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RESUMEN

Q.F.B. Reyna Martha Gallegos Alvarado Fecha de Graduacion: Noviembre 2018
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas
Titulo del Estudio: Acoplamiento Oxidativo entre Dihidrobenzo|[c]fenantridinas e Indoles
y Evaluacién contra Bacterias Farmacorresistentes
Numero de péaginas: 174 Candidato al grado de Maestria en

Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Quimica y Farmacologia de Productos Naturales

Propésito y Método del Estudio:

Las infecciones ocasionadas por bacterias resistentes a los agentes antimicrobianos se
han incrementado drasticamente en los Ultimos afios. Las tendencias de investigacion
han sido orientadas al descubrimiento de compuestos que posean estructuras diferentes
a los antibidticos prescritos y que en consecuencia tengan dianas moleculares distintas.
Los compuestos heterociclicos como los alcaloides de tipo benzo[c]fenantridina e indoles
han sido estudiados por sus propiedades antimicrobianas e inhibidoras de las bombas
de expulsibn de farmacos, respectivamente. Asi, en el presente proyecto de
investigacion se planteo la sintesis de nuevas moléculas a partir de dihidrosanguinarina
y dihidroqueleritrina, dos alcaloides con actividad antibacteriana modesta. Para ello se
postulé que la funcionalizacién del enlace bencilico con diversos indoles les conferiria
capacidad antibacteriana contra cepas resistentes a farmacos.

La propuesta se llevo a cabo en tres etapas: el andlisis fitoquimico para la purificacion y
el aislamiento de dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina, a partir del extracto

metandlico de las semillas de Bocconia latisepala; la funcionalizacion bencilica de los
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alcaloides mediante acoplamiento cruzado deshidrogenativo (ACD) con diversos indoles
y asistido con sales de cobre. Los derivados de estos alcaloides se evaluaron sobre
cepas de diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-negativas resistentes a diferentes

antibacterianos utilizando el método de microdilucién en placa.

Contribuciones y Conclusiones:

Se realizo la purificacion de dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina a partir del extracto
metandlico de B. latisepala en un rendimiento de 0.05 y 0.09 % respectivamente. Se
logré la funcionalizacién bencilica de dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina con
diversos indoles con cantidades cataliticas (5 mol%) de CuBr, en condiciones aerdbicas
y a temperatura ambiente, obteniéndose rendimientos moderados, por lo cual representa
una metodologia amigable al medio ambiente ya que no requiere el uso de peréxidos o
benzoquinonas como agentes oxidantes y sé6lo implica un paso de reaccién para la
incorporacion del indol. Se determind la actividad antibacteriana de dihidrosanguinarina
y dihidroqueleritrina, asi como de sus analogos acoplados con diferentes indoles. Se
obtuvieron siete derivados inddlicos C6i1 C 3 de dihidrosanguinarina (3ai 3g), de los
cuales 3a y 3b presentaron potente actividad contra la cepa farmacorresistente de M.
tuberculosis G122, con concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 25y 1.56 pug/mL,
respectivamente. Asimismo, se obtuvieron siete derivados inddlicos C6i C 3 dle
dihidroqueleritrina (4ai 49g), de los cuales 4b present6 un valor de CMl igual a 12.5 pg/mL
contra las cepas resistentes de S. epidermidis y E. faecium, resultando un valor igual al
observado para el farmaco de referencia levofloxacino. Aunado a lo anterior, se
obtuvieron dos derivados indolicos C6i N 1 @e dihidroqueleritrina (4i1 4j) y un artefacto
durante el proceso de purificacion (4k), de los cuales 4k y 4j presentaron valores de CMI
muy importantes contra las cepas Gram-positivas farmacorresistentes evaluadas. Por un

lado, 4k resulté cuatro veces mas potente (CMI = 3.12 ug/mL) contra S. aureus que el
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control levofloxacino (CMI = 12.5 pg/mL), ocho veces més activo (CMI = 1.56 pg/mL)
contra E. faecium (CMI = 12.5 pg/mL) e igualmente activo contra S. epidermidis (CMI =
6.25 pg/mL). Por el otro, 4j exhibié la misma actividad (CMI = 6.25 pg/mL) contra S.
aureus que el control levofloxacino (CMI = 6.25 pg/mL), dos veces mayor actividad (CMI
= 6.25 pg/mL) contra E. faecium (CMI = 12.5 pug/mL) e igual actividad contra S.
epidermidis (CMI = 6.25 pg/mL).

La funcionalizacién bencilica de dihidroqueleritrina podria generar compuestos lideres
para el desarrollo de nuevos farmacos antibacterianos, especificos contra cepas Gram-

positivas.

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda

Director de Tesis

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona

Codirector de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La prevalencia de las enfermedades infecciosas se produce en respuesta
a los cambios ecoldgicos globales, incluyendo aquellos ocasionados por el
desarrollo de las comunidades y uso de la tierra, al comportamiento irracional del
ser humano, a los viajes y al comercio internacional, al desarrollo tecnolégico e

industrial y a las crisis en las medidas de salud publica [1], [2].

En general, las enfermedades infecciosas son combatidas por agentes
antimicrobianos como los antibioticos, pero al mismo tiempo, los cambios y
adaptaciones microbianas a su vez han generado el fenémeno de la resistencia
a los antibidticos en cepas patdgenas bacterianas, que se ha convertido en un

problema de salud a nivel mundial [3].

Durante décadas, la estrategia mas comun que las industrias
farmacéuticas han utilizado para contrarrestar la resistencia bacteriana es la
produccion de analogos a partir de una misma estructura base; sin embargo, a
medida que el tiempo avanza las bacterias se adaptan a esa estructura primaria

y las probabilidades de modificar la estructura base para conseguir la efectividad



antimicrobiana cada vez son menores [4], [5]. Por todo lo anterior, se han
promovido diversas estrategias para combatir la resistencia bacteriana, como la
busqueda de antimicrobianos con nuevos mecanismos de accion, mas eficaces

y seguros [6].

La busqueda de nuevos agentes antimicrobianos ha sido orientada a
compuestos que posean estructuras diferentes a los antibiéticos prescritos y que
en consecuencia tengan dianas moleculares distintas, por lo cual se han apoyado
de los productos naturales debido a que han sido una rica fuente de farmacos

gue han mostrado gran eficacia en el tratamiento de infecciones bacterianas [7].

Entre la extensa gama de productos naturales, los alcaloides son un grupo
diverso de estructuras responsables de los efectos benéficos de las medicinas
tradicionales que han inspirado el desarrollo de varios farmacos antibacterianos

y siguen siendo el centro de atencién de muchas investigaciones [8].

Otra de las estrategias que se han planteado es la busqueda de moléculas
gue inhiban la virulencia y mecanismos de resistencia de las bacterias; las cuales,
aunque no tengan actividad antibacteriana por si solas, toman un papel
importante en combinacidén con algunos antibioticos, mejorando el efecto de los

mismos [9].

Considerando que las enfermedades infecciosas cada vez son mas
mortales a consecuencia de las cepas bacterianas farmacorresistentes, es
importante implementar nuevas estrategias que permitan desarrollar agentes

antibacterianos mas eficaces. Por esta razén, en el presente proyecto de



investigacion se planted la sintesis de nuevos derivados de productos naturales,
partiendo de alcaloides benzo[c]fenantridinicos que han mostrado propiedades
antibacterianas e incorporando diferentes indoles a sus estructuras para mejorar

dichas propiedades.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Infecciones bacterianas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las enfermedades
infecciosas como alteraciones causadas por bacterias, virus, hongos o parasitos.
Aungue muchos de estos organismos viven en nuestros cuerpos y normalmente
son inofensivos o incluso utiles, bajo ciertas condiciones, algunos pueden causar

enfermedades [10].

Mundialmente, los dos grupos mas vulnerables a presentar infecciones
son los infantes y los adultos mayores, debido a una funcion inmune mas débil y
en parte también a una mayor exposicion a ambientes patégenos. Esto se ha
visto reflejado en los aumentos de la taza de mortalidad en esas edades, por lo
gue con el paso del tiempo se han creado diversos tratamientos, sobre todo

farmacoldgicos, para solucionar esta problematica [11], [12].



2.1.1 Tratamiento farmacolégico

Los antibacterianos son la primera linea de accion para el tratamiento de
infecciones bacterianas. Los mecanismos por los que los compuestos con
actividad antibacteriana inhiben el crecimiento o causan la muerte de las

bacterias son muy variados y dependen de las dianas afectadas.

Teniendo en cuenta su efecto antibacteriano, éstos se han clasificado
tradicionalmente en bactericidas (ejercen una accion letal para la bacteria) o

bacteriostaticos (solo inhiben temporalmente el crecimiento bacteriano) [13].

Cada grupo de antibiéticos actia preferentemente de una forma u otra,
aunque un mismo antibidtico puede comportarse como bactericida o
bacteriostatico, dependiendo de la concentracion o afinidad que alcance en la

diana terapéutica [14].

2.1.1.1 Mecanismos de accion

Desde el punto de vista molecular, los antimicrobianos de uso clinico
ejercen su accién en algunas de las siguientes estructuras o funciones
bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad
de la membrana citoplasmatica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la
sintesis o las funciones de acidos nucleicos [15]. Los antimicrobianos que actian
inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la membrana citoplasmica o

interfiriendo con algunos aspectos del metabolismo del 4cido desoxirribonucleico
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(ADN) son bactericidas; y los que inhiben la sintesis proteica, excepto los

aminoglucésidos, son bacteriostaticos. [16].

Los antimicrobianos de uso clinico también pueden catalogarse segun su
estructura quimica, lo que da lugar a amplias familias de farmacos que comparten
un esqueleto y un mecanismo de accion en comun. Las principales familias de
antimicrobianos junto con su mecanismo de accion se muestran en la Tabla 1

[17].



Tabla 1. Clasificacion de los antibiéticos usados actualmente
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2.1.2 Resistencia Bacteriana

El fendbmeno de resistencia se produce cuando las bacterias sufren
cambios en respuesta a la exposicion a antimicrobianos [18]. Como resultado, los
medicamentos se vuelven ineficaces y las infecciones persisten en el organismo,

lo que incrementa el riesgo de propagacion a otras personas.

Es un fendmeno que aparece de forma natural con el tiempo,
generalmente por modificaciones genéticas. Sin embargo, el proceso se ve
acelerado por el mal uso y el abuso que los pacientes hacen con la terapia de los
antimicrobianos. Los microorganismos resistentes a los antimicrobianos estan
presentes en las personas, los animales y el medio ambiente (agua, suelo y aire),
y pueden transmitirse de persona a persona o entre las personas y los animales.
El mal control de las infecciones, las condiciones sanitarias deficientes y la
manipulacion inadecuada de los alimentos fomentan la propagacion de la

resistencia a antimicrobianos [19]i [21].

2.1.2.1 Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana es un mecanismo de defensa que puede ser
intrinseco (natural) o adquirido (de una especie bacteriana a otra). La gran
mayoria de los mecanismos de resistencia pueden agruparse en tres categorias:
inactivacion enzimatica, modificaciones en el sitio blanco y alteraciones de la

permeabilidad [22].



La inactivacion enzimatica es el principal mecanismo de resistencia que
consiste en la hidrolisis, como sucede con las betalactamasas y los
betalactamicos, pero también pueden ocurrir modificaciones no hidroliticas tales
como las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones inactivantes de
aminoglucésidos. En lo que respecta a las modificaciones en el sitio blanco,
existen diversas estrategias entre las que se destacan algunas modificaciones en
el gen que codifica el propio blanco del antibiético o la adquisicién de genes que
codifican para sustitutos de los blancos originales. Por ultimo, las alteraciones de
la permeabilidad pueden incluir disminucién en la entrada de los farmacos, por
ejemplo, por la disminucién de porinas y aumento en la salida de éstos mediante

la sobreexpresién de bombas de expulsion [23], [24].

2.1.2.1.1 Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion son proteinas de transporte que se encuentran
tanto en bacterias Gram-positivas como negativas y estan implicadas en la
exclusién de sustratos desde el interior de las células al exterior de ellas. Estas
proteinas pueden ser especificas para un sustrato o pueden transportar una
gama de compuestos estructuralmente diferentes (como antibiéticos de mdaltiples

clases) [25].

De acuerdo con su composicion, fuentes de energia y sustratos, las
bombas de expulsion bacterianas se clasifican en cinco grandes familias (Figura

1): la familia de agregacion-division-resistencia (RND, por sus siglas en inglés),
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la superfamilia del facilitador principal (MFS, por sus siglas en inglés), la
superfamilia de casete de union a adenosin trifosfato (ATP), también conocida
como transportadores ABC, la familia de menor resistencia a multiples farmacos
(SMR, por sus siglas en inglés) y la familia de expulsion de toxinas y
multifarmacos (MATE, por sus siglas en inglés) [26]. Dependiendo de las clases
especificas a las que pertenecen, las bombas de expulsion son transportadores
con un componente Unico o sistemas de componentes multiples que no solo
contienen un transportador interno de membrana, sino también un canal externo

de membrana y una proteina adaptadora periplasmica, como la bomba RND [27].

Figura 1. Familias de bombas de expulsion

2.1.3 Epidemiologia

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas

en inglés) reportd en 2013 mas de 2 millones de casos nuevos de infecciones
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cada afo desarrolladas por bacterias farmacorresistentes y que 23,000 de estos

casos terminaban en defuncién [28].

El patdbgeno mejor documentado es Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, que predomina entre 0.1% en Europa y hasta mas del 80% en Asia. El
S. aureus es una bacteria que esta asociada a una alta mortalidad y genera un
alto costo en hospitales debido a que es resistente a antibidticos betalactamicos,
a macrolidos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos [29]. Otro ejemplo de
patdgenos que actian de forma compleja con el reservorio humano son las
enterobacterias. Una vez que colonizan el intestino de un paciente internado en
un hospital, es altamente probable que ocurra una transmision nosocomial y los
cuidados se vuelvan mas dificiles. Suelen ser resistentes a las cefalosporinas,
carbapenémicos, aminoglucésidos y fluoroquinolonas [30], [31]. Por ultimo, el
grupo de bacterias Gram-negativas no fermentadoras de lactosa también estan
ganando terreno en las infecciones nosocomiales, especialmente Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii, que ademas de ser oportunistas, han
demostrado una gran habilidad para resistir la terapia farmacoldgica comuan, por
lo que prolongar su deteccién conlleva a que desarrollen rapidamente resistencia

a aminoglucdsidos, carbapenémicos, ceftazidima y ciprofloxacino [31]i [33].

Sino se toma una accion antes de 2050, se estima que las muertes debido
a bacterias farmacorresistentes se elevaran a 10 millones al afio. La mayoria de
las muertes se producirian en Africa y Asia con mas de 4 millones en cada region.
La cifra estimada de muertes para el resto del mundo es menor, pero aun podria

llegar a casi 400,000 en América Latina y Europa [34].
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Asimismo, para el afio 2050 también se estima que la resistencia a los
antimicrobianos le cueste al mundo entre 60 y 100 billones de ddlares ( Figura 2)

y podria llevar a mas de 28 millones de personas a la pobreza extrema [34].

" 390,000 W 5 Ve "/ 4,730,000

Norte América | '

317,000

l o b
América Latina Africa , Oceania
392,000 4,150,000 22,000 y
2
L

Figura 2. Muertes atribuidas a resistencia antimicrobiana cada afio en 2050 [34].

La resistencia bacteriana se ha incrementado de manera drastica en los
altimos afios y en consecuencia, en septiembre de 2016, la ONU elevé a nivel de

crisis el problema de farmacoresistencia bacteriana [35].

En febrero de 2017, la OMS dio a conocer una lista de las bacterias mas
peligrosas para la salud humana, clasificAndolas en prioridad critica, elevada y
media; para asi motivar a los investigadores a desarrollar diversas estrategias

para contrarrestar esta problematica actual (Tabla 2) [18].
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Tabla 2. Lista de bacterias mas peligrosas para la salud humana

Prioridad 2: Elevada

Acinetobacter baumannii, resistente a los
carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa, resistente a los
carbapenémicos

Enterobacteriaceae, resistentes a los
carbapenémicos, productoras de
betalactamasas de espectro extendido

Enterococcus faecium, resistente a la
vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a la
meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina

Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina
Campylobacter spp., resistente a las
fluoroquinolonas

Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae, resistente a la
cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas

Prioridad 3: Media

Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la
penicilina

Haemophilus influenzae, resistente a la
ampicilina

Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

2.1.4 Estrategias para combatir la resistencia bacteriana

La expulsién activa de antibioticos se describié por primera vez hace afos
y desde entonces numerosas clases de sistemas en patdgenos tanto Gram-
positivos como Gram-negativos han sido identificados. En general, hay diferentes
opciones para inhibir la expulsion de antimicrobianos: interferir con la expresion
del gen de expulsion, adicion de grupos funcionales al medicamento para evitar

el reconocimiento, la interferencia con el ensamblaje de las proteinas del canal,
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el desarrollo de compuestos que compitan con el antibidtico durante la expulsion,
colapso de la transferencia de energia de expulsion y bloqueo del canal de
expulsion [36].

La estrategia mas conocida es la combinacién de un antibiético con un
inhibidor de su mecanismo de resistencia. El ejemplo mas exitoso por el cual este
enfoque fue adoptado es la combinacion de un antibiético betalactamico con un

inhibidor de la enzima betalactamasa [37].

2.1.4.1 Inhibidores de bombas de expulsién

Los compuestos que inhiben las bombas de expulsién también han sido
investigados como adyuvantes para evitar la resistencia a los antibiéticos. Una
de las moléculas que mas se ha estudiado en los ultimos afios es la reserpina,
un alcaloide de la familia del indol. Sin embargo, la reserpina no es utilizada como
inhibidor de las bombas de expulsién de farmacos debido a su neurotoxicidad a

concentraciones requeridas para inhibir esa bomba [38].

Por esta razén, Markham y colaboradores buscaron en bases de datos
estructuras que compartieran similitud con la reserpina para probar su actividad
como inhibidor de la bomba de expulsién NorA en S. aureus; un tipo de bomba
perteneciente a la MFS. Debido a que la reserpina tiene un fragmento indélico en
Su estructura, era de esperar que en las bases de datos hubiera registro de

fragmentos inddlicos candidatos a presentar actividad como inhibidores de las
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bombas de expulsion. Descartando aquellas moléculas que eran toxicas para el
ser humano, concluyeron que el 2-fenil-5-nitroindol (INFss) fue el inhibidor mas

potente sobre la bomba de expulsiéon NorA [39].

Posteriormente, Ball y colaboradores [40] sintetizaron un hibrido a partir
de berberina y INFss (Figura 3) para conjugar las propiedades antibacterianas del
alcaloide protoberberinico y las propiedades inhibitorias de la bomba de
expulsion del INFss. Los resultados mostraron que el hibrido presentaba valores
mas bajos de concentracibn minima inhibitoria (CMI = 3.12 a 6.25 uM) frente a
cepas de S. aureus, E. faecalis, E. faecium y B. anthracis que sobreexpresaban
las bombas de expulsion; en comparacion a la adicion equimolar (relacién 1:1 en
moles) de la mezcla de berberina y INFss que presentaba valores de CMI méas
altos frente a las mismas cepas.

i g
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Figura 3. a) INFss b) Berberina ¢) Hibrido de berberina/INFss.

Tomando como antecedente a Ball, Zeng y colaboradores [41] sintetizaron
distintos derivados indolicos, de los cuales el 3-amino-6-carboxiindol y el 3-nitro-
6-aminoindol pueden ser usados como inhibidores de la proteina expulsora de

farmacos TolC. La inhibicién de esta diana empleando métodos computacionales
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mostraron que dichos indoles interactuaban con los residuos aromaticos de
tirosina y fenilalanina agrupados en un anillo alrededor de la base de la proteina
TolC, los cuales son importantes en el estado inactivo de esta proteina,

impidiendo su apertura.

Lepri y colaboradores [42] realizaron un estudio de relacidon estructura-
actividad dirigido a la inhibicion de la bomba de expulsion NorA en S. aureus. En
dicho estudio se concluye que una sustitucion en la posicién C56del indol con un
grupo electroatractor, como el grupo nitro (NOz2), potenciaba el efecto inhibidor de
las bombas de expulsién, mas no era indispensable para presentar dicho efecto.
Ademas de lo anterior, concluyeron que la sustitucion en el nitrogeno del indol
con un fragmento bencilico aumentaba la lipofilicidad y las interacciones

hidrofobicas con la proteina NorA.

