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RESUMEN

M.C. Adriana Romo Pérez Fecha de Graduacion: 24 de Octubre de 2016
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Activacidn y funcionalizacion del enlace C(6)-H de
5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas naturales y sintéticas y determinacion de sus
propiedades citotoxicas

Numero de paginas: 222 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con orientacién en Farmacia

Area de Estudio: Quimica y Farmacologia de Productos Naturales y Sintéticos

Propédsito y Método del Estudio: El cancer es una enfermedad caracterizada por el
crecimiento incontrolado e invasivo de células anormales que han sido dafiadas en el ADN por
diversos agentes xenobidticos alterando sus procesos de reparacion. Actualmente es la
segunda causa de muerte a nivel mundial con mas de 8.2 millones defunciones y 14 millones
de nuevos casos (2013) y se estima que alcance los 20 millones de nuevos casos en las
préoximas dos décadas. El objetivo de la terapia es curar o prolongar considerablemente la vida
del paciente, para lo cual se prescriben una gran variedad de farmacos naturales,
semisintéticos y sintéticos. Sin embargo, la quimioterapia actual ha resultado ineficaz para
diversos tipos de cancer debido a la resistencia que han desarrollado las células cancerosas
hacia los farmacos anticancerigenos. Por tal motivo, en este proyecto de investigacion se
propuso la busqueda de nuevos agentes anticancerigenos a partir de diversas
dihidrobenzo[c]fenantridinas sintéticas y semisintéticas preparadas a partir de la plataforma N-
metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina y de los alcaloides naturales dihidrosanguinarina y
dihidroqueleritrina. La plataforma sintética se preparé en una secuencia de tres reacciones
quimicas (aminacion reductiva, metilacién y ciclacion tipo Heck); mientras que, los alcaloides
fueron aislados y purificados a partir de las semillas de Bocconia latisepala. Posteriormente, la
plataforma y los alcaloides fueron funcionalizados mediante reacciones, asistidas por bromuro
cuproso, de acoplamiento cruzado deshidrogenativo con diversos nucléofilos. Las
dihidrobenzo[c]fenantridinas sintéticas y semisintéticas C(6)-funcionalizadas fueron evaluadas
frente a tres lineas celulares de cancer humano (PC-3, MCF-7 y HCT-15) y una linea celular
normal (fibroblastos gingivales humanos). Finalmente, los compuestos mas activos fueron
seleccionados para determinar sus mecanismos de accion en los ensayos de inhibicién de
topoisomerasa | e induccion de apoptosis.

Contribuciones y Conclusiones: La plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina fue
sintetizada en unicamente tres etapas de reaccion con un rendimiento global de 65% y
representa una ruta sintética més corta y eficiente que las rutas reportadas en la literatura. A
partir de esta plataforma sintética se obtuvieron 16 dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-
funcionalizadas con diferentes nucleéfilos en rendimientos que oscilan entre 18 y 70%. Por otra



parte, dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina se obtuvieron en 0.03% y 0.05% de rendimiento
partiendo de 2.9 Kg de semillas de B. latisepala. A partir de estos alcaloides naturales se
sintetizaron 20 dihidrobenzo|c]fenantridinas C(6)-funcionalizadas con diversos nucledfilos en
rendimientos comprendidos entre 30 y 77% . La funcionalizacién de estas plataformas naturales
ofrece la ventaja de que no se requieren condiciones drasticas de reaccion como el uso de
quinonas o hidroperéxidos, sino de condiciones suaves como la presencia de aire ambiental a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé un cribado de actividad citotoxica de las 36
dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-funcionalizadas a 50 uM en tres lineas celulares cancerosas
(carcinoma prostatico, PC-3; carcinoma mamario, MCF-7; adenocarcinoma de colon, HCT-15) y
una linea de células normales (fibroblastos gingivales humanos, FGH), encontrandose 13
derivados con 100% de inhibicion del crecimiento de las tres lineas celulares cancerosas. Por
ello, los 13 derivados fueron evaluados a diferentes concentraciones para determinar sus
valores de concentracion inhibitoria media (Clsy), aunado a otros siete derivados que
presentaron 100% de inhibicion de una linea cancerosa. Se observo que el derivado maldnico
1b y el nitroderivado 1g, sintetizados a partir de dihidrosanguinarina, presentaron valores de
Clso que oscilan entre 0.62 y 1.59 uM frente a las tres lineas cancerosas. Por otro lado, el
derivado maldnico de dihidroqueleritrina 2i presento valores de Clso menores a 5 uM frente a las
tres lineas de células cancerosas; mientras que, los derivados de la plataforma N-metil-5,6-
dihidro[c]benzofenantridina con mayor actividad citotoxica fueron el derivado malénico 3d con
valores de Clso que oscilan entre 2.73 y 3.76 uM, y el nitroderivado 3k con valores de Cls,
comprendidos entre 1.84 y 8.2 uM. Los valores de Cls, observados para los derivados de
dihidrosanguinarina indican que la citotoxicidad es debida al nucléofilo incorporado y que ésta
es exacerbada por las propiedades electrodonadoras del grupo 7,8-dioximetileno. Lo anterior se
puede confirmar con los valores de Clsq observados para sus analogos obtenidos de N-metil-
5,6-dihidrobenzo|c]fenantridina, una plataforma carente del grupo 7,8-dioximetileno cuya
citotoxicidad fue mejorada con la presencia del nucledfilo incorporado. Posteriormente, se
determiné la actividad inhibitoria de topoisomerasa | de 15 dihidrobenzo|c]fenantridinas C(6)-
funcionalizadas, encontrandose que sélo los derivados maldnicos 1a, 1b, 2i, 3d y 3e mostraron
débil actividad inhibitoria del complejo Topo |-ADN al observarse bandas tenues para los
fragmentos de 70, 92 y 119 pb, también mostrados por el control positivo camptotecina.
Finalmente, se determiné la actividad apoptética y/o necrotica de los derivados 1a, 1b, 3e y 3k
mediante el método de Anexina V y los resultados mostraron que los derivados 1a, 3e y 3k
causan preferentemente la muerte celular programada, mientras que el derivado 1b ocasiona
de manera equitativa una muerte necrética y apoptoética. En resumen, la metodologia de
funcionalizacién del enlace C(6)-H permiti6 explorar el espacio quimico con la sintesis de
nuevas moléculas y mejord significativamente las propiedades citotéxicas de las tres
plataformas  heterociclicas  (dihidrosanguinarina,  dihidroqueleritina y  N-metil-5,6-
dihidrobenzo[c]fenantridina). El estudio de relacién estructura-actividad permiti6 descubrir
nuevas dihidrobenzofenantridinas C(6)-funcionalizadas con actividad citotéxica relevante,
siendo el derivado 1b el méas promisorio con valores de Cls, similares a los del control positivo
doxorrubicina.

