) (C8) y las sefiales
correspondientes a los carbonos en las posiciones orto (C9, C13), meta (C10, C12) y para (C11)
a dicho grupo (120.61, 130.17 y 126.18 ppm). También pueden apreciarse las sefiales asociadas
al C=S a 160.08 ppm (C1), asi como las sefiales de los carbonos a,  y y al oxigeno a 152.50
(C2), 111.14 (C3) y 125.08 (C4) ppm.; al igual que las sefiales de los carbonos a, B y y al
nitrogeno que se localizan a 141.86 (C7), 119.99 (C6) y 125.54 (CS) ppm. Como puede notarse,
los carbonos C2, C6 y C7 presentan desplazamientos significativos hacia campos bajos, como

consecuencia de su proximidad al sitio donde se efecttia la reaccion.
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Figura 7.26 Espectros de RMN >C correspondientes al mercaptobenzoxazol 16 y al difenil(2,3-dihidro-2-
tioxo-3-benzoxazolyl)fosfonato 17.

7.2.4 Caracterizacion por Ultravioleta-Visible y fluorescencia

En la figura 7.27 se reportan los espectros UV-Vis y de fluorescencia correspondientes al
compuesto oFE3Man2. El espectro UV-Vis presenta dos bandas de absorcion: la banda a menor
longitud de onda se encuentra a 321 nm y se atribuye a las transiciones electrénicas n—n de los
anillos sustituidos con el grupo electron-donador dodecanoxi de acuerdo con el espectro del
monomero (dato no reportado). La banda a mayor longitud de onda presenta un maximo a 381

nm y corresponde a las transiciones electrénicas n—n del sistema conjugado.
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Figura 7.27 Espectro de absorcion y de emision del compuesto
oFE3Man2 en DMF.

Los espectros de absorcion de los otros oligdbmeros son practicamente idénticos al de la figura

7.27. En tabla 7.7 se reportan las longitudes de onda y los coeficientes de absorcién molar.

Tabla 7.7 Longitudes de absorcidn y coeficientes de
. extincion molar de los oligdmeros oFE3Bz2, oFE3COOH2,
oFE3Man2, oFE3GBz, oFE3GCOOH y oFE3GMan.

Compuesto | A (nm) en DMF | € (Lg”cm™)

oFE3COOH2 | 317 380 | 68.78

oFE3Man2 321 381 | 142.11
oFE3GCOOH | 314.5 {375 |47.81

oFE3GMan 316 376 | 81

. La similitud existente en las propiedades de absorcion entre los diferentes oligomeros indica que los
grupos sustituyentes al carbonilo de la molécula como son el grupo bencilico, hidroxilo y la 4-

Aminofenil a-D-manopiranésida no tienen efectos electrénicos significativos y por lo tanto sus
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propiedades de absorcion estan regidas principalmente por el sistema 7 conjugado. Este resultado no
es sorpresivo si se toma en cuenta que tales sustituyentes no se encuentran directamente

enlazados con la cadena conjugada.

Los espectros de emision de todas las moléculas presentan una sola banda ancha debida a la
emision de la cadena conjugada asi como se muestra en la figura 7.27 para el compuesto
oFE3Man2 como ejemplo. En la tabla 7.8 se reportan las longitudes de maxima emision de todos
los compuestos asi mismo el desplazamiento de Stokes (diferencia entre los méaximos de
absorcion y de emision). La emision de estos compuestos se lleva a cabo en la region del azul que
es una luz de elevada energia. A diferencia de los espectros de UV-Vis, en los espectros de
emision se observa un desplazamiento hacia el rojo (efecto batocromico) de la banda de emision
de los compuestos funcionalizados con el carbohidrato manosa (oFE3Man2 y oFE3GMan)
respecto a los oligdmeros con terminaciones carboxilo (0FE3COOH2 y oFE3GCOOH). Puesto
que no se vieron diferencias significativas en los maximos de absorcion, este desplazamiento no
puede ser debido a efectos electronicos sino posiblemente a diferentes arreglos moleculares en el
estado excitado, i.e. a que las moléculas con manosa presentan un estado electrénico excitado
mas planar (y por lo tanto més conjugado) que las correspondientes con carboxilo; como
consecuencia, estos compuestos presentan un mayor desplazamiento de Stokes con respecto a los

analogos con carboxilo.