2.1.4.2 Inhibidores de virulencia

Los indoles también han sido objeto de estudio como inhibidores de
diferentes mecanismos de virulencia bacteriana. Lee y su equipo de trabajo [43]
demostraron mediante un ensayo de microarreglos la influencia del indol y el 7-
hidroxiindol sobre la regulacion de genes de expresion de bombas de expulsion
y de factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa. Al realizar un aumento
de indol y 7-hidroxiindol en el medio donde se cultivd la bacteria (2mM), se
observd una disminucion la capacidad de las bacterias de controlar su propia

densidad celular, reduciendo el crecimiento de la cepa en un 47%. Por otro lado,
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indol y 7-hidroxiindol manifestaron un segundo mecanismo totalmente diferente
reprimiendo los genes mexGHI-opmD, que codifican para las bombas de

expulsion del tipo transportadores ABC.

2.2 Bocconia latisepala

Bocconia es un género perteneciente a la familia Papaveraceae que
comunmente es conocido como i | | soar nag Las @species de este género son
endémicas de las zonas calidas que abarcan desde México a Sudamérica, entre
las cuales resaltan B. arborea, B. cordata, B. frutescens, B. integrifolia, B.

latisepala, B. laurine, B. microcarpa, B. pearceiy B. vulcanica [44].

Se le han atribuido propiedades como anestésico local, antiinflamatorio,
antiinfeccioso y antitumoral a las plantas pertenecientes a este género, debido
principalmente a la presencia de alcaloides en su corteza, semillas y hojas. Los
estudios fitoquimicos y farmacoldgicos han permitido identificar a los alcaloides
de tipo benzo[c]fenantridina (Figura 4) como las moléculas responsables de la

actividad biologica [44]i [49].

@e@é

Figura 4. Sistema benzo[c]fenantridinico.
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Bocconia latisepala (Figura 5) es una especie endémica del estado de
Nuevo Ledn, localizada sobre los plegamientos de las faldas de la Sierra Madre
Oriental, a una altura de entre 400 y 800 metros sobre el nivel del mar. Es un
arbusto que puede alcanzar hasta dos metros de altura con tallo quebradizo.
Tiene las hojas grandes, lobuladas, de 15 a 35 cm de largo y de 10 a 30 cm de
ancho que frecuentemente estan concentradas en los extremos de las ramas. La
cara superior de la hoja es verde y la cara inferior es verde grisaceo con
vellosidades. El fruto es una cépsula lisa de forma elipsoidal de color rojo,
carnosay puntiaguda en ambos extremos, que llega a medir hasta 7 mm de largo.

Las semillas son pequefias, negras, con un extremo de color rojo [50].

Figura 5. Hojas (a), frutos (b) y semillas (c) de Bocconia latisepala.

2.2.1 Alcaloides benzo|c]fenantridinicos

La actividad biolégica de los alcaloides benzo[c]fenantridinicos esté ligada

al equilibrio que existe entre el cation de su amina cuaternaria y su pseudobase
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(Figura 6); eésta dultima aporta lipofilicidad y ésta a su vez aumenta la

biodisponibilidad [51].
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(1) R1=R2= -OCHzO-
(2) R1=R2= -OCH3

Figura 6. Benzolc]fenantridinas cuaternarias, sanguinarina (1) y queleritrina (2).

Beuria y Tushar [52] realizaron un estudio in vitro para observar el
comportamiento de sanguinarina (1) con la proteina filamentosa Z sensible a la
temperatura (FtsZ, por sus siglas en inglés). Sus resultados mostraron que existe
un ensamblaje entre 1y la proteina FtsZ que puede llevarse en ambos o uno de
dos pasos: el primero, inhibe que los monémeros formen protofilamentos, y el
segundo, inhibe que los protofilamentos formen el polimero de FtsZ. Una vez
hecho esto, inhabilita la formacién Z del ADN e induce la elongaciéon celular,
deteniendo la citocinesis de la célula sin afectar la estructura de membrana

(Figura 7).
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Figura 7. Ensamblaje de 1 con la proteina FtsZ

Queleritrina (2) se evalué contra S. aureus resistente a meticilina por
Gibbons y su equipo [53], especificamente tres cepas que sobreexpresaban
bombas de expulsién que les confieren resistencia a tetraciclina, macrélidos y
fluoroquinolonas y una cepa de S. aureus no resistente como control. Se compar6
el valor de CMI con un medicamento representativo de cada familia (tetraciclina,
eritromicina y norfloxacino) y los resultados indicaron que 2 posee actividad
antibacteriana significativa en comparacion a los antibiéticos antes mencionados,
ya que los valores de CMI resultaron menores para cada uno con Su

correspondiente bomba de expulsion (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del ensayo de Gibbons y colaboradores

S. aureus resistente

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (ug/mL)

a meticilina . . . - I
Queleritrina | Norfloxacino | Eritromicina | Tetraciclina
[ 1
RN4220 (Msr (A))
(resistente a 8 32 64 0.5
macraolidos)
XU212 (Tet (K))
(resistente a 16 8 4096 256
tetraciclinas)
1199-B (Nor (A))
(resistente a 8 64 2 32
fluoroquinolonas)
ATCC 25923 4 16 0.25 0.5

De forma similar, Obiang-Obounou y colaboradores [54] llevaron a cabo

un protocolo para determinar la CMI de 1 sobre S. aureus resistente a meticilina.

Se obtuvieron valores de CMI comprendidos entre 3.12 y 6.25 ug/mL, los cuales

resultaron menores a los observados para los controles ampicilina (31.25 a 250

png/mL) y ciprofloxacino (125-1,000 pg/mL).
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En 2014, Tavares [55] realiz0 estudios de relacion estructura-actividad
antimicrobiana de diversos alcaloides benzo[c]fenantridinicos concluyendo que
el ion iminio era imprescindible para presentar dicha actividad y que los grupos
electrodonadores en las posiciones 7 y 8 aumentaban el efecto antibacteriano de
las benzo[c]fenantridinas (Figura 8). En el estudio se trabajé con siete bacterias
Gram-positivas: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, S. aureus, S. epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Enterobacter aerogenes y Enterococcus spp; y ocho
Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa, E. cloacae, Shigella sonnei, Salmonella typhimurium, Burkholderia

cepacia, Morganella morganii.

Actividad antibacteriana

T TRy=H D
I Importante para I
esta actividad

S o

-~
SNy (T T T T T ™
O 1 rlmportante para
> F | esta actividad )
I -

| posiciones 8y 9
| incrementan la
actividad mas que los

QEEEECTY

|
I [ R,
|

'\ R ( Importante para esta |
3 - 0l 0] ]
. \ ----_| actividad e incrementa |
» Rg) 1\ Rs Vi

—_———— N | laactividad al formar |

r Grupos metoxilos en "‘ R . .
- ) \ la sal cuaternaria )

posiciones 7y 8 CFTTR T Ty m e e e e —
I incrementan la Rg=H

actividad mas que en Importante para I
\ _ posiciones8y3 __/ __esta actividad_J

Figura 8. Estudio de relacion estructura-actividad antimicrobiana de alcaloides

benzofenantridinicos [55].
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En otros estudios se ha observado que los analogos reducidos de las
benzo[c]fenantridinas cuaternarias 1 y 2, dihidrosanguinarina (3) Yy
dihidroqueleritrina (4) (Figura 9), también han mostrado actividad antibacteriana

contra cepas sensibles y resistentes a distintos antibidticos.

0
LY
SO
R4 N\

R

(1) R1=R2= -OCHzO-
(2) R1=R2= -OCH3

Figura 9. Andlogos reducidos de las benzo[c]fenantridinas cuaternarias, dihidrosanguinarina (3)

y dihidroqueleritrina (4).

Navarro y colaboradores [46] observaron CMI de 9.3 pg/mL del compuesto
3 en contra de S. aureus y S. faecalis sensibles a gentamicina, un valor muy

cercano al del control (CMI de gentamicina: 5 pg/mL).

De manera similar, Zuo y colaboradores [56] reportaron que el compuesto
3 presentd actividad antibacteriana moderada (CMI= 23.4 ug/mL) frente a S.
aureus resistente a meticilina, en comparacion con el control vancomicina (CMI=

1 pg/mL).

Por otro lado, Tantapakul y colaboradores [57] reportaron que el
compuesto 4 presentd potente actividad antibacteriana contra S. aureus

resistente a meticilina (CMI= 8 ug/mL) y actividad moderada frente a E. coli (CMI=
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16 pg/mL) en comparacion con el control vancomicina (CMI= 1 ug/mL). Ademas,
las CMI reportadas por Tavares [55] en cepas sensibles a cloranfenicol como S.
epidermidis, P. aeruginosa, B. subtilis y K. pneumoniae resultaron de 3.12 pg/mL,

mientras que la CMI del control cloranfenicol fue de 0.7-0.8 € g /L.m

Aunado a lo anterior, algunas dihidrobenzo[c]fenantridinas funcionalizadas
en la posicién bencilica, mostraron un aumento considerable en su actividad
antibacteriana; tal es el caso de 6-metoxidihidrosanguinarina, que mostré una
CMI de 1.9-3.9 pg/mL contra S. aureus resistente a meticilina, utilizando como

control ampicilina (CMI= 0.06 € g /L)np58].

Otro hallazgo importante fue reportado por Hernandez [59] donde se
observo que (i )-6,12-dimetoxidihidroqueleritrina presentaba valores de CMI de
6.25 y 12.5 pg/mL contra aislados clinicos de M. tuberculosis resistentes a
isoniacida-rifampicina-etambutol e isoniacida-rifampicina-estreptomicina,

respectivamente.

2.3 Acoplamiento cruzado deshidrogenativo

Histéricamente, las adiciones nucleofilicas, las sustituciones y las
reacciones tipo Friedel-Crafts formaron los pilares de los métodos para conectar
dos moléculas méas simples a través de la formacién de un enlace Ci C en

estructuras aciclicas [60].
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En las ultimas décadas, los catalizadores de metales de transicion a traves
de acoplamiento cruzado han superado algunas limitaciones de las reacciones
clasicas (por ejemplo, sustituciones nucleofilicas que involucran carbonos sp?) y
han aumentado enormemente la eficiencia de las formaciones de enlaces C-C,
especialmente las que involucran arenos y alquenos, en la quimica organica

moderna (Figura 10) [61], [62].

[O]

Figura 10. Acoplamiento cruzado deshidrogenativo (ACD).

La activacion y funcionalizaciéon de enlaces carbono-hidrogeno (Ci H)
adyacentes a un heteroatomo representa una estrategia sintética relevante que
permite explorar el espacio quimico con nuevas moléculas o mejorar las
propiedades farmacocinéticas de compuestos bioactivos [63]. El término
funcionalizacion Ci H incluye la ruptura (o activacién) de un enlace CiH y
subsecuente formacién de un enlace carbono-carbono (CiC) o carbono-

heteroatomo (Ci X) [64].

Una de las ventajas mas importantes de la funcionalizacion Ci H es que
permite la conversion directa del enlace Ci H en un solo paso. Efectivamente, la
transformacion directa de enlaces Ci H ofrece atajos en comparacion con la
sintesis organica clasica, haciendo asi mas sencillas las vias de sintesis y por
ende se impacta de forma positiva en la economia de pasos y proceso total; es

decir, no se requieren pasos adicionales como las reacciones de proteccion y
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desproteccion [63]-[65]. Adicional a lo anterior, es una reaccién amigable al medio
ambiente porque requiere cantidades cataliticas de un metal de transicion para
efectuar el acoplamiento oxidativo y en algunos casos la reaccién se puede
realizar con oxigeno molecular haciendo innecesario el uso de agentes oxidantes

fuertes como peroéxidos y benzoquinonas [66].

2.3.1 Acoplamiento C(sp®)i H y C(sp?)i H.

Las tetrahidroisoquinolinas e indoles son estructuras comunes en
productos naturales. La sintesis asimétrica de ambos compuestos organicos es

otro esfuerzo importante en la quimica organica moderna [67].

En 2005 Li y colaboradores [68] implementaron el ACD para conectar el
C(sp®) de la tetrahidroisoquinolina con el C(sp?) de un indol. De acuerdo con los
resultados, las ventajas de este método incluyen alta regioselectividad, el uso de
un indol desprotegido (grupo amino libre) y el uso de cobre, un metal

relativamente barato, como catalizador.

Recientemente, Romo y colaboradores [69] reportaron la funcionalizacion
de los compuestos 3 y 4 con diversos nucledfilos, entre ellos indol y 2-metilindol
(Esquema 1), utilizando bromuro cuproso como catalizador y acetonitrilo como

disolvente, obteniéndose rendimientos que van desde 39.7 hasta 60.1 %.
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CuBr (5 mol%), Aire
CH3CN, 24h, t. a.

3 R=0OCH,0
4 R=OCHj;
[Nu]:
A\ A\
N N
H H
indol 2-metilindol

Esquema 1. Reaccidn de acoplamiento entre los alcaloides 3 y 4 e indoles.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS, OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1 Hipotesis

La funcionalizacién de dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina con un
fragmento inddlico favorecera que alguno de los derivados presente mayor

actividad antibacteriana, contra cepas farmacorresistentes, que su precursor.

3.2 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar estructuralmente y determinar la actividad
antibacteriana contra cepas farmacorresistentes de derivados de
dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina C(6)-funcionalizadas con diversos

indoles.
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3.3 Objetivos especificos

. Aislar y purificar dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina a partir del
extracto metandlico de las semillas de Bocconia latisepala.

Funcionalizar  dihidrosanguinarina y  dihidroqueleritrina  mediante
acoplamiento cruzado deshidrogenativo del enlace C(sp?)-H bencilico con
diversos indoles.

Caracterizar las estructuras quimicas de las dihidrobenzo[c]fenantridinas
C(6)-funcionalizadas mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

Evaluar la actividad antibacteriana de las dihidrobenzo[c]fenantridinas
C(6)-funcionalizadas contra cepas sensibles y farmacorresistentes de

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

3.4 Justificacioén

A pesar de que las benzolc]fenantridinas cuaternarias (Ej.: Queleritrina, 2)

poseen mayor actividad antibacteriana que sus contrapartes reducidas (Ej.:

Dihidroqueleritrina, 4), las primeras no son selectivas y son altamente téxicas

debido a la capacidad que tienen para intercarlarse con el ADN y de sufrir

adiciones nucleofilicas de grupos amino o tiol presentes en las biomoléculas.

Tomando en cuenta que algunas dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-

sustituidas (Ej.: 6-metoxidihidroqueleritrina) mejoran la actividad antibacteriana

de las dihidrobenzo[c]fenantridinas contra algunas cepas resistentes (S. aureus
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resistente a meticilina) y que algunos indoles han mostrado excelentes resultados
como inhibidores de la bomba de expulsion de farmacos y factores de virulencia
en bacterias resistentes; en el presente proyecto de investigacion se postulo que
la incorporacién de diversos indoles en la posicion 6 de los alcaloides 3 y 4
mediante acoplamiento cruzado deshidrogenativo, conferirian propiedades
inhibitorias del crecimiento celular de cepas bacterianas resistentes a
antibioticos. Con esta propuesta de disefio se esperaba que los indoles
confirieran mayor capacidad antibacteriana a los alcaloides, principalmente

contra bacterias resistentes a farmacos.
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CAPITULO 4

PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Ubicaciéon

La obtencion de los alcaloides naturales y la obtencion de los derivados
semisintéticos se realizaron en el Laboratorio de Productos Naturales y Sintéticos
ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas en la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. Los ensayos para
determinar la actividad antibacteriana se realizaron en el Laboratorio de
Gastroenterologia del Hospital Universitario de la Universidad Autbnoma de

Nuevo Ledn.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Aislamiento y purificacidon de compuestos por cromatografia

Para la realizacion de cromatografias en columna (CC) se utiliz6 como

fase estacionaria gel de silice con tamafio de particula de 0.040-0.063 mm (EMD
32



Chemical Inc). Para la cromatografia en capa fina (CCF) se emplearon
cromatofolios de gel de silice 60 F-254 de dimensiones 20 x 20 cm, con un grosor
de 0.2 mm con indicador fluorescente marca Merck. Los disolventes utilizados
como fase movil fueron Hexano (Hex), Acetato de etilo (AcOEt), Diclorometano
(DCM), Cloroformo (CHCI3) y Metanol (MeOH). Las mezclas de disolventes
empleadas en el analisis por CCF y en las purificaciones por cromatografia en
columna se presentan como volumen por volumen. Como revelador se utilizé una
lampara de UV, marca Spectroline ( & 2 ¥ 365nm), solucion de sulfato cérico
amoniacal y yodo. Para eliminar el disolvente de las muestras, se utilizé el

evaporador rotativo marca Yamato y Bichi.

4.2.2 Caracterizacion de los compuestos obtenidos

Los puntos de fusidn (sin corregir) se determinaron en un aparato de Fisher
Johns. Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 1H)
se registraron en los instrumentos Varian Unity (300 MHz) y Bruker AVANCE (300
MHz) usando cloroformo deuterado (CDCls) como disolvente y tetrametilsilano
(TMS) como patrén interno. Los desplazamientos quimicos ( Use informan en
partes por millon (ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se informan en Hz.
Los patrones de division se describen como singulete (s), singulete ancho (sa),
doblete (d), triplete (t), cuarteto (g), multiplete (m), doblete de doblete (dd) y
triplete de doblete (td). Los espectros de resonancia magnética nuclear de

carbono (*3C NMR) se registraron usando un espectrémetro de RMN a 75 MHz y
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los desplazamientos quimicos ( Yise dan en ppm. Los espectros de masas de
baja y alta resolucién (EMBR y EMAR, respectivamente) se registraron en un

espectrometro de masas JEOL JMS-AX505HA.

4.2.3 Sintesis de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-funcionalizadas

La funcionalizacién de los compuestos 3y 4 se llevo a cabo a temperatura
ambiente y se mantuvo en agitaciéon con un agitador magnético sobre una
plancha Cimarec. Se utiliz6 bromuro cuproso (CuBr) como catalizador, 1,4-

dicloroetano (DCE) como disolvente y oxigeno ambiental como oxidante (O2).

Todos los reactivos se compraron de Sigma Aldrich y se usaron tal como
se recibieron sin purificacion adicional. Los nucleofilos con los que se
funcionalizaron las dihidrobenzolc]fenantridinas mediante acoplamiento oxidativo
fueron: indol, 1-metilindol, 2-metilindol, 5-metoxiindol, 5-nitroindol, 5-metilindol, 5-

fldorindol y 6-cloroindol.

A menos que se indique lo contrario, todos los rendimientos se refieren a

productos aislados después de la cromatografia en columna.

4.2.4 Analisis de monocristal por difraccion de rayos X

Las mediciones de difraccion de rayos X de 3a se obtuvieron en un

difractometro con geometria @ Bruker D8 Venture equipado con radiacion
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multicapa Cu K U( #,71073 A) y detector de area CCD. La estructura cristalina
se resolvio mediante métodos directos utilizando SHELXS-2014/7 [70] y se refind
mediante minimos cuadrados de matriz completa en F? utilizando SHELXL-
2014/7 [70] con factores de temperatura anisotropicos para atomos que no son
de hidrégeno que convergen en indices R finales [I> 2 ((1)], R1 = 0.0829, wR2 =
0.1887. Los atomos de hidrégeno, excepto los que formaron parte de los sistemas
de enlaces de hidrégeno, se incluyeron en las posiciones calculadas y no se

refinaron

4.2.5 Andlisis conformacional

El analisis conformacional se realizé mediante mecanica molecular con los
programas PCMODEL (Program. Serena Software, PO Box, 3076, Bloomington,
IN 47402-3076, USA) y ChemDraw (CambridgeSoft Corporation, 875
Massachusetts Ave. Cambridge, MA 02139, USA), donde se obtuvieron los

conférmeros de menor energia potencial relativa (MMX en kcal/mol).

4.2.6 Ensayos bioldgicos

Para todos los ensayos bioldgicos se emplearon microplacas estériles de
96 pocillos con tapa (Corning Costar, New York). En los ensayos para determinar
actividad antimicobacteriana se emple6: medio Middlebrook 7H9 (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ), rezasurina (Biotum, Hayward, CA), acido oleico,
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albumina, dextrosa y catalasa (OADC; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
Tween 80 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), glicerina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
tubos conicos de 10 y 25 mL (Falcon, USA), agua bidestilada, dimetilsulfoxido

(J.T.Baker, USA), Incubadora (SANYO, Miami).