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda Dr. Luis Demetrio Miranda Gutiérrez
DIRECTOR DE TESIS CO-DIRECTOR DE TESIS
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Activacion y funcionalizaciéon de enlaces C-H

El término funcionalizacion C-H (también incluye activacion del enlace C-H)
puede ser definida como la conversion del enlace carbono-hidrégeno en enlace
carbono-carbono (C-C) o carbono-heteroatomo (C-X) (Figura 1). Un gran
repertorio de reacciones de funcionalizacién de enlaces C-H han sido
reportadas en anos recientes, las cuales incluyen reacciones de arilacién,
alquilacién, insercidén, aminacién, oxidacién, borilacién y halogenacién [1-2]. Sin
embargo, la funcionalizacién directa de plataformas via activacion de enlaces C-
H inactivos constituye una oportunidad mucho mas atractiva que las
metodologias tradicionales debido a que se requiere menos energia
(calentamiento de la reaccién), lo que conlleva a que los grupos funcionales
presentes en las plataformas quimicas sean mas tolerantes y no requieran
reacciones de proteccion/desproteccién conduciendo a una economia de paso y

de proceso total [3].
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Figura 1. Funcionalizacion de enlaces C-H en diversos sustratos [2].

Por lo anterior, el desarrollo y la aplicacibn de una metodologia sintética
eficiente, selectiva y amigable con el medio ambiente es deseable para la
obtencién y disefio de nuevas y mejoradas plataformas quimicas. Este objetivo
se puede lograr por medio de numerosos procesos cataliticos, en especial los
procesos catalizados por metales [4]. Diferentes catalizadores de Pd, Rh, Ru,
Ag, Au, Pt, Fe y Cu han sido utilizados para diversificar las estructuras de
plataformas sintéticas y naturales mediante reacciones de acoplamiento
cruzado deshidrogenativo formando nuevos enlaces C-C o C-X, lo que por

métodos tradicionales se lograria en mayor nimero de pasos y en rendimientos

menores [5] .

1.2 Alcaloides benzo[c]fenantridinicos

Los alcaloides benzo[c]fenantridinicos son un grupo especifico de alcaloides

isoquinolinicos que se producen solo en las plantas superiores y son

constituyentes principalmente de las familias Fumariaceae,

Papaveracaeae y Rutaceae [6-8]. Los compuestos benzo[c]fenantridinicos

Meliaceae,



poseen un amplio espectro de actividades farmacolbgicas entre las que se
destacan la actividad antiparasitaria, antimicrobiana, antifungica, citotdxica,
antitumoral y antileucémica [9], razdn por la cual se han realizado diversos
estudios dirigidos a la preparacion y evaluacion bioldégica de analogos

estructurales [7].

1.2.1 Género Bocconia

Bocconia es un género de plantas herbaceas que pertenece a la familia
Papaveraceae y se caracteriza por la presencia de alcaloides. Este género
comprende 10 especies nativas de Centro y Sudamérica y juegan un papel
importante en la medicina tradicional mexicana. Por ejemplo, B. frutescens es
usada para el tratamiento de Ulceras en la piel, dermatitis y algunas infecciones
del tracto respiratorio, mientras que B. arborea es usada por los nativos como
un agente purgativo, vermifugo, carminativo, antiinflamatorio, queratolitico y
antitumoral [10]. Dentro de este género se reportan la presencia de diversas
benzo[c]fenantridinas ~ como:  sanguinarina,  quelirubina,  queleritrina,
dihidrosanguinarina, 9,10-desmetilen-7,8-dihidrosanguinarina, oxisanguinarina,
9,10-desmetilensaguinarina, dihidroqueleritrina y 6-O-metildihidroqueleritrina

(Figura 2) [11]. Una de las especies nativas de México es B. latisepala.
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Figura 2. Alcaloides benzo[c]fenantridinicos del género Bocconia.

1.2.2 Bocconia latisepala

B. latisepala, comunmente conocida como “llora sangre” es un arbusto que
puede medir de 2 a 3 metros de altura. Esta es una especie nativa del estado
de Nuevo Lebn, México y normalmente se encuentra sobre las faldas de la
Sierra Madre Oriental entre 400 y 800 msnm (Figura 3a). Watson la describi6
como una hierba anual que posee tallos quebradizos que alcanzan los 2 metros
de altura. Esta planta tiene las hojas grandes lobuladas de 15 a 35 cm de largo
y de 10 a 30 cm de ancho (Figura 3b). El fruto es una capsula de forma
elipsoidal lisa color roja y que mide 11-13 x 5-6 x 3-5 mm y contiene una semilla
elipsoidal de color negra con un extremo de color rojo, la cual presenta un
endospermo carnoso amarillento y mide 5.8-6.3 x 3-3.5 x 3.3-3.5 mm (Figura

3c) [12,13].
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Figura 3. B. latisepala: a) Distribucion geogréfica [14]. b) Hojas de B. latisepala; c) semillas de
B. latisepala.

1.3 Compuestos semisintéticos con actividad farmacoldgica.

Por aproximadamente 3.8 billones de anos, la madre naturaleza ha sido el
laboratorio productor de una inmensa biblioteca de agentes quimioterapéuticos
que han servido al ser humano para el tratamiento de diversas enfermedades.
Alrededor del 70% de las nuevas entidades quimicas han sido obtenidas a partir
de plantas, animales, derivados de productos naturales o miméticos de
productos naturales [15,16]. Por tanto, los productos naturales han servido de

inspiracion para la semisintesis o sintesis total de nuevos y mejores farmacos.

Distintas areas terapéuticas han sido beneficiadas con estos descubrimientos,
en especial las areas de Oncologia, Infectologia y Neurologia [17]. S6lo por

mencionar algunos ejemplos, en 2005 se lanzaron al mercado los antibi6ticos




semisintéticos de amplio espectro tigeciclina (derivado de tetraciclina) y
doripenem (derivado de  tienamicina). La metilnaltrexona, un derivado
semisintético de la naltrexona, sali6 al mercado en 2008 para el tratamiento de
estrefimiento causado por el uso de opioides analgésicos sin reducir sus
efectos. Los farmacos semisintéticos oncoldgicos temsirolimus y everolimus, los
cuales son derivados del sirolimus, salieron al mercado en 2007 y 2009,
respectivamente [18]. Por lo anterior, la busqueda de nuevas entidades
quimicas sigue siendo una gran area de oportunidad para lograr la obtencion de
nuevos farmacos que puedan ayudar a erradicar o controlar enfermedades
infecciosas, metabdlicas, neuroldgicas, inmunolbgicas, cardiacas Yy/u

oncoldgicas.

1.4 Cancer

El cancer es un término que se usa para enfermedades en las que células
anormales se dividen sin control y pueden invadir otros tejidos. Las células
cancerosas pueden diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema
sanguineo y por el sistema linfatico, proceso conocido como metastasis. La
metastasis es la primera causa de muerte por cancer [19-20]. Los tumores se
dividen en dos clases: benignos y malignos. La diferencia critica es su modo de
crecimiento. Los tumores benignos crecen por expansion, comprimen o
desplazan el tejido normal circundante, en tanto que los tumores malignos

crecen por infiltracion local y destruyen el tejido que invaden [21].
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El céncer se origina debido a alteraciones moleculares en el acido
desoxirribonucleico (ADN), lo que provoca una proliferacion celular
desenfrenada. La mayoria de estas alteraciones implican cambios en la
secuencia normal del ADN. Estos pueden originarse como consecuencia de
errores aleatorios de repeticion, exposicion a carcindégenos o defectos en los

procesos de reparacion de ADN [22].