Tabla 7.8 Longitudes de maxima emisién de los
oligémeros oFE3COOH2, oFE3Man2, oFE3GCOOH

y oFE3GMan.
Compuesto Emision Desplazamiento
Amix (nm) en DMF | de Stokes (nm)
oFE3COOH2 | 408 28
oFE3Man2 420.5 39.5
oFE3GCOOH | 391 16
oFE3GMan 424 48

Aunque el rendimiento cuantico de estas moléculas no fue determinado, la fluorescencia que

presentan los oligémeros sustituidos con manosa se puede apreciar bajo la iluminaciéon de una
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lampara de luz ultravioleta-visible para cromatografia de capa fina y en solucién. Esta
observacién nos indica que el efecto “quenching” de los grupos hidroxilo del carbohidrato no es

suficiente para anular la emisidn del sistema conjugado.

7.3 Pruebas preeliminares de reconocimiento bacteriano

El procedimiento seguido para el desarrollo de las pruebas de reconocimiento de E. coli por parte
de los oligébmeros de tipo fenilenetinileno sintetizados, se ha descrito detalladamente en la
seccion 6.5. Este inici6 con el cultivo y aislamiento de la bacteria E. coli; posteriormentente, se
realizaron los ensayos en los que se hizo interaccionar al oligémero con la bacteria y por tltimo,
se llevdo a cabo la caracterizacion por microscopia Optica y de laser confocal de los frotis
preparados después de efectuar los ensayos. Mientras que las soluciones se caracterizaron por

espectroscopia de fluorescencia.

7.3.1. Reconocimiento de E. coli mediante el uso de los oligémeros oFE3GMan y oFE3Man2

7.3.1.1 Caracterizacion por microscopia optica

En este estudio, la dispersion de la bacteria en las soluciones fue de gran importancia al comenzar
las pruebas de reconocimiento. Debido a que la formacion de agregados celulares durante las
diversas etapas de centrifugado da lugar a resultados erréneos, si estos no son dispersados antes
de los ensayos. Por tal motivo, la microscopia optica constituyd un método rapido y sencillo para
comprobar la homogeneidad de las soluciones empleadas para las pruebas. La imagen de la
figura 7.28a se obtuvo a partir del frotis de una de las soluciones, la cual fue agitada hasta la
disipacion de los paquetes celulares. En esta imagen, las bacterias se ven como puntos negros.
Cuando la misma imagen es tratada con un programa de edicion de fotos (Photolmpression) se
obtiene la figura 7.28b, en la que incluso se puede apreciar la morfologia que presenta la bacteria
E. coli. Como puede comprobarse en ambas figuras, las bacterias se encuentran dispersas en la
solucién. La figura 7.28¢ muestra las imagenes de las bacterias sefialadas con un circulo

punteado de color blanco.
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8. CONCLUSIONES

Se logrod la sintesis de dos nuevos oligdémeros del tipo fenilenetinileno portadores de uno y

dos grupos terminales 4-aminofenil-a.-D-manopirandsida.

En los oligdmeros derivados de la manosa sintetizados no fue necesario proteger y
desproteger los grupos OH del monosacarido, simplificando asi las etapas de obtencién y
purificacion de los productos. Esto se reflejo en altos rendimientos (alrededor del 77%) y en

la obtencidn de moléculas con los grupos OH de la manosa libres.

La estructura quimica y pureza de los oligémeros asi como de los productos intermediarios

fue comprobada por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 'H y °C.

Fl estudio de las propiedades opticas de los oligdmeros en solucion demuestra que ambos
materiales emiten en la region del azul, correspondiente a una luz de alta energia. Aunque
todavia no se determind el rendimiento cuantico de estas moléculas, la fluorescencia de los
oligémeros sustituidos con manosa se puede apreciar simplemente bajo la iluminacion de una
lampara de luz ultravioleta-visible para cromatografia de capa fina y en solucion. Esta
observacion nos indica que el efecto “quenching” del carbohidrato no es suficiente para

anular la emision del esqueleto conjugado.

La presencia del monosacarido manosa, asi como de sus grupos hidroxilo libres, permite la

interaccidén de los oligdmeros con la bacteria E. coli en medio acuoso.

El estudio de reconocimiento molecular de E. coli se realizd6 por microscopia Optica,
microscopia laser confocal y espectroscopia de fluorescencia. Por microscopia dptica se
detect6 la formacion de agregados en la presencia de los oligomeros derivados de la manosa.