4.3 Obtencion de los alcaloides N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinicos

4.3.1 Recoleccion de semillas de B. latisepala

Se recolectaron las semillas de Bocconia latisepala S. Wats el 31 de julio
y el 3 de septiembre de 2016. La especie fue localizada en una zona pedrera
ubicada en la zona montafiosa de San Pedro Garza Garcia, Nuevo Leon, a una
altitud de 1500 metros sobre el nivel del mar. Un ejemplar vegetal se deposito en
el Herbario UANL Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn (numero de voucher: 26668). La parte fitoquimica del proyecto se
realizé en el Laboratorio de Productos Naturales y Sintéticos de la Division de
Estudios de Posgrado, Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

4.3.2 Preparacion del extracto metandlico a partir de las semillas de B. latisepala

Las semillas de Bocconia latisepala se dejaron secar al sol y se retiro la

vaina obteniendo 1.04 Kg de semilla de la primera colecta 'y 310 g de la segunda
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colecta. Después se pulverizaron en un molino de cuchillas hasta la obtencion de
un polvo. Las extracciones se realizaron por separado segun la colecta. Se dividié
en 3 partes la primera colecta y en dos la segunda y se depositaron en matraces
Erlenmeyer de 2 L. A cada matraz se adicion6 1.5 L de metanol y la mezcla se
dej6é en maceracion durante 48 horas con agitaciones intermitentes durante este
tiempo. El macerado se filtr6 a través de algoddén y se concentr6 en un
evaporador rotativo a presion reducida con una temperatura de bafio de 35°C.
Este proceso se repiti6 10 veces antes de desechar la materia organica. El
extracto metandlico seco de la primera colecta pes6 312 g y el de la segunda
colecta pes6 52 g. Ambos se conservaron en un refractario previamente pesado

en una balanza granataria libres del polvo y la humedad hasta su procesamiento.

A partir de los sdlidos insolubles del extracto metandlico de la primera
colecta se realizd una cromatografia en columna. La columna fue empacada con
gel de silice en relacion 1:20 a la muestra y se eluyéo con Hexano (Hex),
Diclorometano (DCM) en gradiente de polaridad. El gel de silice fue preparado

con Hexano al 100% y se inici6 la columna con Hex:DCM 90:10.

De las fracciones mas abundantes se lograron aislar y purificar, por
diferentes técnicas cromatograficas y de cristalizacion tres alcaloides
dihidrobenzol[c]fenantridinicos, los cuales fueron identificados por sus datos
espectroscopicos como dihidrosanguinarina (3), dihidroqueleritrina (4) y 12-

metoxidihidroqueleritrina (5).

La parte aceitosa del extracto metandlico se procesé de manera similar en
partes de 10 g debido a la labilidad de los compuestos que esperabamos obtener.
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Se realizaron diversas cromatografias en columna con dimensiones de 5 cm x 30
cm en relacion 1:20 a la muestra y se eluy6 con Hex:Acetato de etilo (AcOEt) en
gradiente de polaridad. El gel de silice se preparé con Hexano al 100% vy
posteriormente la columna se eluyd con Hex:AcOEt 99:01. Durante el
fraccionamiento se purificaron los alcaloides 3, 4 y 5, ademas de otro alcaloide,
gue no se habia encontrado en los sodlidos insolubles y se identific6 como

dihidroquelirubina (6) (Figura 11).

Extracto metandlico

312 gramos
Sélidos Insolubles Aceite
22 gramos 290 gramos
Fase estacionaria: Silica gel (1:20) Fase estacionaria: Silica gel (1:20)
Fase movil: Hex:DCM en gradiente Fase movil: Hex:AcOEt en gradiente
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Figura 11. Fraccionamiento del extracto metandlico de las semillas de B. latisepala.
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4.4 Procedimiento para la obtencion de los derivados de 3

En un vial de vidrio se adicion6 3 (20 mg, 0.06 mol), indol (NuH, 1 eq),
CuBr (3 mol%, 1.7x10°mol) y 1 mL de 1,2-dicloroetano (DCE) (Esquema 2). La
mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente por 4
horas. El residuo de la reaccion se fraccioné en cromatografia en columna con

Hex:DCM (7:3 v/v) hasta la obtencion del derivado correspondiente.

O o}
9% @ O
CuBr (3 mol%) O o

N N

(@) DCE (@)
\_
o @ Aire/t.a./4h o
3 3a-3h
[Nul:
N N N
H \ H N
indol 1-metilindol 2-metilindol 5-metilindol
a b c d
F H;CO O2N
N N
H N Cl N H
5-fldorindol 5-metoxiindol 6-cloroindol 5-nitroindol
e f g h

Esquema 2. ACD entre 3 y diversos indoles.
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4.5 Procedimiento para la obtencion de los derivados de 4

En un vial de vidrio se adicion6 4 (20 mg, 0.057 mol), indol (NuH, 1 eq),
CuBr (3 mol%, 1.7x103*mol) y 1 mL de DCE (Esquema 3). La mezcla de reaccién
se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente por 4 horas. El residuo
de la reaccion se fraccion6 en cromatografia en columna con Hex: DCM (7:3 v/v)

hasta la obtencion del derivado correspondiente.

@

CuBr (3 mol%)

DCE
Aire/t.a./4h
4
[Nu]:
o ol \ \
N N N
H \ H N
indol 1-metilindol 2-metilindol 5-metilindol
a b c d
F H3CO O2N
N N
H N Cl N H
5-fldorindol 5-metoxiindol 6-cloroindol 5-nitroindol
e f g h

Esquema 3. ACD entre 4 y diversos indoles.
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4.6 Ensayos biologicos

4.6.1 Protocolo para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
4.6.1.1 Cepas y cultivo

Para la actividad antibacteriana se utilizaron las siguientes cepas de
aislados clinicos resistentes a diferentes farmacos (Tabla 4).

Tabla 4. Bacterias resistentes ante las que se evalud la actividad antibacteriana de las
benzo[c]fenantridinas naturales y funcionalizadas

Staphylococcus aureus Acinetobacter baumannii il Il
resistente a meticilina resistente a carbapenémicos y

resistente a : :
carbapenémicos cefalosporinas de amplio
P espectro (NDM-1+)

Staphylococcus epidermidis
resistente a linezolid

Escherichia coli productora Klebsiella pneumoniae

de BLEE productora de BLEE
Enterococcus faecium Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa
resistente a vancomicina resistente a oxacilinas resistente a carbapenémicos

4.6.1.1 Ensayo Bioldgico

Las cepas se inocularon en placas preparadas con agar-sangre al 5% y
cultivadas por 24 horas. Para la preparacion del indculo para el ensayo, de tres
a cinco colonias de cada cultivo se transfirieron a tubos con solucion salina estéril,
y la turbidez se ajusté al tubo 0.5 de McFarland (1.5X108 Unidades formadoras
de colonias (UFC)/mL). Posteriormente se transfirieron 10 ¢ Len 11 mL de caldo

Mueller-Hinton, para alcanzar una concentraciéon de 5 X 10° UFC/mL.
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El ensayo se realiz6 de acuerdo con el método de microdilucién reportado
en la literatura [71]. Consistidé en utilizar microplacas de 96 pocillos de fondo
redondo estériles con tapa y en primer lugar se adicionaron 100 ¢ Lde medio de
cultivo en cada pocillo de toda la placa. A continuacion, en el primer y segundo
pocillo de la fila A se afiadieron 100 ¢ Lde la solucion de trabajo (por duplicado)
con la concentraciéon de 4X (200 € g / Ynde mezcl6 utilizando la micropipeta
multicanal y de esta mezcla se tomaron 100 ¢ Ly se transfirieron a la fila B para
realizar una dilucion 1:2, y se continué asi hasta la fila G, desechando los ultimos
100 ¢ LPosteriormente, se tomaron 100 € Lde la suspension bacteriana ajustada
al tubo 0.5 de McFarland y se adicionaron a los pozos con o sin muestra. A la fila
H no se le adicion6 suspension bacteriana, ya que esta fila sirve como control de
esterilidad. La microplaca se sometio a incubacion a 37 °C durante 16-24 horas,
a excepcion de la cepa S. epidermidis resistente a linezolid, la cual se incub6 48
horas. Al término de la incubacion se evalu6 de forma visual el crecimiento o
inhibicion de la bacteria, tomandose como inhibicion los pocillos donde no se
observé turbidez ni depésito de bacterias en el fondo. Cada concentracion se
evaluo por duplicado y el experimento se realizdé dos veces en dias diferentes.
Se utilizé levofloxacina como control positivo de referencia. Se determino la CMI
como la minima concentracion del compuesto que inhibe el crecimiento de la

bacteria.
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4.6.2 Protocolo para Mycobacterium tuberculosis

4.6.2.1 Cepas y cultivo

Para este ensayo se emple6 un aislado clinico de M. tuberculosis G122,

el cual es resistente a isoniacida, rifampicina y etambutol.

4.6.2.2 Ensayo Biologico

La evaluacion de la actividad antimicobacteriana de los compuestos
sintetizados y aislados se realiz6 frente a una cepa resistente a rifampicina e
isoniazida de M. tuberculosis (G122) por el Ensayo de Microplaca con Alamar
Azul (MABA) [72]. Para el cultivo de M. tuberculosis se utilizd el medio
Middlebrook 7H9, el cual se esterilizd por autoclave y enfriado a temperatura
ambiente para adicionar acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC). Las
cepas se cultivaron a 37 °C durante 2 semanas con el propésito de alcanzar la
fase logaritmica de crecimiento. El indculo para el ensayo se prepar6 diluyendo
el cultivo y ajustando al tubo 1 de McFarland, seguido de la dilucién 1:20 con

medio Middlebrook.

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos colocando 200 ¢ Lde agua
estéril en los pozos de la periferia y afiadiendo en los demas 100 ¢ Lde caldo
7H9. Posteriormente, se adicionaron 100 ¢ L de la solucién de trabajo
(compuestos puros) partiendo de una concentracion de 200 € g / mbaciendo
una serie de diluciones 1:2 a lo ancho de la placa. Se afadieron 100 ¢ Ldel

in6culo previamente ajustado.
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Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias y luego se les adicion6 20 ¢ L
del reactivo Azul de Alamary 12 ¢ Lde Tween 80 al 10% a todos los pocillos. La
placa se re-incubd a 37 °C por 24 horas. Si después de esta incubacion se
observé cambio de color azul a rosa, se interpretdé que existe un crecimiento
micobacteriano y que los compuestos evaluados se consideraron inactivos. Si el
color permanecia azul se interpretd6 como ausencia de crecimiento
micobacteriano y por consiguiente los compuestos evaluados se consideraron
activos a las concentraciones ensayadas. En cada microplaca se incluyo
etambutol y levofloxacina como controles positivos, mientras que el medio de
cultivo y dimetilsulféxido (DMSO) al 2.5% (v/v) se incluyeron como disolvente y
control negativo, respectivamente. Cada concentracion se evalud por duplicado

y el experimento se realiz6 dos veces en dias diferentes.

4.7 Manejo de residuos

4.7.1 Sintesis y purificacion.

La disposicién de los residuos generados en la sintesis y purificacion de
los andlogos de las dihidrobenzo[c]fenantridinas se realizé en los contenedores

ubicados en el Laboratorio de Productos Naturales y Sintéticos en base al
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reglamento interno de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (Tabla 5).

Tabla 5. Disposicién de residuos de acuerdo con el reglamento de la Facultad de Ciencias
Quimicas.

Colector A Soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases
organicas.
Colector B Solidos inorganicos, sales inorganicas.
Colector C Téxicos e inflamables, aminas, solventes organicos. no
halogenados.
Colector D Toéxicos e inflamables, aminas, solventes organicos
halogenados.
Colector E orgéanico Muy toxico, cancerigeno, organico
Colector E inorganico Muy toxico, cancerigeno, inorganico.
Colector F Reciclo de sales de metales preciosos.
Colector G Combinaciones orgénicas solidas.
Colector H Oxidantes.

Vidrio Impregnado con Sustancias Peligrosas
Plastico Impregnado con Sustancias Peligrosas
Basura Industrial Arena, sanitas, papel o magitel impregnado con residuos
peligrosos. Absorbente que se utilizan para contener
derrames. Guantes de plastico y latex

4.7.2. Ensayos biologicos.

Los residuos generados en los ensayos de actividad antibacteriana y
antituberculosa fueron dispuestos en base a lo establecido por el Laboratorio de

Diagnostico Microbiolégico Especializado del Hospital Universitario.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la preparacion de las dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-
funcionalizadas primero se realizé la purificacion de dihidrosanguinarina (3) y
dihidroqueleritrina (4) a partir del extracto metandlico de las semillas de B.
latisepala y su posterior andlisis por resonancia magnética nuclear de 'H y 13C

para confirmar las estructuras.

5.1 Elucidacion estructural de los alcaloides naturales

5.1.1 Datos espectroscoépicos de los alcaloides dihidrobenzo|c]fenantridinicos

5.1.1.1 Caracteristicas de dihidrosanguinarina (3)

Cristales transparentes que revelan azul rey en la lampara de UV a ags4 y
aseo Nm. Después de oxidarse en la placa se ve una mancha naranja en la luz

visible.
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Punto de fusion (PF): 194-195°C
Rf: 0.52 (Hex:AcOEt, 80:20)

RMN H (300 MHz, CDCls) U (ppm): 7.68 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-11), 7.67 (1H, s,
H-4), 7.47 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-10), 7.29 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-12), 7.10 (1H, s,
H-1),6.85 (1H, d, J = 8.1, H-9), 6.05 (2H, s, OCH20), 6.03 (2H, s, OCH20), 4.19

(2H,s, H-6), 2.61 (3H, s, N-CHs).

5.1.1.2 Caracteristicas de dihidroqueleritrina (4)

Cristales con reflejos amarillos que revelan azul rey en la lampara de UV
a ag54 Yy as60 NM. Después de oxidarse en la placa se ve una mancha amarilla en

la luz visible.
PF: 164-165°C
Rf: 0.48 (Hex:AcOEt, 80:20)

RMN *H (300 MHz, CDCls), Ui (ppm): Ui 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.67 (s, 1H,
H-4), 7.50 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.48 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-10), 7.10 (s, 1H,
H-1), 6.94 (d, J = 8.5, 1H, H-9), 6.04 (s, 2H, OCH:0), 4.29 (s, 2H, H-6), 3.92 (s,

3H, O-CHa), 3.87 (s, 3H, O-CH3), 2.59 (s, 3H, N-CHa).
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5.1.1.3 Caracteristicas de 12-metoxidihidroqueleritrina (5)

Cristales con reflejos amarillos que revelan azul celeste en la lampara de
UV a ass4 y ass0 NM. Después de oxidarse en la placa se ve una mancha amarilla

en la luz visible.

PF: 179-181°C
Rf: 0.46 (Hex:AcOEt, 80:20)

RMN 1H (300 MHz, CDCls), U (ppm): 7.64 (s, 1H, H-4), 7.54 (s, 1H, H-11), 7.47
(d, J = 8.5 Hz, 1H, H-10), 7.05 (s, 1H, H-1), 6.94 (d, J = 8.4, 1H, H-9), 6.04 (s, 2H,
OCH:0), 4.26 (s, 2H, H-6), 4.02 (s, 3H, O-CH3), 3.92 (s, 3H, O-CHa), 3.87 (s, 3H,

O-CHs), 2.52 (s, 3H, N-CHa).

5.1.1.4 Caracteristicas de dihidroquelirubina (6)

Solido rosa que revela celeste en la lampara de UV a ags4 y 8360 nm.

Después de oxidarse en la placa se ve una mancha rosa en la luz visible.
PF: 198-199 °C
Rf: 0.52 (Hex:AcOEt, 80:20)

RMN H (300 MHz, CDCls) @i (ppm): 8.31 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-11), 7.69 (s, 1H,
H-4), 7.46 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-10), 7.10 (s, 1H, H-1), 6.60 (s, 1H, H-9), 6.03 (s,
2H, OCH-20), 6.00 (s, 2H, OCH20), 4.10 (s, 2H, H-6), 3.87 (s, 3H, OCH3), 2.58 (s,
3H, N-CHa).
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5.2 Elucidacion estructural de los alcaloides naturales

5.2.1 Caracterizacion de dihidrosanguinarina (3)

El fraccionamiento por CC de los solidos insolubles del extracto metandlico
permitié la purificacion de un sélido blanco que recristaliz6 con AcOEt como
cristales cubicos traslicidos (549.2 mg equivalente al 0.05 % del total del peso
de las semillas), cuyo espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 12) mostré
patrones de sefiales muy similares a los reportados para dihidrosanguinarina (3).
El espectro exhibi6 un singulete en Ux 2.61 ppm que integra para tres hidrégenos,
el cual es caracteristico de grupo metilo unido a nitrégeno. En tx 4.19 ppm esta
presente un singulete que integra para dos hidrégenos, el cual corresponde a los
protones del metileno unido al nitrégeno. En tn 6.03 y 6.04 ppm se observaron
dos singuletes que integran para dos hidrogenos cada uno y que, de acuerdo con
sus desplazamientos quimicos, corresponden a dos grupos dioximetileno. En la
region de los protones aromaticos se observaron cuatro dobletes ( #6.86, 7.28,
7.49 y 7.70 ppm; H-9, H-10, H-12 y H-11 respectivamente) con constantes de
acoplamiento (J) tipicas para protones en posicién orto (alrededor de 8.1 Hz) y
dos sefiales sencillas ( #7.10 y 7.67 ppm) que integran para un hidrégeno cada
unay que son atribuibles a los protones arométicos en posicion para (H-1y H-4,

respectivamente).
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Figura 12. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto dihidrosanguinarina (3).

5.2.2 Caracterizacion de dihidroqueleritrina (4)

El fraccionamiento por CC de la parte aceitosa del extracto metandlico
permitié la purificacion de un sélido amarillo, que recristaliz6 con AcOEt como
cristales amorfos amarillos claros (951.7 mg equivalente al 0.09 % del total del
peso de las semillas). El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3, Figura 13) de
los cristales mostré patrones de sefales muy similares a los reportados para
dihidroqueleritrina (4). En el espectro se observo un singulete que resond en Ux
2.59 ppm que integra para tres hidrogenos y se atribuye a los hidrogenos del
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grupo N-metilo, un singulete en Un 4.29 ppm que integra para dos hidrogenos y
corresponde al metileno unido a nitrdgeno, un singulete tipico de grupo
dioximetileno en Ux 6.04 ppm con integracion para dos hidrogenos, los protones
orto aromaticos (cuatro dobletes en Un 6.94, 7.48, 7.51y 7.70 ppm; H-9, H-12, H-
10 y H-11, respectivamente) con integraciones para un hidrogenoy J=8.7 Hzy
los dos singuletes correspondientes a los protones aromaticos en posicion para
(Gn 7.10 y 7.67 ppm, H-1 y H-4, respectivamente). Al comparar el espectro de
RMN 'H de este compuesto con el obtenido para 3, se puede observar la
ausencia de un singulete de grupo dioximetileno y en su lugar se observé la
presencia de dos singuletes en Un 3.87 y 3.92 ppm, los cuales integran para tres
hidrogenos cada uno y muestran desplazamientos quimicos caracteristicos de

grupos metoxilo unidos a benceno.
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Figura 13. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto dihidroqueleritrina (4).

5.2.3 Caracterizacion de 12-metoxidihidrogueleritrina (5)

Durante la purificacion de 4 también se logré el aislamiento y purificacion
de sdlidos amarillos (6.9 mg equivalente al 0.0006 % del total del peso de las
semillas), los cuales fueron analizados por RMN *H (300 MHz, CDCls, Figura 14).
En dicho espectro se observaron patrones de sefiales muy similares a los de 4,

lo cual permitié inferir que su estructura molecular correspondia a un analogo de
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la misma. Las similitudes espectroscopicas radican en el singulete que resono en
Un 2.52 ppm con una integral para tres hidrégenos y se atribuye a los hidrogenos
del grupo N-metilo, dos singuletes en Un 3.87 y 3.92 ppm que integran para tres
hidrogenos y que corresponden a los grupos metoxilo unidos a benceno, un
singulete en Un 4.26 ppm que integra para dos hidrogenos correspondientes al
metileno unido a nitrdgeno, un singulete tipico de grupo dioximetileno en U+ 6.04
ppm con integracion para dos hidrogenos, dos dobletes que integran para un
protdn cada uno correspondientes a los protones orto aromaticos (Un 6.95 ppm,
H-9,J=8.4HzyUn7.48 ppm, H-10, J = 8.4 Hz) y dos singuletes correspondientes
a los protones aromaticos en posicion para (U 7.05 y 7.64 ppm, H-1 y H-4,
respectivamente). Al comparar el espectro de RMN *H de este compuesto con el
obtenido para 4, se observé una sefial singulete adicional en tx 4.02 ppm que
integra para tres hidrégenos y muestra desplazamiento quimico caracteristico de
grupo metoxilo unido a benceno y en la parte aromética se observé la ausencia
de dos dobletes de los protones orto aromaticos y en su lugar se observa la
presencia de un singulete en Un 7.54 ppm gue corresponde al protdn aromatico

vecinal al grupo metoxilo (H-11).
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Figura 14. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIz) del compuesto 12-metoxidihidroqueleritrina
(5).