1.4.1 Epidemiologia

De acuerdo con el proyecto GLOBOCAN 2012, la incidencia y la mortalidad del
cancer en 184 paises, incluido México, comprendié 14.1 millones de nuevos
casos y 8.2 millones de muertes [23]. Los datos del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) y de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) denotan una tendencia del cancer al alza, no sé6lo en la tasa de
incidencia nacional y mundial de nuevos casos sino también en la de
mortalidad, por lo que se proyecta que para 2025 habra mas de 20 millones de
casos de cancer [19, 24]. En México el cancer ocupé la tercera posicibn como
principal causa de muerte en 2012 y 2013, con 73,240 y 75,229 defunciones,

respectivamente [24].



1.4.2 Sintomatologia

Los signos y sintomas dependeran del tamario y la localizacién del cancer. Si
un cancer se propaga, los signos o sintomas pudieran aparecer en diferentes
partes del cuerpo. Entre los sintomas que se presentan podemos mencionar la
pérdida de peso, cansancio extremo, dolor, sangrado o0 secreciones inusuales,
cambios en la piel, endurecimiento o la presencia de una masa en alguna parte

del cuerpo [25].

1.4.3 Tratamiento

Los objetivos del tratamiento del céncer son curar o prolongar
considerablemente la vida de los pacientes, y garantizar la mejor calidad de

vida posible a quienes sobreviven a la enfermedad.

Existen varios tipos de tratamiento para el cancer. Esto depende del tipo de
cancer y del grado de diseminacion. Los tratamientos incluyen cirugia,
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia biol6gica, trasplante,

terapia fotodinamica, entre otros [20,26].

La quimioterapia es el tratamiento de primera opcién para muchos tipos de
cancer y casi siempre se usa como tratamiento sistémico. Diversos farmacos

anticancerigenos como paclitaxel, doxorrubicina y vinblastina han sido usados
8



clinicamente para tratar tumor de mama, pulmén, estbmago, prostata, colon,
pancreas y otros tumores solidos [27]. En la actualidad se usan mas de 100
medicamentos de quimioterapia, ya sea solos o en combinacion con otros

medicamentos o tratamientos [25].

Los agentes quimioterapéuticos de origen vegetal usados clinicamente para el
tratamiento de cancer pueden clasificarse estructuralmente en cuatro
principales grupos: los alcaloides de la vinca [vincristina (1), vinblastina (2)], los
lignanos derivados de la podofilotoxina (3), los diterpenoides de tipo taxano
[placlitaxel (4)] y los alcaloides quinolinicos derivados de la camptotecina (5)

(Figura 4) [28].

Figura 4. Agentes anticancerigenos de origen vegetal.



1.4.4 Mecanismo de accidn de los farmacos anticancerigenos

Tradicionalmente, los farmacos anticancerigenos estaban agrupados sélo en
tres grupos: quimioterapia, terapia hormonal e inmunoterapia. Sin embargo,
esta clasificacion no incluye a los nuevos farmacos que inhiben vias de
sefnalizacion u otros mecanismos de accién. El mecanismo de accién de los
farmacos anticancerigenos incluye atacar a la célula tumoral u otros elementos
involucrados en la carcinogénesis (endotelio, matriz extracelular, sistema
inmune, células del huésped) [29-30]. La diana puede ser localizada a nivel del
ADN, acido ribonucleico (ARN) o proteina, por lo que en este documento los

farmacos seran clasificados de acuerdo con el blanco terapéutico.

1.4.4.1 Farmacos que atacan directamente el ADN de células tumorales

Los farmacos que se encuentran en esta categoria actuan sobre el ADN ya sea
rompiendo las hélices, interfiriendo con las proteinas relacionadas con el ADN o

modificando la expresion de genes especificos.

1.4.4.1.1 Farmacos que afectan las hélices del ADN: agentes alquilantes

Los agentes alquilantes fueron los primeros compuestos que se usaron para el
tratamiento de céncer. Estos farmacos forman aductos entre las hebras del

ADN lo que ocasiona una alteracion en la estructura o funcién del mismo. Las

10



familias que corresponden a este tipo de farmacos incluyen las mostazas
nitrogenadas (mecloretamina, ciclofosfamida (1), clorambucil), etileniminas y
metilmelaminas (hexametilmelamina, tiotepa), alquilsulfonatos (busulfan (2)),
nitrosoureas (carmustina, lomustina, semustina, estreptozotocina), triazenos
(dacarbazina (3)), antibidticos (bleomicina, mitomicina (4)) y compuestos de

platino (cisplatino, carboplatino (5), oxaliplatino). Figura 5 [29, 31].

Figura 5. Agentes alquilantes

1.4.4.2 Inhibidores de proteinas relacionadas con el ADN.

La estructura del ADN y el proceso de replicacion y transcripcion depende de
algunas proteinas que han sido blancos terapéuticos de los agentes
anticancerigenos. Este grupo incluye a los inhibidores de topoisomerasas,
enzimas relacionadas con la sintesis del ADN, enzimas relacionadas con las

histonas y factores de transcripcion.
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1.4.4.2.1 Inhibidores de topoisomerasa

Las ADN topoisomerasas modulan la topologia del ADN por la modificacién de
la estructura terciaria de la doble hélice sin alterar las secuencias de
nucledtidos. La topoisomerasa tipo | genera fragmentos de hebras de ADN
transitorios, mientras que la topoisomerasa tipo Il produce rupturas de cadena
doble [32, 33] . Los farmacos que inhiben a la topoisomerasa tipo | son los
derivados de camptotecinas: topotecan e irinotecan. Los farmacos inhibidores
de la topoisomerasa tipo Il incluyen los derivados de podofilotoxina (etopdsido y
teniposido), antraciclinas naturales (doxorrubicina y sus anélogos epirubicina e

idarubicina) y sintéticas (mitoxantrona) (Figura 6) [30].

Etopdsido

H
OH 0 HN">N~"on

OH O HN__~ ~_OH
H

Idarubicina Mitoxantrona
Figura 6. Inhibidores de topoisomerasas
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1.4.4.2.2 Antimetabolitos

Los antimetabolitos interfieren con enzimas que contribuyen a la sintesis de
ADN. Este grupo incluye a los antifolatos (metrotexato, pemetrexed), inhibidores
de la timidilato sintasa (raltitrexed, floxuridina y 5-fluorouracilo), analogos de

pirimidinas (citarabina y gemcitabina) y analogos de adeninas (fludarabina,

pentostatina y cladribina, Figura 7) [30, 34].
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NH, 0
ﬁl A
HO N™ "0 HO N’J*o
o 0
HO
HO OH
citarabina

Floxuridina
Figura 7. Algunos antimetabolitos usados en la quimioterapia

1.4.4.2.3 Enzimas relacionadas con las histonas

Las histonas desacetilasas eliminan los grupos acetilos de los residuos de
lisinas que se encuentran en las colas de las histonas conduciendo a la

compactacion de la cromatina y la represion transcripcional. Estos farmacos son

13



muy promisorios debido a su baja toxicidad [35, 36]. Los farmacos actualmente
en el mercado con este mecanismo son: vorinostat, romidepsina, panobinostat y

belinostat (Figura 8) [37].
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Figura 8. Inhibidores de las histonas desacetilasas

1.4.4.2.4 Inhibidores de factores de transcripcion

Una alta proporcidn de los oncogenes y genes supresores de tumores codifican
los factores de transcripcidén, por lo que una activacion aberrante de estos
factores conduce a la expresion desregulada de genes asociados con el

desarrollo y progresion del tumor.