La ausencia de nuevos picos de emision o ensanchamiento de la banda de emision en los
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oligomeros probados indica que no hay interacciones m-m entre las cadenas de un mismo

oligémero.
> A la luz de los resultados obtenidos en este trabajo podemos considerar que oligémeros del

tipo fenilenetinileno portadores de derivados aromaticos de la manosa pueden funcionar como

moléculas de reconocimiento molecular selectivo para E. coli uropatdgena.
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9. TRABAJO A FUTURO

Determinar el rendimiento cuantico de los oligdmeros portadores de manosa y de sus
precursores sustituidos con los grupos carboxilo para evaluar cuantitativamente el efecto

“quenching” de la parte ciclica polihidroxilada de la manosa.

Realizar los ensayos de reconocimiento molecular variando el nuimero de células de
E.coli y la concentracién de oligémeros que permitan soportar la hipétesis aqui planteada

en relacidon al mecanismo de interaccién molecular.

Aislar y purificar la proteina FimH componente de la fimbria tipo 1 de E. coli. Esta
proteina contiene un dominio receptor que interacciona con la manosa. Con la proteina
purificada repetir los ensayos de reconocimiento molecular utilizando los oligbmeros

funcionalizados con la manosa para corroborar la interaccion molecular.
Cuantificar la variaciéon de fluorescencia de los oligomeros antes y después del
reconocimiento molecular en funcidn del nimero de células de E. coli para construir una

curva de calibracidn que permita usar el sistema como biosensor.

Determinar resolucién, sensibilidad y reproducibilidad del biosensor.
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Tincion de Gram

Principio

La cubierta celular de una bacteria es el conjunto de capas integrales que la rodean, llamadas de
manera especifica membranas celulares y pared celular. Las bacterias grampositivas tienen una
cubierta de dos capas que constan de una membrana citoplasmica interna y una pared celular
gruesa formada por péptidoglucano. En cambio, las bacterias gramnegativas tienen una
membrana citopldsmica, una pared celular delgada y una membrana externa formada por
polisacarido. El fundamento de la tincion de Gram radica en la diferencia de la cantidad de
lipidos que se encuentran en las dos cubiertas celulares. Cuando se agrega lugol (I,/KI) durante el
procedimiento de tincidn, el cristal violeta y el yodo forman complejos en el interior de la célula.
Como la cubierta celular grampositiva tiene una cantidad hasta cierto punto baja de lipidos, pero
una pared celular gruesa, el agente decolorante acetona-alcohol deshidrata la pared celular y
atrapa los complejos cristal violeta-yodo en el interior de la célula, lo que le confiere a la bacteria
un color azul o purpura. Por el contrario, la membrana externa de una bacteria gramnegativa esta
formada por lipidos y lipoproteinas, y su pared celular es delgada. El decolorante extrae los
lipidos de la membrana exterior sin ocasionar que la pared forme una barrera impermeable. Por lo
tanto, el color sale del interior de la bacteria en este momento y por ello es necesario tefiir la

célula con safranina para visualizarla.*’

Método de tincién

a) Preparar el frotis, secar y fijar la bacteria en un portaobjetos.

b) Cubrir con cristal violeta durante un minuto.

c) Lavar suavemente con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

d) Cubrir con lugol. El lugol actia como mordiente aumentando la afinidad del colorante por la
bacteria.

e) Lavar con agua el exceso de lugol.
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f) Gotear alcohol-acetona de forma continua hasta que la preparacion deje de perder color, lavar
enseguida con agua abundante.

g) Cubrir el frotis con safranina por un minuto.

h) Lavar con agua y secar al aire, observar con el objetivo 40X y posteriormente con €l objetivo

de inmersion (100X) del microscopio ptico.

Preparacion de las soluciones

1. Cristal violeta
a) Disolver 2 g de cristal violeta en 20 ml de etanol al 95%.
b) Disolver 0.8 g de oxalato de amonio en 80 ml de agua.

¢) Mezclar ambas soluciones perfectamente.

2. Safranina
Disolver 25 mg de safranina en 10 ml de etanol al 95%, luego adicionar 100 ml de agua y

agitar. Por ultimo filtrar la solucién obtenida.

3. Lugol
Triturar finamente 1 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en un mortero, bajo una
campana de extraccién. Posteriormente, afiadir una pequefia cantidad de agua para lavar el

material, luego adicionar agua hasta completar 300 ml y agitar.

4. Alcohol-Acetona

Mezclar 700 ml de etanol al 95% con 300 ml de acetona.
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