5.2.4 Caracterizacion de dihidroquelirubina (6)

Durante el fraccionamiento por CC de la parte oleosa del extracto
metandlico con un sistema de elucion de Hex:AcOEt 95:05, se aislé un aceite rojo
de una de las fracciones, en el cual precipitaron unos sélidos que se lavaron con
hexano y se recristalizaron con AcOEt, obteniendo un sdlido amorfo color rosa
(63.5 mg equivalente al 0.006 % del total del peso de las semillas). Se le realizé
una CCF y su Rf era muy similar al de las plataformas naturales de interés, por

lo tanto, se analizé por RMN *H (300 MHz, CDClIs, Figura 15). En dicho espectro
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se observaron patrones de las sefiales muy similares a los de 3, lo cual permitio
inferir que su estructura molecular correspondia a un analogo de la misma. Las
similitudes espectroscopicas radicaron en la presencia de un singulete que
resond en Ux 2.58 ppm con una integral para tres hidrégenos y se atribuy6 a los
hidrégenos del grupo N-metilo, un singulete en Un 4.10 ppm que integra para dos
hidrogenos correspondientes al metileno unido a nitrdgeno, dos singuletes tipicos
de los grupos dioximetileno en tx 6.03 ppm y 6.0 ppm con integracion para dos
hidrogenos. En la region de los protones aromaticos se observaron dos dobletes
( m8.30y 7.75 ppm, H-11 y H-12, respectivamente) con J tipicas para protones
en posicion orto (8.8 Hz) y dos sefiales sencillas ( #17.68y 7.10 ppm) que integran
para un hidrégeno cada unay que son atribuibles a los protones en posicion para
(H-4 y H-1, respectivamente). Al comparar el espectro de RMN 'H de este
compuesto con el espectro RMN 'H de 3, se observdé una sefal singulete
adicional en Un 3.87 ppm que integra para tres hidrégenos y muestra
desplazamiento quimico caracteristico de grupo metoxilo unido a benceno y en
la parte aromatica se observé la ausencia de dos dobletes de los protones orto
aromaticos y en su lugar se observa la presencia de un singulete en Unx 6.60 ppm

gue corresponde al protdn aromatico vecinal al grupo metoxilo (H-9).
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Figura 15. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto dihidroquelirubina (6).

5.3 Sintesis de los derivados del compuesto 3

Después de la obtencién del alcaloide 3 a partir del extracto metandlico de

las semillas de Bocconia latisepala, se realizd el acoplamiento cruzado

deshidrogenativo entre 3 y 1-metilindol, siendo considerada como la reaccion

modelo para optimizar las condiciones de reaccion (Figura 16).
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Figura 16. Reaccién ACD entre 3 y 1-metilindol.

Considerando las condiciones establecidas por Romo y colaboradores
[69], se utilizd CuBr (10 mol%) como catalizador en condiciones aerobias a
temperatura ambiente, con CHzCN como disolvente, pero la plataforma 3 no se
disolvia y el producto de la funcionalizacion C6-C 3 §dlo se obtuvo en 10.8%.
Aunado a lo anterior, la reaccién se llevé a cabo durante 24 horas y al purificarla
por CC se logré recuperar parte de la plataforma (3) que no reaccioné. Por lo
anterior, se decidio utilizar 1,2 dicloroetano (DCE) como disolvente y reducir la
cantidad de CuBr a 3 mol%. Bajo dichas condiciones de reaccion, la plataforma
se transformé en 4 horas, mejorandose el rendimiento a 35%. El uso de CuBr en
cantidades mayores (5 mol% y 10 mol%), conservando DCE como disolvente,
favorecié el consumo de la plataforma, pero se obtenian menores rendimientos
(25.2% y 7.5% respectivamente). El uso de otro oxidante como peréxido de di-
ter-butilo (DTBP), con 3 mol% de CuBr como catalizador favorecio el consumo

de la plataforma en 2 horas, pero el rendimiento disminuyé a 7.2%.

Considerando los rendimientos para 3a, las mejores condiciones de
reaccion resultaron: 3 (1 eq.), 1-metilindol (1.2 eq), CuBr (3 mol%), DCE (1 mL),
temperatura ambiente (30°C) y 4 horas. Estas condiciones fueron extrapoladas
para el acoplamiento cruzado deshidrogenativo de 3 con otros indoles (Nu),
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obteniéndose los derivados correspondientes en rendimientos moderados y

buenos (Tabla 6).

Tabla 6. Rendimientos de la reaccién de ACD entre 3y los distintos indoles.

- OO b
(A
3

o)
-0  H(Nu)

Rendimiento Rendimiento

No. (%) No. (%)

Nu Nu
% 3a 60.95 %o
HN HN N
;b 3b 35.01 ;bp
N HN
/
< 3 46.85 ¢ 3 62.27
[of . .
HN HN 9
Cl
< 3d NP* &
H@/ H@Noz

*NF: No formado, *NP: No purificado

3e 57.17

3f 51.82

3e NF*

5.3.1 Datos espectroscoépicos de los derivados de 3.

6-( 1 -inébl-3 -d)-5,6-dihidrosanguinarina (3a)

Cristales amorfos color blanco que revelan azul rey en la lampara de UV a

99254 Y 9860 NM.

PF: 209-211 °C
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RMN H (300 MHz, CDCls) i (ppm) 8.10 (d, J = 7.5,
3.0 Hz, 1H, H-46 )7.67 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11),
7.65 (s, 1H, H-4), 7.55 (sa, 1H, NH), 7.39 (d, J =
7.8 Hz, 1H, H-10), 7.36 (d, J = 8 Hz, 1H, H-12) 7.20

i 7.03 (M, 3H, H-50 H-6 &H;76 )6.98 (s, 1H, H-1),

6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-9), 6.32 (dd, J = 2.5, 1.2
Hz, 1H, H-2 66.04 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-13), 6.03 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-13), 5.98
(d, J = 1.2 Hz, 1H, H-14), 5.93 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-14), 5.80 (d, J = 1.1 Hz, 1H,

H-6), 2.89 (s, 3H, CH3-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 147.97, 147.41, 147.13, 144.99, 141.03,
136.56, 130.96, 127.60, 126.96, 126.75, 124.10, 123.60, 122.86, 121.86, 120.15,
120.01, 119.46, 116.64, 116.61, 115.91, 111.03, 107.55, 104.20, 101.49, 101.23,

100.94, 54.39, 42.81.

6-( intetilindol-3 -@)-5,6-dihidrosanguinarina (3b)

Cristales cubicos, transparentes que revelan azul rey en la lampara de UV

a 9254 Y @360 NM.

PF: 231- 233°C
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RMN *H (300 MHz, CDCls) ti (ppm) 8.07 (dd, J = 8.6, 2 3

3.2 Hz, 1H, H-46 y¥.70 (d, J=8.6 Hz, 1H, H-11), 7.65

(s, 1H, H-4), 7.41 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-10), 7.35 (d, oO
J =9 Hz, 1H, H-12), 7.09 i 7.02 (m, 3H, H-5 6H:6 6 ,
H-76 $.97 (s, 1H, H-1), 6.94 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-9),

6.15 (s, 1H, H-2 6604 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-14a), 6.02 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-14b),
5.98 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-13a), 5.92 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-13b), 5.79 (s, 1H, H-

6), 3.41 (s, 3H, N1 €H3), 2.88 (s, 3H, CHa-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 161.18, 147.91, 144.92, 127.43, 123.52,
121.37, 120.26, 120.01, 118.89, 116.53, 115.96, 114.86, 114.55, 109.14, 107.49,

104.15, 101.49, 101.33, 100.91, 54.35, 42.90, 32.59.

6-( 1 -@ #netilindol-3 -@)-5,6-dihidrosanguinarina (3c)

Solido rojo amorfo que revela azul rey en la lampara de UV a ags4 y 8360

nm.
PF: 234-236°C

RMN H (400 MHz, CDCls) U (ppm) 8.78 (sa, 1H,
NH), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.48 (s, 1H, H-
4),7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-10), 7.28 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H-12), 7.14 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-46 )7.00

(d, J = 7.7 Hz, 1H, H-76 %.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H,

H-9), 6.88 (s, 1H, H-1) 6.86 i 6.77 (M, 2H, H-60 H-5 65.92 (s, 1H, H-14a), 5.91
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(s, 2H, H-13), 5.85 (s, 1H, H-14b), 5.68 (s, 1H, H-6), 2.79 (s, 3H, N5-CH3), 2.48

(s, 3H, C 2-GH3).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 147.66, 147.19, 147.12, 145.23, 141.59,
134.62, 132.99, 130.63, 128.54, 127.62, 127.55, 124.33, 123.47, 119.98, 118.78,
118.69, 115.98, 115.63, 110.04, 109.53, 107.56, 103.94, 101.31, 100.90, 100.74,

54.59, 42.54, 12.08.

6-( 1 -& #@netoxiindol-3 -@d)-5,6-dihidrosanguinarina (3e)

Cristales amorfos color lila que revelan azul rey en la lampara de UV a ags4

y @860 NM.
PF: 203-205 °C

RMN *H (300 MHz, CDCls) i (ppm) 8.08 (dd, J =
8.8, 3.8 Hz, 1H, H-7)07.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-
11), 7.65 (s, 1H, H-4), 7.40 (d J = 8.4, Hz, 1H, H-

10), 7.37 (d J = 8.3, Hz, 1H, H-12), 7.12 (m, 3H, H-

4 oH-6 6H-7)06.98 (s, 1H, H-1), 6.93 (d, J = 8.1
Hz, 1H, H-9), 6.15 (s, 1H, H-2 66.04 (s, 1H, H-13a), 6.02 (s, 1H, H-13b), 5.98 (s,
1H, H-14a), 5.92 (s, 1H, H-14b), 5.79 (s, 1H, H-6), 3.42 (s, 3H, O-CH3), 2.88 (s,

3H, N5-CHs).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 153.73, 141.16, 139.99, 137.46, 132.99,

131.66, 130.87, 129.62, 129.29, 123.56, 119.93, 118.32, 117.57, 116.78, 116.62,
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116.32, 112.07, 111.56, 107.45, 104.14, 102.14, 101.39, 101.04, 100.88, 55.99,

54.57, 42.65.
6-( 1 -& #dorindol-3 -@d)-5,6-dihidrosanguinarina (3f)

Cristales amorfos incoloros que revelan azul rey en la lampara de UV a

9254 Y 3860 NM.
PF: 203 °C

RMN *H (300 MHz, CDCls) &l (ppm) 1 8.16 (sa, 1H, NH),
7.63 (d, J = 8.7, 1H, H-11), 7.61 (s, 1H, H-4), 7.63 (dd,
3Jn-F = 10.5 Hz, 4 3.0 Hz, 1H, H-4)67.34 (d, J = 7.8
Hz, 2H, H-10, H-12), 7.03 (dd, 3Jn+ = 8.7 Hz, 4Jur 4.5

Hz, 1H, H-79, 6.95 (s, 1H, H-1), 6.88 (d, J = 8.1 Hz, 1H,

H-09), 6.80 (td, 3Jn+ = 8.7 Hz, 3Jur 8.7 Hz, “Jun 2.7
Hz, 1H, H-60, 6.35 (s, 1H, H-2)06.02 (d, J = 4.4 Hz, 2H, H-13), 5.96 (s, 1H, H-

14a), 5.93 (s, 1H, H-14b), 2.83 (s, 3H, N-CHs).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) Ui (ppm) 148.09, 147.47, 147.18, 140.90, 140.80,
133.02, 130.95, 127.51, 126.62, 124.61, 124.03, 123.69, 122.97, 120.00, 119.10,
116.74, 109.81, 107.66, 104.21, 102.14, 101.52, 101.05, 101.01, 99.99, 54.32,

42.77.
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6-( 1 -® #dloroindol-3 -@)-5,6-dihidrosanguinarina (39)

Cristales amorfos color rosa que revelan azul rey en la lampara de UV a

354 Y 3860 NM.
PF: 204-206°C

RMN *H (300 MHz, CDCls) i (ppm) 7.91 (d, J = 8.5
Hz, 1H, H-406 H7.58 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.56
(s, 1H, H-4), 7.38 (s, 1H, NH), 7.31 (d, J = 8.2 Hz,

1H, H-10), 7.29 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.03 (dd,

J =85, 1.8 Hz, 3H, H-50, 6.97 (d, J = 1.3 Hz, 1H,
H-70, 6.90 (s, 1H, H-1), 6.86 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-9), 6.21 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-
2 65.98 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-13a), 5.96 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-13b), 5.93 (d, J =
1.2 Hz, 1H, H-14a), 5.89 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-14b), 5.67 (s, 1H, H-6), 2.79 (s, 3H,

N5-CHs).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 147.99, 147.40, 147.07, 144.89, 140.69,
136.85, 130.88, 127.69, 127.41, 126.59, 125.40, 123.98, 123.65, 123.31, 120.94,
120.09, 119.87, 116.73, 116.65, 115.44, 110.83, 107.60, 104.15, 101.43, 100.92,

54.23, 42.63.
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5.3.2 Elucidacion estructural de los derivados de 3

5.3.2.1 Elucidacion  estructural del producto 6-( 1 -nébl-3-d)-5,6-
dihidrosanguinarina, 3a

El producto (3a) se obtuvo con un 60.95 % de rendimiento como cristales
traslicidos cubicos que funden a 223 °C. El espectro de RMN H (300 MHz,
CDCIs, Figura 17) exhibid sefales atribuibles al fragmento inddlico. En tn 6.32
ppm se observo una sefial doble de doble (J = 2.5, 1.1 Hz) que integra para un
hidrogeno y que corresponde al protén H-2 del indol se acopla tanto a H-1 éomo
a H-6 a larga distancia. En consecuencia, H-6 se observa como un doblete (J =
1.2 Hz) en 5.79 ppm. Entre Un 7.08 y 7.17 ppm se observé un multiplete que
corresponde a los protones H-5§ H-66y H-76del indol, mientras que en Un 8.1
ppm se observé un doble de dobletes (J = 7.5, 3.0 Hz) que corresponde al protén
H-46del indol. En Ux 7.55 ppm se observé un singulete ancho que integra para
un protén y que corresponde a H-1 @nido al nitrégeno del indol. Las sefales
remanentes son congruentes con las sefiales de 3: en Un 2.89 ppm se observé
un singulete con integracidén para tres hidrogenos, el cual es caracteristico de
grupo metilo unido al nitrégeno. En U+ 6.04 (J = 1.41), 6.03 (J =1.37),5.98 (J =
1.21) y 5.92 ppm (J = 1.19) se observaron cuatro dobletes que integran para un
hidrogeno cada uno y que corresponden a dos grupos dioximetileno. En la regién
de los protones aromaticos se observaron cuatro dobletes ( ®i6.93, 7.37, 7.39y
7.68 ppm) con J tipicas para protones aromaticos en posicion orto (entre 8.2 y

8.6 Hz) que corresponden a los protones en las posiciones H-9, H-12, H-10 y H-
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11, respectivamente y dos sefiales sencillas ( #6.97 y 7.65 ppm) que integran
para un hidrégeno cada unay que son atribuibles a los protones en posicion para

(H-1y H-4 respectivamente).
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Figura 17. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto 3a

5.3.2.2 Elucidacion estructural del producto 6-( ingetilindol-3 -d)-5,6-
dihidrosanguinarina, 3b

El producto (3b) se obtuvo con un 35.01 % de rendimiento como cristales
traslicidos cubicos que funden a 221 °C. El espectro de RMN H (300 MHz,

CDCIs, Figura 18) exhibio sefiales correspondientes al fragmento de 1-metilindol.
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En Un 3.41 ppm se observo un singulete con integracion para tres hidrégenos y
gue corresponde al grupo metilo unido al nitrogeno del indol. En Un 6.15 ppm se
observé un singulete que integra para un hidrégeno y que corresponde al proton
H-2 del indol. Entre tn 7.02 y 7.09 ppm aparecio un multiplete que corresponde
a los protones H-5¢ H-66 W-70y en Un 8.04 ppm una sefial doble de doble (J =
8.6, 3.2 Hz) que corresponde al protén H-46del indol. La union de 1-metilindol a
3 también quedd evidenciada por la sefial simple que resond en Un 5.79 ppm que
integra para un protdén y corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son
congruentes con las sefiales de 3: en Un 2.88 ppm se observd un singulete con
integracion para tres hidrégenos, el cual es caracteristico de grupo metilo unido
al nitrogeno. En U+ 6.04, 6.02, 5.98 y 5.92 ppm se observaron cuatro dobletes (J
=1.2, 1.1, 0.9 y 0.9 Hz respectivamente), que integran para un hidrégeno cada
uno y que corresponden a los cuatro protones de los dos grupos dioximetileno.
En la region de los protones aromaticos se observaron cuatro dobletes ( #6.94,
7.35, 7.41y 7.70 ppm) con J tipicas para protones en posicion orto (entre 8.1y
8.8 Hz) que corresponden a los protones de las posiciones H-9, H-12, H-10 y H-
11, respectivamente y dos sefiales sencillas ( #6.97 y 7.65 ppm) que integran
para un hidrogeno cada una y que son atribuibles a los protones aromaticos en

posicion para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 18. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIls) del compuesto 3b.

5.3.2.3 Elucidacion estructural del producto 6-(26metilindol-3 -@)-5,6-
dihidrosanguinarina, 3c

El producto (3c) se obtuvo con un 46.85 % de rendimiento como un sélido
rojo que funde a 234-236°C. El espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls, Figura 19)
exhibié sefiales atribuibles al fragmento de 2-metilindol. En Un 2.48 ppm se
observé un singulete que integra para tres hidrégenos y que corresponde al grupo
metilo unido a C-2 del indol. En U+ 8.78 ppm se observé un singulete que integra

para un hidrégeno y que corresponde al proton NH libre del 2-metilindol. En Gn
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7.14 y 7.00 ppm resonaron dos sefiales dobles (J = 7.7 Hz) que integran para un
protdn cada una y que corresponden a los protones H-46 i-76del indol, mientras
que entre Ux 6.86 y 6.78 ppm se observé un multiplete que integra para dos
protones atribuibles a los protones H-60y H-5 @el 2-metilindol. La union de 2-
metilindol a 3 también quedo evidenciada por la sefial simple que resono6 en Ux
5.68 ppm que integra para un proton y corresponde a H-6. Las sefales
remanentes son congruentes con las sefiales de 3: en Un 2.79 ppm se observo
un singulete con integracidén para tres hidrogenos, el cual es caracteristico de
grupo metilo unido al nitrégeno. En tx 5.92, 5.89 y 5.85 ppm se observaron tres
singuletes, que integran para cuatro protones, correspondientes a dos grupos
dioximetileno. En la region de los protones aromaticos se observaron cuatro
dobletes ( #6.90, 7.28, 7.34 y 7.63 ppm) con J tipicas para protones en posicion
orto (entre 7.7 y 8.6 Hz) (H-9, H-12, H-10 y H-11 respectivamente) y dos sefales
sencillas ( w6.90 y 7.48 ppm) que integran para un hidrogeno cada una y que

son atribuibles a los protones en posicion para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 19. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto 3c.
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5.3.2.4 Elucidaciéon estructural del producto 6-( 1 -& #inetoxiindol-3 -d)-5,6-

dihidrosanguinarina, 3e

El producto (3e) se obtuvo con un 57.17 % de rendimiento como cristales

traslicidos cubicos que funden a 217 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz,

CDCls, Figura 20) exhibi6 sefiales correspondientes al fragmento de 5-

metoxiindol. En Ux 3.95 ppm sobresalié una sefial simple que integra para tres

hidrégenos y que corresponde a los protones del grupo metoxilo del indol. En GH

6.32 ppm se observo una sefial doble (J = 1.5 Hz) que integra para un hidrégeno

y que corresponde al proton H-2 del indol. El resto de las sefiales del fragmento
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inddlico se observaron como: un doblete de dobletes que integra para un proton
( 6.74 ppm, J =8.8, 2.5 Hz, H-60 lna sefial doble en Un 7.03 ppm (1H, J = 8.8
Hz, H-4 6 On, doblete de dobletes en 7.36 ppm (1H, 8.8, 3.8 Hz, H-7 8y) un
singulete ancho en 7.46 ppm (1H, NH). La union del 5-metoxiindol a 3 también
quedo evidenciada por la sefial simple que resond en Un 5.75 ppm que integra
para un proton y que corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son
congruentes con las sefiales de 3: en Un 2.88 ppm se observd un singulete con
integracion para tres hidrégenos el cual es caracteristico de grupo metilo unido
al nitrogeno. A G+ 6.04 (J =1.34),6.03 (J =1.33),5.98 (J=1.13) y5.94 ppm (J =
1.13) se observaron cuatro dobletes que integran para dos hidrogenos cada uno
y que corresponden a dos grupos dioximetileno. En la region de los protones
aromaticos se observaron cuatro dobletes (Un 6.93, 7.34, 7.39y 7.67 ppm) con J
tipicas (entre 8.1 y 8.7 Hz) para los protones en posicion orto (H-9, H-12, H-10 y
H-11, respectivamente) y dos sefales sencillas (Ux 6.98 y 7.70 ppm) que integran
para un hidrégeno cada unay que son atribuibles a los protones en posicion para

(H-1y H-4, respectivamente).
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Figura 20. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto 3e.