Existen cuatro familias de factores de transcripcion: el factor nuclear kB (NF-
kB), los transductores de senal y activadores de transcripcion (STAT), el factor

inducible de hipoxia-1 (HIF-1) y los co-activadores de los receptores de

14



esteroides. Los farmacos que inhiben algunos de estos factores de transcripcion

de manera directa o indirecta son el bortezomib y la trabectedina [30].

1.4.4.2.5 Genes especificos

Los farmacos representativos en este grupo son: los esteroides, antihormonas y
retinoides, los cuales modifican la expresidn de genes especificos. Las
hormonas esteroideas como los glucocorticoides (prednisolona vy
dexametasona), se unen al receptor de proteinas en el citoplasma o nucleo
para formar el complejo hormona-receptor. Este complejo tiene la capacidad de
activar secuencias regulatorias en el ADN. Los antiestrogenos (tamoxifeno y
fulvestrant) y antiandrégenos (flutamida y bicalutamida) bloquean los receptores
de los estrogenos y androgenos (Figura 9), respectivamente, los cuales son
factores de transcripcion regulados por ligandos situados en el nucleo. Los
agentes antiaromatasas (anastrozol, letrozol y exemestano) actuan en el
citoplasma de las células tumorales aunque también en los tejidos periféricos.
Los agonistas de LH-RH (Hormona liberadora de gonadotropina) se unen a un
receptor especifico de membrana unido a una proteina G en el hipotalamo. Los

farmacos usados son: goserelina, triptorelina y buserelina [30].
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Figura 9. Farmacos que modifican la expresion génica

1.4.4.3 Farmacos dirigidos a los receptores de membrana

Los farmacos que se unen a receptores de membrana se dividen en dos
grupos: los anticuerpos monoclonales y pequenas moléculas. Los anticuerpos
monoclonales bloquean el dominio extracelular del receptor. Ejemplo de estos
son los anti-CD20 (rituximab, ibritumomab-Il, tositumomab-I), los anti-CD52

(Alemtuzumab), anti-Her-2 (Trastuzumab) y los Anti-EGFR (cetuximab) [30].

Por otro lado, moléculas pequefas cruzan la membrana e inhiben el dominio
intracelular, por lo general una tirosina quinasa. Gefitinib, erlotinib, lapatinib y

certinib son los farmacos que componen este grupo (Figura 10) [30, 37].

16



F
L, ooy
oY HN cl O~ _N !
N O
o >
Gefitinib Erlotinib
N
B
\ /
H o\
(e N (0] HN
\\é/\/
N (@)
° Cl
Lapatinib F

Figura 10. Farmacos inhibidores de receptores de membrana

1.4.4.4 Farmacos dirigidos a las vias de sefalizacion intracelular

Existen diversas vias metabdlicas las cuales conducen las sefales de
proliferacidn al nucleo. Estas sefales son activadas por factores de crecimiento,
las cuales son blancos terapéuticos ideales. El farmaco mas conocido de este
grupo es el imatinib, el cual inhibe la tirosina quinasa de bcr/abl uniéndose a sus
aminoacidos y evitando la subsecuente fosforilacibn de sus sustratos[38].
Existen otros blancos terapéuticos como las proteinas Ras, las vias de

fosfatidilinositol, proteasoma y las quinasas dependientes de ciclina.

La proteina Ras estd involucrada en diversos procesos celulares como: la
apoptosis, la integridad del citoesqueleto, la proliferacién, diferenciacion,
adhesion y migracién celular. Sin embargo, su funcion se altera en los tumores

malignos, provocando un aumento en la capacidad de invasién y metastasis, y
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una disminucién de la apoptosis [39]. Esta proteina es activada por la farnesil
transferasa, por lo que los inhibidores de esta enzima, lonafarnib y tipifarnib,
actuan como falsos metabolitos de esta enzima deteniendo la cascada de

senalizacion [30].

La via de sefnalizacion de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K, por sus siglas en
inglés) esta involucrada en el proceso de crecimiento y supervivencia celular. La
PIBK activa a los segundos mensajeros (PIP2 y PIP3) conduciendo a la
activacion de la proteina Akt, la cual estd involucrada en procesos de motilidad
e invasion celular. La Akt activa proteinas como mTOR, la cual esta relacionada
con el crecimiento celular y la apoptosis, por lo que una activacion aberrante de
esta proteina conduce a un crecimiento celular descontrolado. Los farmacos
everolimus y temsirolimus son derivados de la rapamicina y son inhibidores de

la mTOr [40].

Por otro lado, la PI3K activa otras cinasas como la proteina cinasa C, la cual
activa al factor nuclear de cadenas kappa de las células beta (NF-kB), una
enzima que esta involucrada en la apoptosis. Sin embargo, la proteina cinasa C

puede ser inhibida por el macrélido briostatina [30].
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1.4.4.5 Farmacos que se unen a la tubulina

La tubulina es una proteina heterodimérica de 9 nm de longitud. Esta proteina
es la unidad principal de los microtubulos, los cuales estan involucrados en
mantener la forma de la célula, el transporte intracelular y la mitosis. Los
farmacos inhibidores de tubulina evitan que esta proteina forme los dimeros
necesarios para la formacion de los microtubulos, propiciando muerte celular.
Los alcaloides vincristina, vinblastina, vinflunina y vinorelbina son inhibidores de

la tubulina [41].

Por otro lado, los alcaloides de tipo taxano paclitaxel y docetaxel, favorecen la
polimerizacion y ensamblaje de los microtubulos, pero se unen a estos
impidiendo que el huso mitético se forme correctamente y que el proceso de

mitosis se efectue [34].

Las células cancerosas pueden presentar resistencia a paclitaxel y docetaxel,
por lo que las epotilonas pueden ser una opcién. Las epotilonas son macrélidos
que se unen a los microtubulos de una manera similar a los taxanos. La

ixabepilona es un ejemplo de este grupo [42,43].

1.4.4.6 Farmacos que actuan sobre el endotelio

Conocer los mecanismos de invasiéon y migracién de las células cancerosas a

nivel molecular ha permitido identificar nuevos objetivos para evitar y prevenir la
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diseminacion de los tumores. Estos incluyen los procesos de angiogénesis, la

matriz extracelular y el sistema inmune.

El proceso de angiogénesis (formacion de vasos sanguineos) es activado en las
células cancerosas cuando éstas presentan hipoxia y se inicia con la expresion
de proteinas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés) o algunas tirosinas quinasas. El VEGF estimula la proliferacién
y supervivencia de las células endoteliales. Farmacos como la aplidina,
enzastaurina[30], los derivados de talidomida [44] y el anticuerpo monoclonal

bevacizumab, son opciones para inhibir el VEGF [30].

Para que un tumor pueda invadir, este requiere de la migracién dependiente de
adhesidén de las células cancerosas en los tejidos circundantes, alterando genes
implicados en la sobrevivencia y proliferacién de la célula tumoral. Este proceso
puede ser detenido a nivel de las metaloproteinasas (MMPs, enzimas
dependientes de zinc responsables de la degradacién proteolitica de la matriz
extracelular), o de las moléculas de adhesidon como: las integrinas, caderinas,
selectinas y la familia de las IgG. Los compuestos sintéticos marimastat o
prinomastat, son ejemplos de inhibidores de las metaloproteinasas[30].
Diversos farmacos como cilengitida [45] y MK0429 [46] son inhibidores de

integrinas pero aun estan en fase Il y I, respectivamente.