5.3.2.5 Elucidacién estructural del producto 6-( 1 -& #ldorindol-3 -d)-5,6-
dihidrosanguinarina, 3f

El producto (3f) se obtuvo con un 51.82 % de rendimiento como cristales
trasltcidos en forma de agujas que funden a 203 °C. El espectro de RMN *H (300
MHz, CDCls, Figura 21) exhibi6 sefales debidas al fragmento de 5-fliorindol. En
Un 6.34 ppm se observé un singulete ancho que integra para un hidrogeno y que
corresponde al proton H-2 del indol; asi como, un singulete ancho en 8.16 que
integra para un hidrégeno y se atribuye a H-1 @nido a nitrégeno. En U+ 6.80 ppm

reson6 una sefial triple de doblete (3Ju-w = 8.7 Hz, 3Ju-r 8.7 Hz, 4Jn-n 2.7 HZ) que
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integra para un hidrogeno y que corresponde al proton H-66del indol. En 7.03
ppm se observé un doblete de dobletes (3Ju-w = 8.7 Hz, “Jnr 4.5 Hz) que
corresponde al proton H-7 @el indol y en 7.63 se observd una sefial doble de
doble (3Jnr = 10.5 Hz, 4Ju-H 3.0 Hz) que corresponde al protén H-46 La unién de
5-fliorindol a 3 quedo evidenciada por la sefial simple que resoné en UH 5.68 ppm
gue integra para un proton y corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son
congruentes con las sefiales de 3: en Un 2.83 ppm se observé un singulete con
integracion para tres hidrégenos, el cual es caracteristico de grupo metilo unido
al nitrégeno. En tn 5.92 (J = 1.21) y 5.96 (J = 1.39) se observan dos singuletes
anchos que integran para un protén cada uno y corresponden a uno de los grupos
dioximetileno de 3, mientras que en 6.02 ppm (J = 4.4 Hz) se observo un doblete
gue integra para dos hidrogenos y que corresponde al otro grupo dioximetileno.
En la regidén de los protones aromaticos se observaron dos dobletes ( #6.88, y
7.63 ppm) con J tipicas (8.1y 8.6 Hz, respectivamente) para los protones en
posicion orto (H-9 y H-11, respectivamente), un doblete (J = 7.8 Hz) que integra
para dos protones que corresponde a las sefiales empalmadas de los protones
H-10 y H-12 posicion orto y dos sefiales sencillas ( @ 6.95 y 7.61 ppm) que
integran para un hidrégeno cada una y que son atribuibles a los protones en

posicion para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 21. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIls) del compuesto 3f.

5.3.2.6 Elucidacion estructural del producto 6-( 1 -® #8loroindol-3 -d)-5,6-
dihidrosanguinarina, 3g

El producto (3g) se obtuvo con un 62.27 % de rendimiento como cristales
traslicidos cubicos que funden a 216 °C. El espectro de RMN *H (300 MHz,
CDCIs, Figura 22) exhibié sefiales debidas al fragmento de 6-cloroindol. En Un
6.21 ppm se observo una sefial doble (J = 2.4 Hz) que integra para un hidrégeno
y que corresponde al protén H-2 del indol. En Un 6.97 ppm se observo una sefial
doble (J = 1.2 Hz) que integra para un hidrégeno y que corresponde al proton H-

7 del indol, mientras que en Un 7.02 ppm resond una sefial doble de doble (J =

73



8.4, 1.6 Hz) que integra para un hidrogeno y que corresponde al protén H-56del
indol y en U1 7.91 ppm se observo una sefial doblete (J = 8.5 Hz) que corresponde
al proton H-46del indol. La union de 6-cloroindol a 3 quedo evidenciada por la
sefial simple que resond en Ux 5.67 ppm que integra para un proton y
corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son congruentes con las sefales de
3: en UH 2.79 ppm se observo un singulete con integracion para tres hidrogenos,
el cual es caracteristico de grupo metilo unido al nitrégeno. En U+ 5.88 (J = 1.20),
592 (J =1.21), 5.96 (J = 1.39) y 5.97 ppm (J = 1.40) se observaron cuatro
dobletes que integran para un hidrégeno cada uno y que corresponden a dos
grupos dioximetileno. En la regién de los protones aromaticos se observaron
cuatro dobletes (U 6.86, 7.30, 7.32 y 7.59 ppm) con J tipicas (entre 8.0 y 8.8 Hz)
para los protones en posicion orto (H-9, H-12, H-10 y H-11, respectivamente) y
dos sefales sencillas (Un 6.90 y 7.55 ppm) que integran para un hidrogeno cada
una y que son atribuibles a los protones en posicion para (H-1 y H-4,

respectivamente).
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Figura 22. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIs) del compuesto 3g.

5.4 Sintesis de los derivados del compuesto 4

Después de la obtencion del alcaloide 4 a partir del extracto metandlico de las
semillas de Bocconia latisepala, se realizO el acoplamiento cruzado
deshidrogenativo entre 4 y los diferentes indoles. Tomando en cuenta las
condiciones de reaccién optimas para el ACD de 3 con 1-metilindol, el primer
experimento de ACD entre el alcaloide 4 con indol fue realizado con 3 mol% de
CuBr en condiciones ambientales de temperatura y presion, alcanzando un 58.37
% de producto deseado. Después de haber obtenido un rendimiento bueno de
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este producto, se realizo el ACD de 4 con diversos indoles, obteniéndose los

derivados correspondientes en rendimientos moderados y buenos (Tabla 7).

Tabla 7. Rendimientos de la reaccién de ACD entre 4 y los distintos indoles.

o
o4 s
C O
o N~
I e

H(Nu)
4

Rendimiento No Rendimiento
(%) ' (%)

No.

Nu Nu
HN HN \
;7@ 4b 29.54 %F
N HN
/
% ac 40.15 ¢ ag 60.05
HN ' HN '
Cl
z
H@NOZ

4de 26.49

4f 24.25

4e NF*

;7@/ 4d 27.38
HN

*NF: No formado

5.4.1 Datos espectroscépicos de los derivados de 4

6-( 1 -inébl-3 -d)-5,6-dihidroqueleritrina (4a)

Cristales amorfos amarillos que revelan azul rey en la lampara de UV a

9254 Y 3860 NIM.

PF: 174-175 °C
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RMN H (400 MHz, CDCls) &i (ppm) & 8.08 (d, J = 7.8
Hz, 1H, H-46 J7.61 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.58 (s,
1H, H-4), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-12), 7.46 (sa, 1H,

NH), 7.27 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-10), 7.11 i 6.98 (m,

3H, H-59 H-6 &;76 $.94 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-9), 6.88
(s, 1H, H-1), 6.17 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-2 65.94 (d, J = 0.8 1H, H-13), 5.90 (d, J =
0.8 Hz, 1H, H-13), 5.84 (s, 1H, H-6), 3.88 (s, 3H, CH30-C7), 3.70 (s, 3H, CH3O-

C8), 2.79 (s, 3H, CHa-N5).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) U (ppm) 152.21, 147.7, 147.3, 146.34, 136.38,
127.26, 123.26, 122.94, 121.62, 120.47, 119.61, 119.2, 118.9, 111.34, 110.8,

104.5, 101.19, 100.77, 61.15, 55.8, 54.34, 42.31.

6-( intetilindol-3 -@)-5,6-dihidroqueleritrina (4b)

Cristales amorfos blancos que revelan azul rey en la lampara de UV a ags4

y @360 NM.
PF: 224-226 °C

RMN !H (400 MHz, CDCls) U (ppm) Ui 8.14 (ddd, J = 7.6,
2.4, 0.8 Hz, 1H, H-46 )7.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11),
7.65 (s, 1H, H-4), 7.61 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-12), 7.34

(d, J = 8.5 Hz, 1H, H-10), 7.16 i 7.05 (m, 3H, H-5 &H;

6 &H-76 Y7.03 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-9), 6.96 (s, 1H, H-
1), 6.06 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H-2 66.00 (d, J = 0.8 Hz,1H, H-6), 5.97 (d, J = 1.3 Hz,
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1H, H-13), 5.91 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H-13), 3.96 (s, 3H, CH3O-C7), 3.77 (s, 3H,

CHs0-C8), 3.38 (s, 1H, CHa-N 1 &2)86 (s, 3H, CH3-N5).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) & (ppm) 152.15, 147.69, 147.22, 146.26, 141.24,
137.31, 130.87, 128.21, 127.72, 127.56, 127.48, 125.84, 123.94, 123.19, 121.10,
120.55, 119.64, 118.85, 118.60, 115.89, 111.27, 108.91, 104.03, 101.27, 100.76,

61.16, 55.81, 54.39, 42.35, 32.41, 29.70.

6-(1 6-Hinetilindol-3 -@1)-5,6-dihidroqueleritrina (4c)

Salido color rojo amorfo, que revelan azul rey en la lampara de UV a ags4 y

3360 NM.
PF: 204-205°C

RMN H (400 MHz, CDCls) i (ppm) 7.71 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H-11), 7.61 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-12), 7.57

(s, 1H, H-4), 7.39 (sa, 1H, NH), 7.35 (d, J = 8.4 Hz,

1H, 10), 7.35 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H, H-4)57.07
(d, J = 8.6 Hz, 1H, H-9), 7.05i 7.02 (m, 1H, H-7 6 ) ,

6.95 (s, 1H, H-1), 6.94 i 6.92 (m, 2H, H-5 8H:6)06.00 (s, 1H, H-6), 5.96 (d, J =
1.2 Hz, 1H, H-13a), 5.90 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-13b), 3.96 (s, 3H, CH30-C7), 3.65

(s, 3H, CH30-C8), 2.86 (s, 3H, CH3-N5), 1.91 (s, 3H, CHs-C 2)6

RMN 13C (101 MHz, CDCls) & (ppm) 152.46, 147.65, 147.22, 146.76, 141.92,

134.59, 132.30, 130.84, 129.03, 128.26, 127.68, 126.95, 124.28, 123.41, 120.32,
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119.78, 119.39, 119.02, 118.56, 111.60, 109.63, 104.03, 101.12, 100.73, 60.65,

55.87, 54.69, 42.21.

6-( 1 -& Hnetilindol-3 -@d)-5,6-dihidroqueleritrina (4d)

Solido color rosa, amorfo, que revela azul rey en la lampara de UV a ags4 y

3360 NM.
PF: 273-275°C

RMN H (300 MHz, CDCls) {i 7.94 (sa, 1H, H-49, 7.68 (d,
J =8.5 Hz, 1H, H-11), 7.65 (s, 1H, H-4), 7.60 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H-12), 7.44 (sa, 1H, NH), 7.34 (d, J = 8.6 Hz, 1H,

H-10), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-7 )0 7.02 (d, J = 8.1 Hz,

1H, H-9), 6.95 (s, 1H, H-1), 6.91 (dd, J = 8.2, 1.3 Hz, 1H,
H-6)06.18 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-2 65.98 (sa, 1H, H-6), 5.97 (d, J = 0.8Hz, 1H,
13b), 5.92 (d, J = 0.8 Hz, 1H, 13a), 3.95 (s, 3H, CHsO-C7), 3.74 (s, 3H, CH3O-

C8), 2.86 (s, 3H, CHa-N5), 2.53 (s, 3H, CHa- C 5)0

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 152.29, 147.82, 147.33, 146.35, 141.26,
134.89, 130.95, 128.48, 128.38, 127.59, 125.91, 124.11, 123.35, 123.31, 123.23,
120.27, 119.70, 118.98, 117.18, 111.35, 110.52, 104.13, 101.38, 100.88, 61.25,

55.91, 54.37, 42.45, 29.81, 21.77.
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6-( 1 -& #@netoxiindol-3 -@d)-5,6-dihidroqueleritrina (4e)

Cristales amorfos, incoloros que revelan azul rey en la lampara de UV a

354 Y 3860 NM.
PF: 218-220 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls) i 7.69 (s, 1H, H-4), 7.67
(d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-
4Y7.59 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-12), 7.44 (sa, 1H, NH),

7.34 (d, J=8.5Hz, 1H, H-10), 7.03 (d, J = 8.5 Hz, 2H,

H-7 &:9), 6.96 (s, 1H, H-1), 6.74 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz,
1H, H-6 66.24 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-2 65.98 (s, 1H, H-13), 5.97 (s, 1H, H-13)
5.94 (s, 1H, H-6), 3.98 (s, 3H, CHs0O-C8), 3.96 (s, 3H, CHsO- C 5 83)79 (s, 3H,

CH30-C706 .87 (s, 3H, CH3-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 153.63, 152.18, 147.72, 147.26, 146.32,
141.08, 130.86, 128.79, 128.17, 127.65, 127.36, 125.81, 123.76, 123.31, 119.64,
118.94, 117.31, 112.02, 111.42, 111.33, 104.11, 102.53, 101.13, 100.83, 61.18,

56.04, 55.82, 54.60, 42.22.

6-( 1 & #dorindol-3 -@d)-5,6-dihidroqueleritrina (4f)
Solido verde, que revela azul rey en la lampara de UV a ags4 y 8360 NM.

PF: 251-252 °C
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RMN H (300 MHz, CDCls) 7.76 (dd, 3Jn-F = 9.9 Hz, 4
H 2.7 Hz 1H, H-4)07.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11), 7.63
(s, 1H, H-4), 7.60 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.51 (sa,

1H, NH), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.03 (d, 3J1-H =

8.7 Hz, “Jur 3.3 Hz, 1H, H-7)07.02 (d, J = 8.7 Hz, 1H,

H-9), 6.96 (s, 1H, H-1), 6.82 (td, 3Ju-r = 9.0 Hz, “Jnn 2.4 Hz, 1H, H-6 Y06.27 (d, J
= 2.1 Hz, 1H, H-2)05.98 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-13), 5.94 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-13),
5.93 (s, 1H, H-6), 3.95 (s, 3H, CH30-C7), 3.79 (s, 3H, CHz0O-C8), 2.84 (s, 3H, N-

CHa).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 156.12, 152.30, 147.97, 147.43, 146.33,
141.00, 133.07, 130.95, 127.90, 127.46, 125.81, 124.76, 124.03, 123.49, 119.70,
119.08, 117.83, 111.51, 111.37, 110.30, 109.95, 105.58, 105.27, 104.17, 101.12,

100.97, 61.26, 55.92, 54.35, 42.38.

6-( 1 -® #dloroindol-3 -@)-5,6-dihidroqueleritrina (4g)

Cristales amorfos color rosa, que revelan azul rey en la lampara de UV a ags4 y

9360 NM.

PF:234-235 °C

81



RMN *H (300 MHz, CDCls + DMSO-ds) i (ppm)
8.43 (sa, 1H, NH), 7.99 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-11), 7.63
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4 67.57 (s, 1H, H-4), 7.55 (d, J ¢

= 8.1 Hz, 1H, H-12), 7.30 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-10),

7.40 (s, 1H, H-4), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.07
(sa, 1H, H-7 67.04 (da, J = 8.7 Hz, 1H, H-5)06.99 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-9), 6.92
(s, 1H, H-1), 6.18 (sa, 1H, H-26 .94 (s, 1H, H-6), 5.91 (s, 2H, H-13), 3.91 (s, 3H,

CH30-C7), 3.73 (s, 3H, CH30-C8), 2.80 (s, 3H, CHs-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3 + DMSO-ds) U (ppm) 152.20, 147.83, 147.32, 130.90,
127.37, 127.27, 125.79, 123.73, 123.41, 121.26, 119.65, 119.09, 111.47, 110.86,

104.12, 101.01, 100.90, 61.23, 55.84, 54.34, 42.24

5.4.2 Elucidacion estructural de los derivados de 4

5.4.2.1 Elucidacion  estructural del producto 6-( 1 -nébl-3-d)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4a

El producto (4a) se obtuvo con un 56.79 % de rendimiento como cristales
amorfos amarillos. El espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIs, Figura 23) exhibié
sefales debidas al fragmento indolico. En Un 6.17 ppm se observd una sefal
doble (J = 1.6 Hz) que integra para un hidrégeno y que corresponde al protén H-
2 del indol. Entre Gn 6.98 y 7.11 ppm resond un multiplete que integra para tres
protones y que corresponde a los protones H-5§ H-66 YH-76del indol, mientras

que en U+ 8.08 ppm se observo un doblete (J = 7.8 Hz) que corresponde al proton
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H-46del indol. En Un 7.46 ppm se observo un singulete ancho que integra para
un proton correspondiente al hidrogeno unido al nitrégeno del indol. La union del
indol a 4 también quedod evidenciada por la sefial simple que resoné en Ux 5.84
ppm que integra para un proton y que corresponde a H-6. Las sefales
remanentes son congruentes con las sefiales de 4: en Un 2.80 ppm se observo
un singulete con integracion para tres hidrégenos el cual es caracteristico del
grupo metilo unido al nitrégeno. En tn 5.90 y 5.84 ppm se observaron dos
dobletes (J = 1.2 Hz) que integran para un hidrogeno cada uno y que
corresponden al grupo dioximetileno. A Un 3.70 y 3.88 resonaron dos singuletes
que integran para tres protones cada uno y que corresponden a los grupos
metilos unidos a oxigeno. En la regién de los protones aromaticos se observaron
cuatro dobletes (Un 7.61, 7.53, 7.27 y6.95 ppm) con J = 8.6, tipicas para protones
aromaticos en posicion orto (H-11, H-12, H-10 y H-9, respectivamente) y dos
sefales sencillas (Un 6.88 y 7.57 ppm) que integran para un hidrégeno cada una
y que son atribuibles a los protones arométicos en posicion para (H-1 y H-4,

respectivamente).
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Figura 23. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) del compuesto 4a.

5.4.2.2 Elucidacion estructural del producto 6-( intetilindol-3 -@)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4b

El producto (4b) se obtuvo con un 29.54 % de rendimiento como cristales
blancos. El espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls, Figura 24) exhibié sefales
atribuibles al fragmento de 1-metilindol. En Un 3.39 ppm se observo un singulete
qgue integra para tres hidrogenos y que corresponde al grupo metilo unido al
nitrégeno del 1-metilindol. En Gn 6.06 ppm se observé un doblete (J = 0.8 Hz) que

integra para un hidrogeno y que corresponde al proton H-2 del indol acoplado a
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larga distancia con H-6. Entre U1 7.05 y 7.16 ppm resono un multiplete que integra
para tres hidrogenos y que corresponde a los protones H-5§ H-66 #-7§ mientras
que en Ux 8.14 ppm se observo una sefial doble de doble de doble (J = 7.6, 2.4,
0.8 Hz) que integra para un proton y que corresponde al proton H-46del indol. La
unién de 1-metilindol a 4 también quedoé evidenciada por la sefial doble (J = 0.8
Hz) en Un 6.0 ppm que integra para un proton y corresponde a H-6 acoplado a
larga distancia con H-2 .6Las sefiales remanentes son congruentes con las
sefales de 4: en Un 2.87 ppm se observo un singulete con integracion para tres
hidrogenos el cual es caracteristico de grupo metilo unido al nitrogeno. A U+ 3.78
y 3.96 resonaron dos singuletes que integran para tres protones cada uno y que
corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno. Aunado a lo anterior se
observaron dos dobletes (J = 1.2 Hz) en 5.97 y 5.91, los cuales integran para un
hidrogeno cada uno y corresponden a los protones del grupo dioximetileno. En la
region de los protones aromaticos se observan cuatro dobletes ( #7.70 ppm, H-
11; 7.61 ppm, H-12; 7.34 ppm, H-10 y 7.03 ppm, H-9) con J tipicas para protones
aromaticos en posicion orto (entre 8.5y 8.6 Hz) y dos sefiales sencillas ( #6.95
y 7.65 ppm) que integran para un hidrogeno cada una y que son atribuibles a los

protones en posicion para (H-1y H-4, respectivamente).

85



—-0.000 TMS

—3.962
—3.776
—3.389
—2.866

0.981=
=
i
M=
i
n

2.04]
1.96]
= | 3.0H
3.03]
£ 2.99—

6.2 X
f1 (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIls) del compuesto 4b.

5.4.2.3 Elucidacion estructural del producto 6-( 2ntetilindol-3 -@)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4c

El producto (4c) se obtuvo con un 40.15 % de rendimiento como un sélido
rojo con punto de fusién de 203-204°C. El espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls,
Figura 25) exhibio sefales correspondientes al fragmento de 2-metilindol. En Un
1.91 ppm se observo un singulete que integra para tres hidrégenos y que
corresponde al grupo metilo en posicion C-2 del 2-metilindol. En Un 7.39 ppm se
observé un singulete ancho que integra para un hidrogeno y que corresponde al

proton libre unido al nitrégeno (NH) del indol. En G+ 7.32 ppm resoné un doble de
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doblete que integra para un hidrogeno y que corresponde al proton H-4 .@Entre Un
6.95 y 6.93 ppm resond un multiplete que integra para dos protones y que
corresponde a los protones H-56 K-66del indol, mientras que entre Gn 7.03 'y 7.02
ppm se observo otro multiplete que integra para un proton y que corresponde al
protén H-7 del indol. La unién de 2-metilindol a 4 también quedo evidenciada por
la sefial simple que resond en Unx 6.00 ppm que integra para un proton y que
corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son congruentes con las sefales de
4: en Unx 2.86 ppm se observo un singulete con integracion para tres hidrogenos
el cual es caracteristico de grupo metilo unido al nitrdgeno. En tx 5.96 y 5.90 ppm
se observador dos dobletes (J = 1.2 Hz) que integran para un protén cada unoy
gue corresponden a los protones del grupo dioximetileno. A Ux 3.65 y 3.96 ppm
resonaron dos singuletes que integran para tres protones cada uno y
corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno. En la regidn de los protones
aromaticos se observaron cuatro dobletes ( #7.71, 7.61, 7.35y 7.07 ppm) con J
tipicas para protones en posicion orto (entre 8.4 y 8.6 Hz) correspondientes a los
protones H-11, H-12, H-10 y H-9 respectivamente; y dos sefiales sencillas ( i
6.95y 7.56 ppm) que integran para un hidrégeno cada una y que son atribuibles

a los protones en posicién para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 25. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 4c.

5.4.2.4 Elucidacion estructural del producto 6-( 1 -& #netilindol-3 -@)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4d

El producto (4d) se obtuvo con un 27.38 % de rendimiento como un sélido
verde limén con punto de fusién de 273-275 °C. El espectro de RMN *H (300
MHz, CDCls, Figura 26) exhibié sefiales que evidencian al fragmento de 5-
metilindol. En Un 2.86 ppm se observé un singulete que integra para tres
hidrogenos y que corresponde al grupo metilo unido en la posicion C-5.6Se
observo la desapariciéon del singulete que integraba para dos hidrégenos en Un

4.29 que correspondia a los protones de la posicion 6 de 4 y en su lugar se
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observo una sefial simple en uUx 5.98 que integra para un hidrogeno y que
corresponde al proton H-6. En Ux 6.18 ppm se observo un doblete (J = 1.5 Hz)
gue integra para un hidrogeno y que corresponde al proton H-2 del indol. En Un
6.91 ppm se observo una sefal doble de doble (J = 8.2, 1.3 Hz) que corresponde
al proton H-6 6En Un 7.03 ppm resono una sefial doble (J = 8.1 Hz) y que
corresponde al proton de la posicion H-7 d@el indol, mientras que en Ux 7.94 ppm
se observé un singulete ancho que integra para un protén que corresponde al
proton H-4 del indol. En Ux 7.44 ppm se observo un singulete ancho que integra
para un protén correspondiente al hidrogeno unido al nitrdgeno del 5-metilindol.
Las sefiales remanentes son congruentes con las sefales de 4: en Unx 2.53 ppm
se observd un singulete con integracién para tres hidrogenos la cual es
caracteristica del grupo metilo unido al nitrégeno. A tn 3.74 y 3.95 resonaron dos
singuletes que integran para tres protones cada uno y corresponden a los grupos
metilos unidos a oxigeno, mientras que en Ux 5.97 y 5.92 ppm se observaron dos
dobletes (J = 0.8) que integran para un proton cada uno y que corresponden a
los protones del grupo dioximetileno. En la region de los protones aromaticos se
observaron cuatro dobletes con desplazamiento Un 7.68, 7.60, 7.34 y 7.02 ppm
con J tipicas para protones en posicion orto (alrededor de 8.6 Hz)
correspondientes a H-11, H-12, H-10 y H-9, respectivamente y dos sefales
sencillas (lin 6.95 y 7.65 ppm) que integran para un hidrégeno cada una y que

son atribuibles a los protones en posicion para (H-1 y H-4 respectivamente).
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Figura 26. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIs) del compuesto 4d.

5.4.2.5 Elucidacién estructural del producto 6-( 1 -& #inetoxiindol-3 -d)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4e

El producto (4e) se obtuvo con un 26.49 % de rendimiento como cristales
trasltcidos amorfos. El espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls, Figura 27) exhibi6
seflales que incorporan el fragmento de 5-metoxiindol a 4. En Ux 3.95 ppm
sobresale un singulete que integra para 3 hidrogenos y corresponde a los
protones del grupo metoxilo del indol. En Gr 6.24 ppm se observé una sefial doble
(J = 1.5 Hz) que integra para un hidrogeno y que corresponde al protén H-2 del

indol. En Un 6.74 ppm resono una sefal doble de doble (J = 8.4, 2.4 Hz) que
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integra para un hidrégeno y que corresponde al protén H-66del indol. En Un 7.63
ppm resond una sefal doble (J = 2.4 Hz) que integra para un hidrégeno que
corresponde al proton H-40 mientras que en ux 7.03 ppm se observé un doblete
(J = 8.5 Hz) que corresponde al proton H-7 del indol. En Un 7.44 ppm se observo
un singulete ancho que integra para un proton correspondiente al hidrégeno
unido al nitrégeno del indol. La union del 5-metoxiindol a 4 también quedd
evidenciada por la sefial simple que resoné en Un 5.94 ppm que integra para un
protdén y corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son congruentes con las
sefales de 4: en Un 2.87 ppm se observo un singulete con integracion para tres
hidrogenos el cual es caracteristico del grupo metilo unido al nitrégeno. A Un 3.79
y 3.98 resonaron dos singuletes que integran para tres protones cada uno y
corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno, mientras que en Ux 5.97 y
5.98 ppm se observaron dos singuletes que integran para un proton cada uno y
qgue corresponden a los protones del grupo dioximetileno. En la region de los
protones aromaticos se observaron cuatro dobletes ( W 7.67, 7.59, 7.34 y 7.03
ppm) correspondientes a H-11, H-12, H-10 y H-9, respectivamente, con J para
protones en posicion orto (alrededor de 8.5 Hz) y dos sefales sencillas ( #6.97
y 7.69 ppm) que integran para un hidrogeno cada unay que son atribuibles a los

protones en posicion para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 27. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto 4e.

5.4.2.6 Elucidacién estructural del producto 6-( 1 -& #ldorindol-3 -d)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4f

El producto (4f) se obtuvo con un 24.25% de rendimiento como un sélido
verde limén con punto de fusiéon de 252°C. El espectro de RMN 'H (300 MHz,
CDCIs, Figura 28) exhibio sefiales atribuibles al fragmento de 5-fliorindol. Se
observé la desaparicidon del singulete que integraba para dos hidrégenos en Un
4.29 que correspondia a los protones de la posicion 6 de 4 y en su lugar se
observé un un singulete en Un 5.93 que integra para un hidrogeno y que

corresponde al protén H-6. En Ux 6.27 ppm se observé un doblete (J = 2.1 Hz)
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gue integra para un hidrogeno y que corresponde al proton H-2 del indol. En Un
6.83 ppm se observé un triplete de dobletes (3Ju-r = 9.0, “Jn-H 2.4 Hz) que
corresponde al protén H-6 GEn Un 7.03 ppm resond un doble de doblete (3Jn-+ =
8.7 Hz, 4Jur 3.3 Hz) que corresponde al protén de la posicién H-7 énientras que
en UH 7.76 ppm se observé una sefial doble de doblete (3Jnr = 9.9 Hz, 4JuH 2.7
Hz) que integra para un proton que corresponde al proton H-4 del 5-fldorindol.
En Un 7.52 ppm se observo un singulete ancho que integra para un protén
correspondiente al hidrogeno unido al nitrégeno del indol. Las sefales
remanentes son congruentes con las sefiales de 4: en Un 2.85 ppm se observé
una sefial simple con integracion para tres hidrogenos la cual es caracteristica de
grupo metilo unido al nitrégeno. A Ux 3.79 y 3.95 resonaron dos singuletes que
integran para tres protones cada uno y corresponden a los grupos metilos unidos
a oxigeno, mientras que en Ux 5.98 y 5.94 ppm se observaron dos dobletes (J =
1.1) que integran para un protdn cada uno y que corresponden a los protones del
grupo dioximetileno. En la region de los protones aromaticos se observaron
cuatro dobletes con desplazamiento U+ 7.68, 7.60, 7.35, 7.02 ppm con constantes
de acoplamiento tipicas para protones en posicién orto (entre 8.4 a 8.7 Hz)
correspondientes a H-11, H-12, H-10 y H-9 respectivamente y dos sefales
sencillas (Un 6.96 y 7.65 ppm) que integran para un hidrégeno cada una y que

son atribuibles a los protones en posicion para (H-1 y H-4, respectivamente).
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Figura 28. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) del compuesto 4f.

5.4.2.7 Elucidacién estructural del producto 6-( 1 -® {@loroindol-3 -@)-5,6-
dihidroqueleritrina, 4g

El producto (4g) se obtuvo con un 60.05 % de rendimiento como un sélido
amarillo palido. El espectro de RMN *H (300 MHz, CDClz + DMSO-ds, Figura 29)
exhibié sefales que corresponden al fragmento de 6-cloroindol. En Ux 8.43 ppm
se observo un singulete ancho que integra para un hidrogeno y que corresponde
al hidrogeno unido al nitrogeno del indol. En Un 6.18 ppm se observé un singulete
ancho que integra para un hidrégeno y que corresponde al proton H-2 del indol.

En Un 7.63 ppm resond un singulete que integra para un hidrégeno que

94



corresponde al proton H-46del indol, en Ux 7.04 ppm resono un doblete ancho (J
= 8.7 Hz) que integra para un hidrégeno que corresponde al proton H-5§ mientras
que en unx 7.07 ppm se observé un singulete ancho que integra para un hidrogeno
gue corresponde al proton H-7 @lel indol. La unién de 6-cloroindol a 4 también
quedo evidenciada por la sefial simple que resond en U1 5.94 ppm que integra
para un proton y corresponde a H-6. Las sefiales remanentes son congruentes
con las sefiales de 4: en Un 2.80 ppm se observo un singulete con integracion
para tres hidrogenos el cual es caracteristico de grupo metilo unido al nitrégeno.
A Un 3.73 y 3.91 ppm resuenan dos singuletes que integran para tres protones
cada uno y corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno, mientras que en
Us 5.91 ppm se observdo un singulete que integra para dos protones
correspondiente a los protones del grupo dioximetileno. En la region de los
protones aromaticos se observaron cuatro dobletes (Un 7.99, 7.55, 7.30 y 6.99
ppm) correspondientes a H-11, H-12, H-10 y H-9, respectivamente, con J tipicas
para protones en posicion orto (alrededor de 8.6 Hz) y dos singuletes (Un 6.92 y
7.57 ppm) que integran para un hidrégeno cada uno y que son atribuibles a los

protones en posicion para (H-1y H-4, respectivamente).
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Figura 29. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClz + DMSO-ds) del compuesto 4g.

5.5 Obtencion de subproductos de 4

Con algunos de los nucledfilos bajo las mismas condiciones que en el Esquema
3 (3 mol% de CuBr en condiciones ambientales de temperatura y presion) se
obtuvo la funcionalizacion C6-N 1 del indol en lugar la del acoplamiento C6-C 3 6

gue se esperaba (Esquema 4).
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Esquema 4. ACD C6-N1' entre 4 y diversos indoles.

Los aductos C6-N 1 de los nucledfilos 5-nitroindol y 6-cloroindol se obtuvieron

con rendimientos bajos (Tabla 8).

Tabla 8. Rendimiento de los aductos C6-N1' entre 4 y diversos indoles

o I

o

0
Ly
o
N\

_ H(Nu)
4
Rendimiento Rendimiento
No. No.

Nu o (%) Nu o} (%)
T o
&OCI i 25.45 @ j 17.14

NO,
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5.5.1 Datos espectroscopicos de los aductos C6-N 1 de 4

6-( ecloroindol-1 -@)-5,6-dihidroqueleritrina, 4i
Cristales amorfos, rosas PF: 234-235 °C

~ N 12 1
RMN *H (300 MHz, CDCIs) U (ppm) 7.89 (sa, 1H,H-7 6 ) , o

7.77 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
H-4)07.45 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-12), 7.40 (s, 1H, H-4), O
7.36 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 2 - cl
H-9), 7.06 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H, H-56 )7.00 (s, 1H, P
H-1), 6.84 (s, 1H, H-6), 6.29 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H-2 66.01 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H-
3 65.99 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-13), 5.93 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H-13), 3.96 (s, 3H,

CH30-C7), 3.52 (s, 3H, CH30-C8), 2.92 (s, 3H, CHs-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) Ui (ppm) 152.47, 148.19, 147.77, 146.83, 138.81,
136.41, 131.26, 127.83, 127.04, 126.54, 124.27, 123.02, 122.69, 121.59, 120.45,
119.57, 119.06, 113.66, 111.05, 104.30, 101.11, 100.93, 100.84, 77.53, 77.10,

76.68, 67.11, 60.94, 56.03, 41.75.

6-( 5niroindol-1 -@)-5,6-dihidroqueleritrina, 4j

Sdlido amarillo opaco, PF:244-245 °C

RMN *H (300 MHz, CDCla) i 8.42 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-4 68.24 (dd, J = 9.1, 2.2

Hz, 1H, H-6 67.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-7)67.77 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-11), 7.75
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(d, J = 8.6 Hz, 1H, H-12), 7.46 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H-10), 7.33 (s, 1H, H-4), 7.19 (d, J = 8.7
Hz, 1H, H-9), 7.00 (s, 1H, H-1), 6.92 (s, 1H, H-
6), 6.46 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-2 6§.21 (d, J =

3.4 Hz, 1H, H-3 65.98 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H-

13), 5.92 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-13), 3.97 (s, 3H,

CH30-C7), 3.59 (s, 3H, CH30-C8), 2.93 (s, 3H, CHs-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 152.48, 128.97, 128.64, 126.86, 125.79,
124.53,122.19, 119.57, 119.21, 118.09, 117.29, 113.99, 111.03, 104.40, 103.15,

102.72, 101.18, 100.54, 100.00, 95.92, 67.60, 61.00, 56.05, 41.72.

5.5.2 Elucidacion estructural de los aductos C6-N 1 de 4

5.5.2.1 Elucidacion estructural de 6-( écldroindol-1 -@)-5,6-dihiqueleritrina, 4i

El producto (4i) se obtuvo con un 25.45 % de rendimiento como cristales
amorfos rosas. El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs, Figura 30) exhibi6
sefales que corresponden al fragmento de 6-cloroindol. En Un 7.06 ppm resono
una sefal doble de doble (J = 8.4, 1.8 Hz) que integra para un hidrogeno que
corresponde al protén H-5 del indoly en tn 7.73 ppm reson6 un doblete (J = 8.6
Hz) que integra para un hidrégeno que corresponde al proton H-4 ,dmientras que
en Un 7.89 ppm se observé una sefial simple que integra para un hidrégeno que
corresponde al proton H-7 @el indol. La union N-1 @e 6-cloroindol a 4 quedo
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evidenciada por las dos sefales dobles en Gin 6.29 y 6.01 ppm con constantes de
acoplamiento tipicas para pirroles (J = 3.3 y 3.2 Hz, respectivamente) que
integran para un hidrogeno cada una y que corresponden al protén H-26y H-36
del indol, respectivamente. Ademas, se observé una sefial simple en Ux 6.84 ppm
gue integra para un protén y que corresponde a H-6. Las sefiales remanentes
son congruentes con las sefales de 4: en Ux 2.92 ppm se observo un singulete
con integracion para tres hidrégenos el cual es caracteristico de grupo metilo
unido al nitrégeno. A Ux 3.52 y 3.93 resuenan dos singuletes que integran para
tres protones cada uno y corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno,
mientras que en Ux 5.99 y 5.93 ppm se observaron dos singuletes que integran
para un proton cada uno y que corresponden a los protones del grupo
dioximetileno. En la region de los protones aromaticos se observaron cuatro
dobletes ( wi17.77,7.45, 7.36 y 7.16 ppm) correspondientes a H-11, H-12, H-10 y
H-9, respectivamente, con J tipicas para protones en posicion orto (entre 8.4 y
8.7 Hz) y dos singuletes ( & 7.00 y 7.40 ppm) que integran para un hidrégeno
cada uno y que son atribuibles a los protones en posicion para (H-1 y H-4,

respectivamente).
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Figura 30. Espectro de RMN 'H (CDClIz, 300 MHz) de 4i

5.5.2.2 Elucidacién estructural 6-( 5niroindol-1 -@d)-5,6-dihidroqueleritrina, 4j

El producto (4j) se obtuvo con un 17.14 % de rendimiento como un sélido
amarillo opaco El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 31) exhibié
sefales que corresponden al fragmento de 5-nitroindol. En Un 8.24 ppm resond
una sefal doble de doble (J = 9.1, 2.2 Hz) que integra para un hidrégeno y que
corresponde al proton H-66del indol. En Un 8.42 ppm resoné un doblete (J = 2.2
Hz) que integra para un hidrogeno que correspondiente al proton H-44 mientras

que en Unx 7.94 ppm se observo una sefial doble (J = 9.0 Hz) que integra para un
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hidrogeno y que corresponde al proton H-7 del indol. La unidén N-1 de 5-nitroindol
a 4 quedd evidenciada por las dos sefales dobles en Un 6.21 y 6.46 ppm con
constantes de acoplamiento tipicas para pirroles (J = 3.4 Hz), las cuales integran
para un hidrégeno cada una y corresponden a los protones H-3 § H-26del indol,
respectivamente. Adicionalmente se observd una sefial simple en Unx 6.92 ppm
gue integra para un protdén y que corresponde a H-6. Las sefiales remanentes
son congruentes con las sefales de 4: en Ux 2.93 ppm se observo un singulete
con integracion para tres hidrégenos el cual es caracteristico de grupo metilo
unido al nitrégeno. A Ux 3.58 y 3.97 resuenan dos singuletes que integran para
tres protones cada uno y corresponden a los grupos metilos unidos a oxigeno,
mientras que en Ux 5.92 y 5.98 ppm se observaron dos singuletes que integran
para un proton cada uno y que corresponden a los protones del grupo
dioximetileno. En la region de los protones aromaticos se observaron cuatro
dobletes ( w7.77, 7.75, 7.46 y 7.19 ppm) correspondientes a H-11, H-12, H-10 y
H-9 respectivamente, con J tipicas para protones en posicion orto (entre 8.4y 8.7
Hz) y dos singuletes ( #7.33 y 7.00 ppm) que integran para un hidrogeno cada
uno y que son atribuibles a los protones en posicion para (H-4 y H-1,

respectivamente).
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de 4j

5.6 Obtencidon de subproductos durante la purificacion de 3y 4

Al realizar una CCF de las reacciones de ACD entre las plataformas 3y 4
y los diferentes nucledfilos, se observaron varias manchas que correspondian a
distintos subproductos de la reaccion. Estos subproductos no se purificaron
rigurosamente debido a la pequefia cantidad presente en el crudo de reaccion y
a la labilidad de los mismos que resultaba al contacto con el gel de silice; por tal
motivo, tampoco fueron caracterizados mediante técnicas espectrométricas. No

obstante, algunos de los subproductos fueron identificados por CCF comparando
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su Rf con el de un estandar previamente caracterizado en nuestro laboratorio. Se
confirmd la formacion de la amida oxisanguinarina (7) cuando las reacciones
realizadas con dihidrosanguinarina sobrepasaban un tiempo de 5 horas, aunado
a la formacion de los intermediarios de reaccion sanguinarina (1) y queleritrina

(2) (Figura 32).