Otra manera de inhibir las células endoteliales y tumorales es mediante la
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inhibicion de la superdxido dismutasa-1 la cual esta involucrada en la activacion
de factores de angiogénesis como VEGF, NF-kB, IL-6 e IL-8. El compuesto
ATN-224 es un promisorio inhibidor de la superoxido dismutasa y esta en
ensayos clinicos para el tratamiento de cancer de préstata, mama y otros tipos

de cancer [47,48].

A pesar de la cantidad de opciones terapéuticas existentes y de los estudios a
nivel celular del comportamiento de las células cancerosas, no se ha logrado
erradicar esta enfermedad. De ahi la importancia de que diversos grupos de
investigacién continten en la busqueda de nuevas y promisorias alternativas

con la finalidad de curar, controlar y/o prevenir esta enfermedad.
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 Funcionalizacion de enlaces C(sp®-H contiguos a nitrégeno

2.1.1 Generalidades

La sintesis de heterociclos que contienen nitrbgeno son de gran importancia
debido a sus propiedades bioldgicas y farmacéuticas [49-50]. Existen diversas
metodologias para la obtencién de este tipo de ciclos, sin embargo, las rutas
sintéticas suelen ser largas (mayor a 4 etapas), tediosas, de bajos rendimientos
y de limitada diversidad estructural [51]. Una de las maneras de mejorar la
preparacién e incrementar la diversidad estructural de productos naturales y
sintéticos es mediante la activacion y funcionalizacién de enlaces C-H contiguos
a un heteroatomo para la formacion de nuevos enlaces carbono-carbono o
carbono heterodtomo mediante el uso de catalizadores metalicos, oxidantes u

otros reactivos [52]. La directa funcionalizaciéon del carbono a al nitrégeno en
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tetrahidroisoquinolinas, indoles, piridinas [53], fenantridinas [54] y otras aminas
terciarias, se puede lograr mediante las reacciones de acoplamiento cruzado
deshidrogenativo (ACD). Las reacciones de ACD se definen como el
acoplamiento cruzado de dos enlaces C-H diferentes de pronucledfilos y
proelectréfilos evitando la preparacion preliminar de grupos funcionales y

logrando esquemas de sintesis mas cortos y eficientes [55].

2.1.2 Funcionalizacién del enlace C(sp®)-H en isoquinolinas

La funcionalizacion del carbono a al nitrégeno de aminas, en especial de
tetrahidroisoquinolinas (THIQs) ha sido estudiada en los ultimos afos debido a
que es una plataforma que se encuentra presente en diversos productos
naturales con propiedades biologicas y farmacolégicas relevantes. Diversas
metodologias han sido reportadas para lograr la funcionalizacién de THIQs.
Solo por mencionar algunas, en 2005 Li y cols. reportaron la funcionalizacién de
THQs con una variedad de indoles y malonatos, usando bromuro cuproso
(CuBr) como catalizador e hidroperoxido de tert-butilo (-BuOOH) como agente
oxidante, obteniéndose rendimientos de 49 a 85% [55,56]. Por otro lado, Yu y
cols. reportaron la funcionalizacién de THIQs con alquinos usando yoduro
cuproso (Cul) en tolueno a 50°C [57]. Wang y cols. funcionalizaron THQs con

olefinas, usando triflato de cobre Il (Cu(OTf)2) como catalizador y oxigeno (Oz
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molecular) como oxidante, en diclorometano (DCM) a temperatura ambiente,
obteniéndose rendimientos de 47 a 90% [58]. Prabhu y cols. reportaron la
funcionalizacién de THIQs con fosfitos, usando trioxido de manganeso (MnQOs) y
O, en excelentes rendimientos (86-95%) [59]. Yoon y cols. reportaron la
funcionalizacién de THIQs con aceptores de Michael por fotocatalisis, usando
catalizadores de iridio y rutenio y luz fluorescente compacta como fuente de
radiacion, en rendimientos superiores al 90% [60]. Prabhu y cols. reportaron la
funcionalizacién de THIQs con una gran diversidad de pronucledéfilos como los
malonatos, indoles [60], cumarinas, fosfitos, nitroalcanos, fenoles y nitrilos,
usando diyodo (l2) como catalizador y O, como oxidante en MeOH [61].
Considerando que la reaccion de ACD ha permitido incorporar nucledfilos
estructuralmente diversos en plataformas quimicas sencillas, resulta interesante
aplicar esta metodologia en la funcionalizacion de productos naturales o
farmacos para aumentar sus diversidades estructurales y/o para mejorar sus

propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.

2.2 Sintesis de analogos de alcaloides benzo[c]fenantridinicos

La modificacién estructural de productos naturales complejos es un reto
desafiante en sintesis organica. Desde un enfoque semisintético, la
modificacion de los grupos funcionales existentes en los productos naturales
puede generar analogos con mayor potencial farmacologico. Aunque este

enfoque conduce a una menor diversidad estructural, se han obtenido muchos
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derivados de productos naturales privilegiados con propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas mejoradas en comparacidén con los

compuestos originales [62].

Debido a un interés renovado en la actividad bioldégica de los compuestos
benzol[c]fenantridinicos, la sintesis de éstos resulta de gran importancia en la
quimica heterociclica. Diversos grupos de investigacion han sintetizado
derivados de alcaloides de tipo benzo[c]fenantridina. En 2005, Clement y cols.
[9] sintetizaron 31 derivados de 6-amino-11,12-dihidrobenzo[c]fenantridinas y 23
derivados de 6-amino-11,12-benzo[c]fenantridinas sustituidos en la posicién 11,

con grupos aromaticos, fenoles y halogenuros de arilo.

Por otro lado, Okada y cols. [63] sintetizaron alcaloides como queleritrina,
sanguinarina y un analogo del alcaloide corinolina, usando protopina y la o-
alocriptopina como precursores, metabolitos secundarios mayoritarios de B.
cordata. Cushman y cols. [64] reportaron la sintesis de un analogo del alcaloide
nitidina, aunado a la determinacion de sus propiedades anticancerigenas in
vitro e in vivo. Por otro lado, Bisagni y cols. [65] sintetizaron 10 analogos de
7,8,9,10-tetrahidrobenzo[c]|fenantridin-6(5H)-ona 'y sus correspondientes
benzofenantridinas  sustituidas en la posicion 6 con diferentes
(dimetilamino)alquilaminas y posteriormente se determinaron sus propiedades
anticancerigenas. LaVoie y cols. [66] sintetizaron siete benzo[ilfenantridinas
bioisosteros de nitidina y evaluaron su capacidad inhibitoria de topoisomerasa

tipo 'y Il. En 2013, Yu Yy cols. [67] reportaron la sintesis de 27 fenantridinas
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mediante una reaccién de multicomponentes usando un fotocatalizador de iridio
e irradiando con un diodo emisor de Luz (LED). Studer y cols. [68] reportaron la
sintesis de 20 derivados de fenantridinas en dos pasos de reaccién, uno de

ellos via radicales.

A pesar de la gran cantidad de alcaloides tipo benzofenantridina y analogos
sintetizados, se ha tenido poco progreso en la preparacion de compuestos con
sustituyentes en los carbonos contiguos al &tomo de nitrégeno[9]. Por tanto, en
el presente proyecto de investigacion se propuso la sintesis de varios analogos
de alcaloides benzofenantridinicos mediante la activacion y funcionalizacion de

los enlaces C-H contiguos al &tomo de nitrogeno.

2.3 Actividad anticancerigena de alcaloides benzofenantridinicos

Los alcaloides de tipo benzofenantridina han tomado gran importancia debido a
sus propiedades farmacolédgicas, en especial su actividad antimicrobiana y
anticancerigena. Por tal motivo, diversos grupos de investigacion han realizado
estudios sobre su actividad citotéxica y anticancerigena, aunado a la

determinacion de sus mecanismos de accion.

26



Ulrichova y cols. [69] reportaron que los alcaloides sanguinarina vy
dihidrosanguinarina presentan actividad antileucémica in vitro a una
concentracion inhibitoria media (Clsp) de 9 y 20 uM, respectivamente. Ademas
mencionan que la dihidrosanguinarina activa la caspasa 3 y 9 mientras que la
sanguinarina activa las caspasas 3, 8 y 9. El mecanismo por el cual inducen la
muerte celular es dosis-dependiente, es decir, sanguinarina induce la muerte
celular por apoptosis a una concentracion de 0.5 pM y necrosis a una
concentracion de 1-4 uM, mientras que la dihidrosanguinarina induce necrosis a
una concentracion de 5 uM y apoptosis a 10 uM [69]. Por otro lado, Hecht y
cols. [70] reportaron que la nitidina e isofagaridina inhiben la topoisomerasa | a
55 uM, lo que en comparacion con el control positivo camptotecina (167 uM),
los hace buenos candidatos como inhibidores de topoisomerasa |. En 2008,
Ulrichova y cols. [71] reportaron la actividad citotoxica de queleritrina y
dihidroqueleritrina frente a células de leucemia humana (HL-60) y llegaron a la
conclusion de que estos alcaloides disminuyen la viabilidad celular debido a la
activacién de diversos eventos apoptdticos como la activacion de la caspasa 9y
3. Ademas, la actividad de la caspasa 8 es elevada cuando la célula leucémica
esta en contacto con sanguinarina. Los autores reportaron que ademas de
inducir apoptosis, estos alcaloides inducen necrosis y provocan la acumulacion
de las células leucémicas en la fase G1 del ciclo celular afectando la
distribucién celular. Quin y Deng reportaron el aislamiento de nuevos alcaloides
dihidrobenzofenantridinicos conocidos como maclekarpina A-E (3 analogos de
dihidrosanguinarina y 2 analogos de dihidroqueleritrina) obtenidos a partir de

Macleaya microcarpa y determinaron actividad anticancerigena frente a 5
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lineas celulares cancerosas (colon, higado, estbmago, ovario y pulmén). Ellos
observaron que 4 de los nuevos alcaloides mostraron una actividad citotoxica
menor a 5 uM frente a algunas lineas celulares lo cual es comparable con los
valores mostrados por el control positivo camptotecina [72]. Symanek y cols.
realizaron estudios sobre la hepatotoxicidad de sanguinarina y queleritrina en
células de hepatocitos humanos y porcinos debido a que dos extractos
(sanguiritrina y sanguinaria) se encuentran a la venta en China y Rusia para el
tratamiento de enfermedades musculares y se usan como antimicrobiano y
antiplaquetario en Rusia. Ellos realizaron un estudio en ratones y reportaron
que estos compuestos son tdxicos a dosis altas, por lo que se recomienda el
uso de estos extractos en dosis moderadas. Después de realizar estudios para
conocer la causa de la toxicidad de estos alcaloides, llegaron a la conclusién
que es debido a la union de los grupos tiol (SH) de las proteinas al grupo iminio
de los alcaloides [6]. Barthomeuf y cols. [73] reportaron que la sanguinarina
causa muerte celular debido a una respuesta rapida apoptética inducida por su
union con el glutation, un antioxidante encargado de neutralizar las especies
reactivas de oxigeno (EROs). Al disminuir la cantidad de glutatién reducida
(GSH), se rompe el equilibrio oxido-reduccién conduciendo a estrés oxidativo
celular y propiciando que la célula inicie el proceso de apoptosis por la
activacién de las caspasas. En 2013, Choi y cols. [74] reportaron la actividad
citotoxica de sanguinarina en células cancerosas de colon (HCT-116) y el
mecanismo por el cual lo induce es por una sobreproduccion de EROs vy
consecuente activacion de la expresién de la proteina Egr-1 (Early Grown

Response-1), la cual suprime el tumor después de un dano celular. Ademas, las
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EROs pueden danar la membrana mitocondrial ocasionando la activacion de las
caspasas. Por lo tanto, los autores sugieren que la sanguinarina genera las
EROs que se situan hacia una secuencia de material genético involucrado en la
activacion de senalizacion de Egr-1 y otras moléculas activadoras de apoptosis
en células HCT-116. Trentesaux y cols. reportaron el efecto citotoxico que tiene
el alcaloide fagaronina sobre la linea celular eritroleucémica (K562)
caracterizada por tener células inmaduras que proliferan y se acumulan
rapidamente. Ellos reportaron que la fagaronina favorece la diferenciacidon
(maduracién) celular uniéndose a regiones especificas de eritrocitos, por lo que
al aumentar la diferenciacion celular pierden su capacidad de proliferacion y no
se observa citotoxicidad aguda en las células ya diferenciadas. La fagaronina
puede ser una opcion coadyuvante en la quimioterapia convencional para el

tratamiento de leucemias eritroides [75].

A pesar de que existen reportes sobre los mecanismos de accion por el cual
algunos  alcaloides  benzofenantridinicos  presentan  su  actividad
anticancerigena, su uso esta limitado debido a su alta unién a proteinas y al
ADN lo que conlleva a mayor toxicidad y menor selectividad hacia las células
cancerosas [76]. Por tal motivo, es importante disefar nuevos analogos de
estos alcaloides que presenten selectividad y mayor toxicidad hacia las células

cancerosas.
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2.4 Apoptosis

La apoptosis se define como una muerte programada intracelular, en el que un
programa de "suicidio" se activa dentro de la célula, lo que lleva a la
fragmentacion del ADN, el encogimiento del citoplasma, los cambios de la
membrana y la muerte celular. Al alterarse la superficie de la célula, ésta célula
es reconocida por una célula vecina (la cual aprovecha los componentes
organicos como energia) o por un macréfago para ser fagocitada antes de que
ocurra una fuga de su contenido y asi evitar la activacidn del proceso

inflamatorio (Figura 11) [77, 78].

Este proceso ocurre normalmente como un proceso homeostatico para el
mantenimiento de las células en diversos tejidos y como un mecanismo de
defensa cuando la célula es danada por el sistema inmune, agentes nocivos

(radiacién, farmacos) y patdégenos [79].

30



Células inician Formacion de

apoptosis vesict{las
7 .‘ -
Al @ ~ "/ 4 éc
@ > 2
Condensacion
del nixleo

\/ ' _«Q\ ? Lot Desprendimiento
> = del citoplasma y
' 2

nucleo {cuerpos

Fagocitosis apoptoticos)

Figura 11. Proceso de apoptosis [80].