(0]
0 o0
7 1 2
Rf: 0.50 Rf: 0.37 Rf: 0.32
Hex:DCM:MeOH Hex:DCM:MeOH Hex:DCM:MeOH
(50:45:05) (50:45:05) (50:45:05)

Figura 32. Subproductos encontrados en las reacciones de ACD de 3y 4.

Al intentar recuperar la benzo[c]fenantridina 1 de la reaccion de ACD entre
la plataforma 4 y 5-nitroindol se eluyé la columna cromatografica con metanol,
obteniendo un nuevo compuesto el cual se caracteriz6 como 6-
metoxidihidroqueleritrina (4k). Este subproducto fue de gran interés debido a que
en antecedentes (Seccion 2.2.1) se ha reportado su actividad frente a la cepa
sensible de tuberculosis y aun no estd reportada su actividad en bacterias

resistentes, por este motivo, también se incluy6 en el presente trabajo.

5.6.1 Datos espectroscoépicos de 4k

6-metoxidihidroqueleritrina

Agujas blancas cristalinas, PF:240-241 °C
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RMN H (300 MHz, CDCls) Ui 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-
11), 7.70 (s, 1H, H-4), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-10), 7.47

(d, J = 8.6 Hz, 1H, H-12), 7.12 (s, 1H, H-1), 7.04 (d, J =

8.6 Hz, 1H, H-9), 6.06 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H-13), 6.05 (d,
J = 1.2 Hz, 1H, H-13), 5.55 (s, 1H, H-6), 3.96 (s, 3H, CH30-C7), 3.93 (s, 3H,

CH30-C8), 3.46 (s, 3H, CH30-C6), 2.77 (s, 3H, CHs-N5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) U (ppm) 152.21, 148.04, 147.44, 146.71, 138.46,
131.13, 126.84, 125.81, 124.91, 123.56, 122.63, 120.15, 119.05, 113.00, 104.74,

101.13, 100.74, 86.15, 61.78, 56.07, 54.08, 40.72.

5.6.2 Elucidacion estructural de 6-metoxidihidroqueleritrina, 4k

El producto (4k) se obtuvo con un 23.92 % de rendimiento como agujas
blancas cristalinas que funden a 240 °C. El espectro de RMN H (300 MHz,
CDCIs, Figura 33) exhibié patrones de sefiales muy similares a los de la
plataforma 4, lo cual permitié inferir que su estructura molecular correspondia a
un analogo de la misma. Las similitudes espectroscoépicas radican en el singulete
que resond en Ux 2.77 ppm con una integral para tres hidrégenos y se atribuye a
los hidrégenos del grupo N-metilo, dos singuletes en Un 3.93 y 3.96 ppm que
integran para tres hidrogenos y que corresponden a los grupos metoxilo unidos
a benceno, dos dobletes (J = 1.13 ppm) de grupo dioximetileno en U+ 6.05 y 6.06

ppm con integracion para un hidrégeno cada uno, cuatro dobletes (tGn 7.04 ppm,
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7.47, 7.6 y 7.78) que integran para un protén cada uno correspondientes a los
protones orto aromaticos (J = 8.6 Hz) y dos singuletes correspondientes a los
protones aromaticos en posicion para ( @ 7.12 y 7.70 ppm). Al comparar el
espectro de RMN 'H de este compuesto con el obtenido para 4, se observé una
sefal singulete adicional en un 3.46 ppm que integra para tres hidrogenos y
muestra desplazamiento quimico caracteristico de grupo metoxilo unido a
benceno. La union de un metoxilo a 4 quedo evidenciada por la sefial simple que

resond en Ux 5.55 ppm que integra para un protén y que corresponde a H-6.
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Figura 33. Espectro de RMN *H (CDClz, 300 MHz) de 4k
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5.7 Propuesta de mecanismo de reaccion

Considerando lo establecido por Klussman y colaboradores [73] se
propuso un mecanismo de reaccion para justificar la aparicién de subproductos

en el proceso de purificacidn y los rendimientos de la reaccién (Figura 34).

O, 'CuBr(OOH) OO O>
N 0

HAT

'CuBr(OOH)

ICuBr

0]
908

-H,0

Figura 34. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de 4k
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5.8 Andlisis del esquema de reaccion propuesto

Los rendimientos de las reacciones de ACD entre las plataformas 3y 4
varian entre un 20 a un 60%. En general, las reacciones con la plataforma de 3
fueron mayores a los rendimientos con 4 (Tabla 9). De acuerdo con los resultados
obtenidos del analisis conformacional mediante mecanica molecular por
ChemDraw, en la plataforma 3 (Figura 35 a) el grupo dioximetileno permanece
rigido, por lo que al formarse el ion iminio éste puede ser atacado por arriba o por
abajo del plano. En cambio, en 4 (Figura 35 b) el grupo metoxilo en C7 se mueve
libremente, ocasionando impedimento estérico y disminuyendo las
probabilidades de adicion nucleofilica al grupo iminio, lo cual concuerda con los
resultados del andlisis por difraccion de rayos X de monocristal de 4 (Figura 35
c). Esto permite suponer también por qué las reacciones con 3 duraban entre dos

y cuatro horas, mientras que las de 4 duraban entre de cuatro y seis horas.

< + *::“17 o

£
a
NP S
- e g PN
‘\tt 'i{ii—t& xl"\' { \7"/\ \/M b
RN P P i -
. </T,. XT—-‘-‘\] i\; —“’A\;/\;\*
A . g A
Sl b K c

Figura 35. a) Estructura de minima energia de 3. b) Estructura de minima energia de 4. c) Vista

ORTEP de la estructura de 4.
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Tabla 9. Comparacién de rendimientos entre 3 y 4.

° Ty
o N\ O N\
-0  H(Nu) | O H(Nu)
3 4
Rendimiento Rendimiento
N No. N No.
3 (%) ! (%)
3a 60.95 3e 57.17
z z o
HN 4a 56.79 HN N 4e 26.49
3b 35.01 3f 51.82
Z 7 F
N 4b 29.54 HN 4f 24.25
3c 46.85 3g 62.27
74
z
ﬁb ac 40.15 HN _(3 4g 60.05
Cl
3d NP* 3e NF*
z 7 NO,
HN 4d 27.38 HN 4e NF*

*NF: No formado, *NP: No purificado

Al comparar el rendimiento de los derivados con indol y sus analogos con
un grupo metilo en la posicion 18y 26como sustituyente se observé que hay mayor
rendimiento con NH libre y sin sustituyentes en el anillo pirrélico del indol.
Probablemente el grupo N-metilo del fragmento pirrélico disminuye Ila
nucleofilicidad de C 3 § el grupo metilo unido a C 2 provoque impedimento
estérico, lo cual reduce la probabilidad de acoplamiento oxidativo de C 3 d@on C6.
La sustitucién con un metoxilo en la posicién 56hace al indol un mejor nucleéfilo
ya que se incorpora un grupo electrodonador fuerte en uno de los sitios mas
electrofilicos del indol. El efecto de resonancia alcanza a influenciar a la posicion

30 efecto que no se observd con un electrodonador débil como el metilo en la
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posicion 5§ el cual tiene menor rendimiento de todos los analogos que exhiben
un fragmento metilinddlico.

La sustitucién con un grupo electroatractor en posicion 6&favorecio el rendimiento
de la reaccién y se obtuvieron mejores rendimientos con este nucledfilo en ambas
plataformas. El efecto inductivo del cloro parece no tener una influencia sobre la
nucleofilicidad de C 3.06Por el contrario, en el caso del 5 flaorindol, un
electroatractor aun mas fuerte que el cloro y en una posicion mas cercana a la
posicion C3 6probablemente indujo mayor electrofilicidad en dicha posicién,

disminuyendo el rendimiento.
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5.9 Actividad antibacteriana

Se evaluaron las plataformas 3 y 4 junto con siete derivados de 3 y diez
derivados de 4 contra 9 bacterias resistentes a antibidticos las cuales se
mencionaron previamente en la seccion de materiales y métodos (seccion 4.2.6).
Los resultados de la Tabla 10 indican, en primer lugar, que las plataformas
naturales 3 y 4 no presentaron actividad antibacteriana contra las cepas
resistentes y, en segundo lugar, los analogos derivados de la plataforma 3
tampoco presentaron actividad antibacteriana. Por otro lado, tres de los analogos
derivados de la plataforma 4 (4b, 4j y 4k) presentaron actividad antibacteriana
contra cepas resistentes, con valores de CMI en el rango de 1.5625 a 12.5 eg/mL
contra tres bacterias resistentes (E. faecium resistente a vancomicina, S. aureus
resistente a meticilina y S. epidermidis resistente a linezolid); mientras que, los
otros derivados fueron inactivos a las concentraciones ensayadas (CMI> 50
€ g / )nCabe resaltar que Unicamente las bacterias Gram positivas resultaron
afectadas por los analogos 4b, 4j y 4k, sin importar la presencia de sustituyentes

electrodonadores o electroatractores.

El analogo 4b presenté un valor de CMI igual a 12.5 pg/mL contra las
cepas resistentes de S. epidermidis y E. faecium, resultando un valor igual al
observado para el farmaco de referencia levofloxacino para E. faecium, pero
siendo dos veces menos activo que levofloxacino para la cepa de S. epidermidis
(CMI = 6.25 pg/mL). Aunado a lo anterior, 4k y 4] presentaron valores de CMI

muy importantes contra las cepas Gram-positivas farmacorresistentes evaluadas.
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Por un lado, 4k resulté cuatro veces mas potente (CMI = 3.12 pg/mL) contra S.
aureus gue el control levofloxacino (CMI = 12.5 pg/mL), ocho veces mas activo
(CMI = 1.56 pg/mL) contra E. faecium (CMI = 12.5 pg/mL) e igualmente activo
contra S. epidermidis (CMI = 6.25 pg/mL). Por el otro, 4j exhibié la misma
actividad (CMI = 6.25 pg/mL) contra S. aureus que el control levofloxacino (CMI
= 6.25 pg/mL), dos veces mayor actividad (CMI = 6.25 pg/mL) contra E. faecium
(CMI = 12.5 pg/mL) e igual actividad contra S. epidermidis (CMI = 6.25 pg/mL).

En cuanto a la actividad antimicobacteriana, solamente dos analogos de la
plataforma 3 (3a y 3b) presentaron actividad contra la cepa G122 de M.
tuberculosis, mostrando una CMI de 1.5625 y 25 ¢ g rhL, respectivamente. Es
importante sefialar que el analogo 3a mostré la misma CMI que el control positivo
levofloxacino (1.56 pg/mL), pero se necesita realizar una confirmacién del

ensayo.
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Tabla 10. Actividad antibacteriana y antimicobacteriana de los analogos de 3 y 4.
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A
@ 4j | 6.25|6.25|6.25|>650|>50| >50| >50 >50 >50 | >50
T
0

4k | 3.12 (156 |6.25|>50 | >50 | >50 | >50 >50 >50 >50

i

Tabla 11. Actividad antibacteriana y antimicobacteriana de los controles.
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Levofloxacino 125 | 125 | 6.25 | 125 | 0.8 | >50 | 125 | >50 25 1.56
Vancomicina >200

Linezolid 50

5.10 Relacion estructura-actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los compuestos solo se presenté en
bacterias Gram-positivas. Esta actividad podria deberse por las diferencias
estructurales que existen entre bacterias Gram-positivas con las Gram-negativas,
ya que las las Gram-negativas, ademas de poseer pared celular, también tienen
una membrana externa y espacio periplaplasmico (Figura 36) [74], lo que
dificultaria la entrada de los compuestos a la célula. Asimismo, las bacterias
Gram-negativas que se utilizaron en las pruebas biolégicas (K. pneumonie, E.

coli, A. baumannii y P. aeruginosa) también presentan otros factores de virulencia
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como céapsula y biopelicula [75], [76], aumentando la dificultad de que los

compuestos puedan penetrar la bacteria.

Gram-positivas Gram-negativas
Membrana externa

Periplasma

Pared celular

Membrana
plasmatica

ADN

Figura 36. Diferencias estructurales entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [74],

Las bacterias Gram-positivas utilizadas (S. aureus, S. epidermidis y E.
faecium) también presentan diferencias estructurales entre ellas. S. aureus tiene
una cépsula de polisacaridos como uno de sus principales factores de virulencia
[77], por otro lado, S. epidermidis puede presentar 0 no una capsula y en caso
de presentar, es mas delgada en comparacion con la capsula de S. aureus [78].
Por ultimo, E. faecium no presenta capsula [79]. Esto explicaria por qué los
compuestos resultaron mas activos contra E. faecium que contra el género

Staphylococcus.

A pesar de que 3y 4 tienen grupos electrodonadores en las posiciones C7
y C8, la presencia de los grupos metoxilo en los analogos de 4 sugiere que la

actividad de 4 puede ser debido a que los grupos metoxilo causan mayor
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impedimento estérico y limitan el movimiento del indol, por lo tanto, hay menos
conférmeros en solucidn, y eso facilitaria la union con una diana terapéutica. Por
otro lado, los grupos dioximetilenos unidos al anillo D de la benzofenantrdina en
los derivados de 3 se encuentran casi planos y restringidos a una menor area de
Van der Waals, dandole mayor libertad al indol y aumentando el nimero de

conférmeros.

Para fundamentar lo anterior, se realizé un analisis conformacional
mediante mecanica molecular con el software PCMODEL v.06 donde se
obtuvieron los conférmeros de menor energia potencial relativa (MMX) de los
compuestos 3a y 4a. (Figura 37). Se observo que el compuesto 4a presenta dos
conférmeros mas estables, sin embargo, aquel que tiene el metoxilo unido en C7
y orientado hacia el mismo plano que el indol tiene menor energia potencial, de
tal manera que es el mas estable (Figura 37 a). Por el contrario, 3a tiene mayor

energia potencial que los dos conférmeros de 4a, siendo asi el mas inestable.
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Figura 37. a) Conférmero méas estable de 4a. b) Segundo conférmero mas estable de 4a. c)

Conférmero mas estable de 32

A pesar de que se utilizaron indoles con diferentes sustituyentes tanto con
grupos electrodonadores y electroatractores, solamente la funcionalizacién C6-
C 3 d@e 4 con 1-metilindol fue activa contra S. epidermidis y E. faecium. Esto es
indicativo de que la presencia del NH libre no es indispensable para presentar
actividad y es necesario una parte hidréfoba en esa region de la molécula.
Probablemente ocurra una interaccién con una cavidad hidr6foba de una proteina

como una posible diana molecular.

Por otro lado, entre los aductos C6-N 1 die 4 con 5-nitroindol y 6-cloroindol,
solamente el primero presentd actividad antibacteriana, lo cual indica que la
presencia de un grupo electroatractor fuerte es necesaria para incrementar
considerablemente la actividad. Ademas, el grupo nitro puede presentar
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interacciones ionicas con otros aminoacidos ya que tiene carga positiva y

negativa.

5.11 Validacién de la hipotesis

Tomando en cuenta que las plataformas naturales no presentaron
actividad antibacterina contra cepas resistentes (CMI> 50 € g / myL que el
compuesto 4b presentd buena actividad contra algunas bacterias resistentes
Gram-positivas (CMIg. faecium = 12.5 €g/mL; CMls. epidermicis = 12.5 €g/mL) la
hipotesis se acepta, ya que la funcionalizacién C6i C 3 déon un fragmento inddlico
aumento la actividad de una de las plataformas naturales. Del mismo modo, el
compuesto 4j también incrementé considerablemente la actividad antibacteriana
contra las bacterias resistentes Gram-positivas (S. aureus 12.5 eg/mL; E. faecium
6.25 eg/mL, S. epidermidis 12.5 eg/mL), a pesar de ser una funcionalizacién C6i

N 1 gque no se esperaba, también aprueba la hipétesis.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

1. Se aislaron, caracterizaron y purificaron del extracto metandlico de las
semillas de B. latisepala los alcaloides del tipo benzo[c]fenantridina:
dihidrosanguinarina (3), dihidroqueleritrina (4), 12-metoxidihidroqueleritrina (5) y
dihidroquelirubina (6) con un porcentaje en base al peso seco de la planta de 0.05

%, 0.09 %, 0.006 % y 0.006 %, respectivamente.

2. Los alcaloides 12-metoxidihidroqueleritrina y dihidroquelirubina. fueron

aislados por primera vez de B. latisepala.

3. Se logré la funcionalizacion C(sp3)iH de dihidrosanguinarina y
dihidroqueleritrina con diversos indoles con cantidades cataliticas de CuBr (5
mol%), en condiciones ambientales, obteniendo rendimientos moderados (20-60

%) y sin requerir el uso de peréxidos o benzoquinonas como agentes oxidantes.

4. Se sinterizaron, purificaron y elucidaron estructuralmente 6 nuevos

analogos de dihidrosanguinarina.

5. Se sinterizaron, purificaron y elucidaron estructuralmente 9 nuevos

analogos de dihidroqueleritrina.
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6. El analogo de dihidroqueleritrina funcionalizado con un fragmento de 1-
metilindol unido de manera C6-C 3 (@b) presento6 actividad antibacteriana contra
E. faecium resistente a vancomicina (CMI= 12.5 ¢ grmL), siendo igual de activo
qgue el farmaco de referencia levofloxacino y también presentd actividad contra
S. epidermidis resistente a linezolid (CMI= 12.5 ¢ g mL), sin embargo, el

levofloxacino fue dos veces mas activo (CMI=6.25 &€ gmL).

7. El analogo de dihidroqueleritrina funcionalizado con un fragmento de 5-
nitroindol en posicién C6-N 1 @]) exhibio la misma actividad (CMI = 6.25 pug/mL)
contra S. aureus que el control levofloxacino (CMI = 6.25 pg/mL), dos veces
mayor actividad (CMI = 6.25 ug/mL) contra E. faecium (CMI =12.5 pg/mL) e igual

actividad contra S. epidermidis (CMI = 6.25 pg/mL).

8. El subproducto andlogo de dihidroqueleritrina funcionalizado con grupo
metoxilo en la posicion C6 (4k) resulté cuatro veces mas potente (CMI = 3.12
pg/mL) contra S. aureus que el control levofloxacino (CMI = 12.5 pg/mL), ocho
veces mas activo (CMI = 1.56 pug/mL) contra E. faecium (CMI = 12.5 pg/mL) e

igualmente activo contra S. epidermidis (CMI = 6.25 pug/mL).

9. El andlogo de dihidrosanguinarina funcionalizado con un fragmento de
indol unido de manera C6-C 3 @a) y su funcionalizado con un fragmento de 1-
metilindol unido de manera C6-C 3 Bb) presentaron actividad antibacteriana
contra la cepa G122 de M. tuberculosis la cual es resistente a isoniacida,
rifampicina y etambutol (CMI= 1.56 y 25 ¢ g / nréspectivamente), siendo la
actividad de 3a equivalente a la del farmaco de referencia levofloxacino (CMI=
156e g/ mL)
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10. Los derivados indolicos de dihidroqueleritrina (4b y 4j) presentaron
potencial como agentes selectivos de bacterias farmacorresistentes Gram-

positivas, lo que los convierte en moléculas promisorias como antibiéticos in vivo.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS
1. Optimizar la sintesis para la obtencién de los derivados indolicos de
dihidroqueleritrina.
2. Realizar estudios de actividad antibacteriana in vivo.
3. Determinar la citotoxicidad de los compuestos 4b y 4j contra una linea
celular normal.
4. Determinar el mecanismo por el cuél 4b y 4j inhiben especificamente

cepas Gram-positivas resistentes.

5. Realizar un disefio racional de nuevos derivados, incorporando grupos
funcionales diferentes al indol que también confieran propiedades

antibacterianas.

122



CAPITULO 8

REFERENCIAS

[1] S.S.Morse, i Fa c and determinants of disease e me r g e iReveSci, 0

Tech., vol. 23, no. 2, pp. 443i 51, 2004.

[2] C. Dye, i Af RO45: infectious diseases in a new era of health and
d ev el opRhdos.Trans.®. Soc. Lond. B. Biol. Sci., vol. 369, no. 1645,

p. 20130426, 2014.