2.4.1 Mecanismos de apoptosis

La maquinaria apoptética se divide en dos clases de componentes: sensores y
efectores. Los sensores monitorean las condiciones ambientales intra- y
extracelular y esas sefales influiran en la supervivencia o muerte celular.
Ejemplo de estos sensores ligando/receptor incluyen: IGF-1/IGF-1R y IL-3/IL-
3R; mientras que, los sensores que favorecen la muerte celular ligando/receptor
incluyen: FAR/FASr y THFa-TNF-R1. Los sensores intracelulares detectan
anormalidades en la células como: dafo al ADN, desbalance en la senalizacién

ocasionando activacion de oncogenes, factores de crecimiento insuficientes e

hipoxia [81, 82].
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La cadena apoptotica es controlada por proteinas reguladores de la familia Bcl-
2 donde se incluyen las proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1,
A1), las cuales actuan suprimiendo las proteinas pro-apoptéticas (Bad y Bax)
que se encuentran incrustadas en la membrana mitocondrial y que
desencadenan la apoptosis [83]. Cuando Bax y Bad se liberan de la
membrana, provocan una alteracién en la mitocondria causando la liberacion
del citocromo C al citosol que, al unirse con el factor activador de proteasa
(FAP-1) forma un apoptosoma que finalmente se unird a la procaspasa 9,
activandose la cascada de las caspasas [78]. Las caspasas son un grupo de
cistein-proteasas inactivas, que son activadas al escindir sus sustratos
manteniendo su residuo aspartico e iniciando diversos procesos proteoliticos

hasta lograr la muerte celular [84].

El proceso de apoptosis en células cancerosas esta afectada de tal manera que
evitan que estas células mueran, por lo cual es importante buscar farmacos que
activen este proceso en las células tumorales para la supervivencia del

paciente.
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2.5 Topoisomerasas

Las topoisomerasas son una familia de enzimas nucleares que regulan la
geometria tridimensional del ADN favoreciendo los procesos metabdlicos
relacionados con la separacion de las cadenas de ADN como la transcripcion,
reparacion y replicacion [32]. Estds enzimas se clasifican de acuerdo a la
cantidad de hebras que pueden cortar y ligar: la enzima monomeérica tipo |
(topo I) cataliza la formacién de fragmentos en una cadena de ADN de doble
hélice sin requerimientos de energia, mientras que la enzima dimérica tipo Il
(topo II) escinden ambas hebras del ADN de doble hélice en forma dependiente
de ATP [33]. Algunos alcaloides isoquinolinicos naturales [70] y sintéticos
[66],[85] han demostrado que inhiben a la Topo |, por lo que el presente trabajo

de investigacion se enfoco en la inhibicion de la Topo |.

2.5.1 Topoisomerasa | (Topo 1)

La Topoisomerasa de tipo | (Topo I) rompe de manera transitoria una de
las cadenas de la doble hélice del ADN permitiendo la relajaciéon del ADN
superenrrollado y al mismo tiempo unir el mismo enlace que fue hidrolizado

anteriormente a su cadena origen [86].
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El mecanismo catalitico de la Topo | implica un ataque nucleofilico por el grupo
OH del sitio activo de la tirosina (Tyr723 en Topol humano) al grupo fosfato del
extremo 3’ de la hebra de corte, lo que resulta en la hidrolisis del enlace
fosfodiéster del ADN y la formacidén de un complejo covalente ADN binario-Topo
| (complejo escindible). Después de la escision, la cadena de ADN rota puede
girar alrededor de la cadena ininterrumpida y retirar el ADN superenrrollado

para su posterior ligacién (Figura 12) [87].
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Figura 12. Mecanismo catalitico de la topoisomerasa | [87].

2.5.2 Inhibicién de la Topo |

Los inhibidores de la topoisomerasa | actian como inhibidores interfaciales
debido a que no inhiben el sitio catalitico, si no que capturan el complejo de
escisiéon Topo I-ADN evitando que la Topo | realice el proceso de ligacion
(Figura 13) [88]. Al bloquearse el proceso de ligacion en el ciclo celular, se
generan fragmentos de cadena simple de ADN que dafan la integridad del
genoma. El aumento de estos fragmentos activan los procesos de apoptosis

conduciendo a la muerte celular [85].
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Figura 13. Mecanismo de accion de inhibidores de Topo-I [85].

Actualmente, los derivados de camptotecina (irinotecan y topotecan, belotecan)
representan la unica clase de inhibidores topo | que se prescriben para el
tratamiento de céncer ovarico, pulmonar y colorrectal [89]. Sin embargo, la
inestabilidad quimica de las camptotecinas debido a la hidrélisis de la lactona
en el torrente sanguineo, el corto tiempo que se mantiene atrapado el complejo
de escision, la toxicidad de éstas al presentarse efectos adversos como diarrea
y neutropenia, y la resistencia que presentan las células cancerosas que
sobreexpresan las bombas de expulsion de farmacos son algunas de las
limitaciones que presentan las camptotecinas [87]. Por tanto, se continda la
busqueda de nuevas entidades quimicas que inhiban a la Topo | de forma mas

efectiva y menos téxica para el paciente.
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2.6 Mecanismo de resistencia de las células cancerosas hacia los
farmacos

El tratamiento de diversos canceres ha sido cada vez mas especifico hacia las
dianas moleculares gracias a los estudios de los oncogenes y los genes
supresores de tumores que estan relacionados con el desarrollo de los
canceres, lo que ha incrementado la efectividad de la quimioterapia
anticancerigena. Sin embargo, existen otros factores que impiden que los
farmacos anticancerigenos cumplan su objetivo. Estos factores involucran al

huésped y al comportamiento de las células cancerosas [90].

2. 6. 1. Factores que involucran al huésped

Los factores que involucran al huésped en la resistencia que presentan las

células cancerosas a la terapia anticancerigena incluyen:

e Factores farmacocinéticos

Estos incluyen mala absorcion del farmaco, metabolismo o excrecion rapida del

farmaco y la edad del paciente, en especial las personas de edad avanzada que

no toleran las dosis usadas para el tratamiento por lo que es necesario
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disminuir la dosis de administracién conduciendo a que no se alcancen los

niveles séricos 6ptimos del farmaco [90].

e Factores tumor-farmaco

Otro factor es la incapacidad para administrar un farmaco al sitio de un tumor,
como podria ocurrir con tumores voluminosos o con agentes bioldgicos de alto
peso molecular y baja penetracién en el tejido, tales como los anticuerpos

monoclonales y las inmunotoxinas [90].

2.6.2 Factores relacionados con las células cancerosas

2.6.2.1 Factores tumor-huésped

En este rubro se incluye el metabolismo local de un farmaco por células no

tumorales, las caracteristicas inusuales del suministro de sangre del tumor que

pueden afectar al tiempo de transito de drogas dentro de los tumores y la forma

en la que las células cancerosas interactuan entre si y con las células

intersticiales del huésped [89].
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2.6.2.2 Mecanismos de resistencia a farmacos

Existen varios mecanismos por el cual las células cancerosas se vuelven
resistentes a los farmacos. Algunos de los mecanismos son: la pérdida del
receptor en la superficie celular, la pérdida del transportador del farmaco,
alteracion por mutacion de una diana especifica del farmaco. Cuando se
observa que un tumor especifico presenta cierta resistencia a una clase de
farmacos, ese tumor puede ser tratado mediante el uso de farmacos con
diferente mecanismo de accidén para atacar en varias dianas terapéuticas. Sin
embargo, si estas células presentan de manera simultanea resistencia a varios
farmacos, se promueve la resistencia multifarmaco, se disminuye la
acumulacion intracelular del farmaco por una baja recaptacién, se aumenta la
expulsion de farmaco o se afecta la membrana lipidica. Estos cambios bloquean
la apoptosis (mecanismo de accién de diversos farmacos), activan mecanismos
de destoxificacién de farmacos y de reparacion de ADN vy alteran el ciclo celular
en puntos de control que hacen que las células cancerosas resistan a los
farmacos anticancerigenos [90]. Por tanto, la resistencia a multiples farmacos
es el mecanismo principal por el cual las células cancerosas desarrollan

resistencia a la quimioterapia.