[8] K. Kimmerer,A Re s i sintheremvieonme n t). Amtimicrob. Chemother.,

vol. 54, no. 2, pp. 3117 320, 2004.

[4] R. Laxminarayan, A. Duse, C. Wattal, A. K. M. Zaidi, H. F. L. Wertheim, N.
Sumpradit, E. Vlieghe, G. L. Hara, I. M. Gould, H. Goossens, C. Greko, A.
D. So, M. Bigdeli, G. Tomson, W. Woodhouse, E. Ombaka, A. Q. Peralta,
F. N. Qamar, F. Mir, S. Kariuki, Z. A. Bhutta, A. Coates, R. Bergstrom, G.
D. Wright, E. D. Brown, and O. Cars, i An t i fegistarce-the need for

globals o | u t lLancet$nfedi. Dis., vol. 13, no. 12, pp. 10571 1098, 2013.

[5] V. K. Viswanathan, i O-faliel abuse of antibiotics by bact e@Gut a, 0

123



Microbes, vol. 5, no. 1, pp. 31 4, 2014.

[6] U. Theuretzbacher, i G| o én@bhcterial resistance: The never-ending

s t o d.wloln Antimicrob. Resist., vol. 1, no. 2, pp. 631 69, 2013.

[7] P. W. Taylor, i Al t e r matardli soueces for a new generation of
antibacterial a g e n tins. J. ,Adtimicrob. Agents, vol. 42, no. 3, pp. 195i

201, Sep. 2013.

[8] T.P.T. Cushnie, B. Cushnie, and A. J. Lamb, i Al k a Ampovedview of
their antibacterial, antibiotic-enhancing and antivirulence act i vinttJd es, 0

Antimicrob. Agents, vol. 44, no. 5, pp. 3771 386, 2014.

[9] R. Dual, R. Dua, S. Shrivastava, S. K. Sonwane, and S. K. Srivastava,
A Phar ma c oSigoifganceadf Synthetic Heterocycles Scaffold: A

Re v i &dv,Biol. Res. (Rennes)., vol. 5, no. 3, pp. 1201 144, 2011.

[10] World Health Organization, fi Wo r Health Organization, Infectious
Di s e as e $leabh topics, 2013. [Online]. Available:
http://lwww.searo.who.int/topics/infectious_diseases/en/. [Accessed: 11-

Feb-2018].

[11] A. L. Rice, L. Sacco, A. Hyder, and R. E. Black, i Ma |l nufasrdnt i on
underlying cause of childhood deaths associated with infectious diseases
in developingc o u n t Bull. Warld Heal. Organ, vol. 78, no. 10, pp. 12071

1221, 2000.

[12] C. Gonzalez-Gonzéalez and R. Palloni, Alberto Palloni; Wong, i H HRublic

A c c e vab 344, no. 6188, pp. 11731 1178, 2015.
124



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

D. L. Kasper, A. S. Fauci, S. L. Hauser, D. L. (Dan L. Longo, J. L. Jameson,

and J. Loscalzo, Ha r r i mrincipléssof internal medicine. 2008.

M. E. Levison and J. H. Levison, iPhar macokanchet i cs

Pharmacodynamics of Antibacterial A g e n tnfect Dis Clin North Am, vol.

23, no. 4, pp. 7911 819, 20009.

C. O. Gualerzi, L. Brandi, A. Fabbretti, and C. L. Pon, Antibiotics: Targets,

Mechanisms and Resistance. Weinheim, Germany: Wiley-VCH Verlag

GmbH & Co. KGaA, 2013.

C. G. Gemmell, i P r o $yethesis Inhibitors and Bacterial Susceptibility to

P h a g o c y in HostiDsefenge Dysfunction in Trauma, Shock and Sepsis,

Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 1993, pp. 9871 991.

M. K. Bhattacharjee, Chemistry of Antibiotics and Related Drugs. 2016.

A WH QAntimicrobialr e s i s t\VH®D£2616.0

J. Davies and D. Davies, i Or i and evelution of antibioticr e si st ance.

Microbiol. Mol. Biol. Rev., vol. 74, no. 3, pp. 4171 33, Sep. 2010.

C. A. Michael, D. Dominey-Howes, and M. Labbate, i T hAatimicrobial

Resistance Crisis: Causes, Consequences, and Manage mé&ront., 0

Public Heal., vol. 2, no. September, pp. 11 8, 2014.

D. I. Andersson, fi T hways in which bacteriaresista nt i b ilm. 9.iRisks , 0

Saf. Med., vol. 17, no. May, pp. 111i 116, 2005.

J. Calvo and L. Martinez-Martinez,

125

i Me c anidenaoc®On de los



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

ant i mi cr Bnfermalnfecs Miorobiol. Clin., vol. 27, no. 1, pp. 441 52,

20009.

O. Skold, Prophylactic antibiotics and antibiotic resistance., vol. 1, no. 1.

1977.

C. O. Gualerzi and L. Brandi, Antibiotics: Targets, Targets, Mechanisms and

Resistance, 1st ed. Germany: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2014.

M. A. Webber and L. J. V Piddock, fi T hireportance of efflux pumps in
bacterial antibioticr e s i s tJaAntienierpbo Chemother., vol. 51, no. 1, pp.

91 11, 2003.

J. Sun, Z. Deng, and A. Yan, i Ba ct eultidrag efflux pumps:
Mechanisms, physiology and pharmacological e x p| o i t Bidchem.n s, 0

Biophys. Res. Commun., vol. 453, no. 2, pp. 254i 267, 2014.

X. Li and H. Nikaido, Efflux-mediated drug resistance in bacteria, vol. 69,

no. 12. 20009.

AAnt i bResistance Threats in the United States, 2013 |
Antibiotic/Antimicrobial Resistance | C D C CIBC, 2013. [Online]. Available:

http://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013/.

H. A. Grema, i Me t h iResistant Btaphylococcus aureus (MRSA): A

Revi e wAdwo Anim. Vet. Sci., vol. 3, no. 2, pp. 791 98, 2015.

M. . Anton Y. Peleg, M.B., B.S., M.P.H. and David C. Hooper, i Hos pi t al

Acquired Infections Due to Gram-Negative B a ¢ t eN. Engl, JOMed., vol.

126



362, no. 19, pp. 1804 1813, 2010.

[31] B. Mehrad, N. M. Clark, G. G. Zhanel, and J. P. Lynch, A Ant i mi cr obi
resistance in hospital-acquired gram-negative bacteriali nf e c tChestn s, 0

vol. 147, no. 5, pp. 14131 1421, 2015.

[32] D. Nathwani, G. Raman, K. Sulham, M. Gavaghan, and V. Menon, i C|l i ni c al
and economic consequences of hospital-acquired resistant and multidrug-
resistant Pseudomonas aeruginosa infections: a systematic review and

meta-a n a | yAstimgrphd Resist. Infect. Control, vol. 3, no. 1, p. 32, 2014.

[33] S. B. Almasaudi, i Aci net osppa @s enesocomial pathogens:

Epidemiology and resistance f e a t uSauwlis]., Bol. Sci., 2015.

[34] J. O6 NeliAnt i miRegistafce: &ackling a crisis for the health and

wealthofn a t i ®evsAntinicrob. Resist., no. December, p. 20, 2014.

[35] i AeUnitedN a t i listoscdneeting on antibiotic resistance puts the threat
on a level with HIV and Ebolad Qu a r Quartz2016. [Online]. Available:
http://qz.com/788548/the-united-nations-historic-meeting-on-antibiotic-

resistance-puts-the-threat-on-a-level-with-hiv-and-ebola/.

[36] K. Poole, Efflux-mediated antimicrobial resistance, no. May. 2014.

[37] P.Ball,i Co n c | ubhe futnre af antimicrobial therapy - Augmentin® and
b ey onnd J. Antimicrob. Agents, vol. 30, no. SUPPL. 2, pp. 1391 141,

2007.

[38] F.J. Schmitz, A. C. Fluit, M. Luckefahr, B. Engler, B. Hofmann, J. Verhoef,

127



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

H. P. Heinz, U. Hadding, and M. E. Jones, i T heffect of reserpine, an
inhibitor of multidrug efflux pumps, on the in-vitro activities of ciprofloxacin,
sparfloxacin and moxifloxacin against clinical isolates of Staphylococcus

a u r e & Antimicrob. Chemother., vol. 42, no. 6, pp. 8071 810, Dec. 1998.

P. N. Markham, E. Westhaus, K. Klyachko, M. E. Johnson, and A. A.
Neyfakh, A Mu | tnove linkibitors of the NorA multidrug transporter of
Staphylococcus a u r e Ardimi@ob. Agents Chemother., vol. 43, no. 10,

pp. 24041 2408, 1999.

A. R. Ball, G. Casadei, S. Samosorn, J. B. Bremner, F. M. Ausubel, T. I.
Moy, and K. Lewis, i Co n j u @perbernna ® a multidrug efflux pump
inhibitor creates an effectivea nt i mi c AGS IChem.|Biol,, vol. 1, no. 9,

pp. 594i 600, 2006.

B. Zeng, H. Wang, L. Zou, A. Zhang, X. Yang, and Z. Guan,i Eval uat i on
and target validation of indole derivatives as inhibitors of the AcrAB-TolC
efflux p u mpBiosca Biotechnol. Biochem., vol. 74, no. 11, pp. 22371 2241,

2010.

S. Lepri, F. Buonerba, L. Goracci, I. Velilla, R. Ruzziconi, B. D. Schindler,
S. M. Seo, G. W. Kaatz, and G. Cruciani, i | n dBaskedWeapons to Fight
Antibiotic Resistance: A Structure-Activity Relationship St u dJy Med.

Chem., vol. 59, no. 3, pp. 8671 891, 2016.

J. Lee, C. Attila, S. L. G. Cirillo, J. D. Cirillo, and T. K. Wood, i | n chedl7e

hydroxyindole diminish Pseudomonas aeruginosa v i r ul evicmol , 0

128



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Biotechnol., vol. 2, no. 1, pp. 751 90, 2009.

X. Yu, X. Gao, Z. Zhu, Y. Cao, Q. Zhang, P. Tu, and X. Chai, A Al kal oi ds
from the tribe Bocconieae (Papaveraceae): A chemical and biological

r e v i Molecufes, vol. 19, no. 9, pp. 130421 13060, 2014.

E. Sanchez-Arreola, L. R. Hernandez-Molina, J. L. Sdnchez-Salas, and G.
Martinez-Espino, i Al k a fromi Bbonia frutescens . and Biological
Activity of their E x t r aRharm. ,Biol., vol. 44, no. 7, pp. 540i 543, Oct.

2008.

V. Navarro and G. Delgado, i T wamtimicrobial alkaloids from Bocconia

ar b o rleEthnopharmacol., vol. 66, no. 2, pp. 223i 226, Aug. 1999.

H. Almanza, E. Tadeo, A. Romo Pérez, A. Acosta Huerta, C. Corona, M.
del Rayo, and A. Garcia, i Al ¢ a I[de@Boctenma latisepala con potencial

antimi ¢ o b a ¢ t @uimicahoy Chem. Sci., vol. 4, no. A, p. 40, 2014.

L. G. Armendariz and P.- Ulino, i AChemical Study of Bocconia Latisepala

Wa 't £anoJ. Chem., vol. 43, no. 1, p. 4, 1964.

B. Krane, M. Fagbule, and S. Maurice, A T h leenzophenanthridine

al k al b Natl Brodg vol. 47, no. |, pp. 11 43, 1984.

C. Gunn and S. Margaret, Seeds and fruits of North American

Papaveraceae, vol. 15161 1525, no. Agricultural Research Service. 1976.

Z. Dvorak, i Me t a ba Sanguimarine: The Facts and The My t hQurr. o

Drug Metab., vol. 8, pp. 173i 176, 2007.

129



[52] T.K. Beuria, M. K. Santra, and D. Panda, i S a n g u i bfoeks ciytokmesis
in bacteria by inhibiting FtsZ assembly a b u n d | Biathgemistry, vol. 44,

no. 50, pp. 16584i 16593, 2005.

[53] S. Gibbons, J. Leimkugel, M. Oluwatuyi, and M. Heinrich, A Act ofvi t vy
Zanthoxylum clava-herculis extracts against multi-drug resistant methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (mdr-MR S A Phyiber. Res., vol. 17, no.

3, pp. 274i 275, 2003.

[54] B.W. Obiang-Obounou, O.-H. Kang, J.-G. Choi, J.-H. Keum, S.-B. Kim, S.-
H. Mun, D.-W. Shin, K. W. Kim, C.-B. Park, Y.-G. Kim, S.-H. Han, and D.-
Y. Kwon, i T hneechanism of action of sanguinarine against methicillin-
resistant Staphylococcus a u r e u.sToxicad. Sci., vol. 36, no. 3, pp. 2771

283, 2011.

[55] L. de C. Tavares, G. Zanon, A. D. Weber, A. T. Neto, C. P. Mostardeiro, I.
B. M. Da Cruz, R. M. Oliveira, V. llha, I. I. Dalcol,and A. F. Morel, i St r vct ur e
Activity Relationship of Benzophenanthridine Alkaloids from Zanthoxylum
rhoifolium Having Antimicrobial A ¢ t i PLo$ @Qne, wol. 9, no. 5, p. e97000,

May 2014.

[56] G. Y. Zuo, F. Y. Meng, X. Y. Hao, Y. L. Zhang, G. C. Wang, and G. L. Xu,
AANt i b aatkdlods framl Chelidonium majus Linn (Papaveraceae)
against clinical isolates of methicillin-resistant Staphylococcusa ur e d.s, 0

Pharm. Pharm. Sci., vol. 11, no. 4, pp. 90i 94, 2008.

[57] C. Tantapakul, W. Phakhodee, T. Ritthiwigrom, K. Yossathera, S.

130



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

Deachathai, and S. Laphookhieo, i Ant i b a cmmundsa from
zanthoxylum r h e t Areh, Rharm. Res., vol. 35, no. 7, pp. 11391 1142,

2012.

J. G. Choi, O. H. Kang, H. S. Chae, B. Obiang-Obounou, Y. S. Lee, Y. C.
Oh, M. S. Kim, D. W. Shin, J. A. Kim, Y. H. Kim, and D. Y. Kwon,
AANnt i b activitg ofihgdmecon hylomeconoides against methicillin-
resistant staphylococcus a u r e Appl, Biochem. Biotechnol., vol. 160, no.

8, pp. 2467i 2474, 2010.

T. Hernandez Almanza, A Ai s | a mdaractetizacjon estructural y
evaluacion antimicobacteriana de los alcaloides de Bocconial at i sepal a,

2015.

Paula Yurkanis Bruice, Organic chemistry, vol. 480, no. 7376. 2007.

J. Tsuji., Transition metal reagents and catalysts: innovations in organic

synthesis. Wiley, 2000.

R. H. Crabtree, i T hOgganometallic Chemistry of the Transiton Me t al s . 0

Wiley-Interscience, p. 562, 2005.

J. Wencel-Delord and F. Glorius, i CH bond activation enables the rapid
construction and late-stage diversification of functional mo | e c uNake s, 0

Chem., vol. 5, no. 5, pp. 3691 375, 2013.

J. Yamaguchi, A. D. Yamaguchi, and K. Itami, i €4 bond functionalization:
Emerging synthetic tools for natural productsandp h ar ma c e &Angéwc al s, 0O

Chemie - Int. Ed., vol. 51, no. 36, pp. 89601 9009, 2012.
131



[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

P. T. Anastas and J. C. Warner, i 1 Rrinciples of Green Chemistry. Green
Chemistry: Theory and P r a c tQxfore Univ. Press New York, By Permis.

Oxford Univ. Press, 1998.

T. Gensch, M. N. Hopkinson, F. Glorius, and J. Wencel-Delord, i Minletdl-
catalyzed Ci H activation: examples and concep t Lhemn. Soc. Rev., vol.

45, no. 10, pp. 29001 2936, 2016.

K. W. Bentley, i #i?henylethylamines and the isoquinoline a | k al Nat.d s, 0

Prod. Rep., vol. 14, no. 4, p. 387, 1997.

Z. Li and C. J. Li, f Cu-éatalyzed direct indolation of
tetrahydroisoquinolines via cross-dehydrogenative coupling between sp3
C-H and sp2 C-H b o n dJ¥ Amb Chem. Soc., vol. 127, no. 19, pp. 6968i

6969, 2005.

A. Romo-Pérez, L. D. Miranda, A. D. Chavez-Blanco, A. Duefias-Gonzalez,
M. del R. Camacho-Corona, A. Acosta-Huerta, and A. Garcia, i MiC(sp3)i
H functionalization of dihydrosanguinarine and dihydrochelerythrine for
development of highly cytotoxicd e r i v aEur. ¥ Bled., Chem., vol. 138,

pp. 1i 12, 2017.

G. M. Sheldrick, i Cr y sttuetdre refinement with SHE L X L Acta

Crystallogr. Sect. C Struct. Chem., vol. 71, no. Md, pp. 3i 8, 2015.

J. R. Zgoda and J. R. Porter, fi AConvenient Microdilution Method for
Screening Natural Products Against Bacteria and F u n gPharma Biol., vol.

39, no. 3, pp. 2211 225, Sep. 2008.

132



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

S. G. Franzblau, R. S. Witzig, J. C. Mclaughlin, P. Torres, G. Madico, A.
Hernandez, M. T. Degnan, M. B. Cook, V. K. Quenzer, R. M. Ferguson, and
R. H. Gilman, A R a p lovdtechnology MIC determination with clinical
Mycobacterium tuberculosis isolates by using the microplate Alamar Blue

a s s aJyClind Microbiol., vol. 36, no. 2, pp. 3621 366, 1998.

E. Boess, L. M. Wolf, S. Malakar, M. Salamone, M. Bietti, W. Thiel, and M.
Klussmann, i Co mp e Hydrhodgew &tom Transfer to Oxyl- and Peroxyl
Radicals in the Cu-Catalyzed Oxidative Coupling of N-Aryl
Tetrahydroisoquinolines Using tert-Butyl Hy d r o0 p e rAC& Catak, vab.

6, no. 5, pp. 32531 3261, 2016.

D. A. Madigan, M. T., Martinko, J. M., Bender, K. S., Buckley, D. H., & Stahl,

Brock: Biology of Microorganisms, 14th ed. Benjamin Cumming, 2015.

S. Santajit and N. Indrawattana, i Me ¢ h a rofi Astimirobial Resistance

in ESKAPE P at h o gRiomed,Res. Int., vol. 2016, 2016.

M. K. Paczosa and J. Mecsas, i K| e b gnewrloniaa: Going on the
Offense with a Strong D e f e nMiaobiol. Mol. Biol. Rev., vol. 80, no. 3,

pp. 629i 661, 2016.

T.J. Foster,i | mmevagonbyst ap hy | Nat &evcMicroiol., vol.

3, no. 12, pp. 9481 958, 2005.

L. O.F. Papers,ii St a p hy | epideoridis uvgulence factors and innate

immuner esponse. 0

J. Huebner, Y. Wang, W. A. Krueger, L. C. Madoff, G. Martirosian, S. Boisot,
133



D. A. Goldmann, D. L. Kasper, A. O. Tzianabos, and G. B. Pier,il sol at i on
and chemical characterization of a capsular polysaccharide antigen shared
by clinical isolates of Enterococcus faecalis and vancomycin-resistant

Enterococcus f a e c i lofent. Immun., vol. 67, no. 3, pp. 12137 9, 1999.

134



ANEXOS

Parametros de la cristalografia, recopilacion de datos y detalles de refinamiento

para el compuesto 3a
Empirical formula
Formula weight
Temperature

Wavelength

Crysial system

Space group
Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F{000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness (o theta = 67.6797
Absorplion correction

Max. and min. transmission
Eefinement method

Data { restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [[>2sigmaf(l}]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

Coy Haz N2 Oa

462 .48

293(2) K

1.54178 A

Triclinic

P-1

a=9 119(3) A oo B2 T4{2)7.
b=94203) A Be= 89.04(2)°.
c=13471(2} A T=86.742)".
1146.005) A?

2

1.340 Mgfim®

0.730 mm-!

484

0.236 x 0.210 x 0.066 mm?

3307 to HGE 3R,

Sl0<mbsm 0, -] |<mk<m, -] G<ml<m]b

11868

4155 [Riint) = 0.1323]

291 %

Analytical

09771 and 08931

Full-matrix least-squares on F2

4155 F 358 /401

1.101

Rl = (00529 wR2 = 3 1887

Rl = (0 1428 wR2 = 22058

0.260 and -0.227 e A
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