La resistencia de las células cancerosas a la terapia se ha relacionado con al
menos tres bombas de expulsién de farmacos: la glicoproteina-P (P-gpo/MDR-1),

la proteina asociada a la resistencia a mdultiples farmacos (MRP-1) y una
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proteina que se expresa exclusivamente en la linea de carcinoma mamario

(BCRP) y en algunas leucemias [91].

2.5.2.2.1 Glicoproteina-P (gp-P)

La glicoproteina-P (gp-P) es una fosfoglicoproteina de 170 kDa que esta
constituida por dos regiones transmembranales y dos casetes de unidén a
trifosfato de adenosina (ATP), cada uno de los cuales contienen 6 dominios
transmembranales. Esta glicoproteina es una bomba transportadora de
farmacos que se activa cuando su gen MDR1/ABCB1 (multidrug resistent 1) se
expresa y estd implicada en el flujo de salida de farmacos, nutrientes y otras
moléculas bioldgicamente importantes dentro, fuera y a través de las

membranas celulares [92].

La gp-P es capaz de detectar y unirse a productos naturales hidréfobos neutros
y cationicos a medida que van entrando en la membrana plasmatica. Al existir el
complejo gp-P-farmaco se activa uno de los dominios unidos a ATP, lo que
conduce a su hidrdélisis del dominio, ocasionando un cambio en la forma de la
gp-P y promoviendo la liberacién del farmaco al espacio extracelular [90,91].

Diversos estudios han encontrado que la gp-P se expresa ampliamente en
canceres del tracto gastrointestinal, canceres del sistema hematopoyético,
canceres del sistema genitourinario y canceres infantiles. La mayoria de los

productos naturales utilizados en la terapia anticancerigena como la
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doxorrubicina, daunorrubicina, vinblastina, vincristina, paclitaxel, etopésido, ya
no son efectivos frente a las células que expresan la proteina gp-P [92].

2.5.2.2.2 Proteina 1 asociada a la resistencia a multiples farmacos (MRP-1)

La MRP-1 es una proteina de 190 kDa que pertenece a los trasportadores
dependientes de ATP (casete ABC) y fue descubierta en células de cancer de
pulméon que no expresan la gp-P. El gen que expresa esta proteina es la
ABCCI. Este transportador se une a productos naturales y farmacos anidnicos o
a farmacos que han sido modificados por el glutation o por reacciones de
conjugacioén, glucosilacion y glucoronilacion. Se han realizado estudios en
donde demuestran que paclitaxel, las antraciclinas y los alcaloides de la vinca

también se unen a la MRP-1 [93].

2.5.2.2.3 Proteina de resistencia en carcinoma mamario (BCRP)

La proteina de resistencia en cancer de mama (BCRP) que pesa 75 kDa fue
aislada de una linea celular de cancer de mama resistente a verapamil (un
inhibidor de la gp-P) y a doxorrubicina. Esta proteina transportadora es otra
bomba de expulsidbn que pertenece a otra familia del casete de proteinas de
unién a ATP (familia G) y el gen que la expresa es el ABCG2. Algunos estudios
mencionan que la BCRP se encuentra en células primitivas preferentemente en
la médula ésea teniendo como funcién proteger a la célula de xenobidticos. Se

ha reportado que las células de cancer que expresan esta proteina son
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resistentes a mitoxantrona, topotecan, metotrexato, doxorrubicina, verapamil y

otros agentes xenobibticos [94].

La resistencia que han desarrollado las células cancerosas a multiples familias
de farmacos anticancerigenos se ha incrementado en los ultimos afnos. Por
tanto, la busqueda de novedosas plataformas que reviertan esta resistencia

sigue siendo prioridad en el area de la salud a nivel mundial.

41



CAPITULO 3

JUSTIFICACION, HIPOTESIS y OBJETIVOS

3.1 Justificacién del proyecto

Como ya se mencioné anteriormente, el cancer es una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, nacional y estatal. A pesar de los farmacos
existentes para el tratamiento del cancer, la quimioterapia no ha sido exitosa
contra el cancer debido a la resistencia que han desarrollado las células
malignas a multiples farmacos y la falta de selectividad de los mismos por las

células cancerosas.

Por tanto, la busqueda de nuevas entidades quimicas con actividad
anticancerigena puede ofrecer una opcién para revertir esta problematica. Asi,
en este proyecto de investigacion se propuso la obtencién de analogos
sintéticos y semisintéticos de alcaloides benzo[c]fenantridinicos mediante la
activacion y funcionalizacion del enlace C-H contiguo al nitrégeno, asi como

determinar sus propiedades citotdéxicas y el mecanismo de accion.
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3.2 Hipotesis

Las 5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas semisintéticas y sintéticas C(6)-

funcionalizadas poseen mayor actividad citotéxica que la doxorrubicina.

3.3 Objetivo General

Sintetizar, caracterizar, determinar la actividad citotoxica y el mecanismo de

accién de las 5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-funcionalizadas.

3.4 Objetivos Especificos

1. Colectar semillas de Bocconia latisepala.

2. Purificar dihidrosanguinarina (DHS) y dihidroqueleritrina (DHQ) a partir
del extracto metandlico de las semillas.

3. Sintetizar N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (DHB) y realizar
reacciones de funcionalizacién del enlace C(sp®)—H bencilico

4. Realizar modificaciones semisintéticas a dihidrosanguinarina (DHS) y
dihidroqueleritrina (DHQ) mediante la funcionalizacién del enlace C(sp°®)-
H bencilico.

5. Caracterizar las 5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas semisintéticas vy
sintéticas C(6)-funcionalizadas por técnicas espectroscépicas vy

espectrométricas.
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6. Evaluar la actividad citotéxica de las 5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas
funcionalizadas frente a tres lineas celulares de canceres humanos y una
linea celular normal.

7. Determinar el mecanismo de accion de los compuestos mas citotoxicos.
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CAPITULO 4
PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Ubicacion de los departamentos involucrados en este proyecto

La parte experimental de este proyecto fue realizada en diversas instituciones:

La obtencién de los alcaloides naturales, la preparacién de los derivados
semisintéticos y la re-obtencion de los compuestos sintéticos se realizaron en el
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales ubicado en la Division de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

La sintesis de la plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina y sus
derivados se realizaron en el Laboratorio de Sintesis Organica 2-3 ubicado en el

Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autébnoma de México.
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La determinacién de la actividad citotéxica de los compuestos fue realizada en
el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos del Instituto de Quimica de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

La determinacién del mecanismo de accion se realizo en el Instituto Nacional de

Cancerologia ubicado en la Ciudad de México

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Aislamiento y purificacidon de compuestos por cromatografia

Para la realizacién de cromatografias en columna se utilizé gel de silice (SiO,,
marca EMD Chemicals Inc.) como fase estacionaria, con tamafno de particula
de 0.040-0.063 mm (230-400 mesh). Los disolventes utilizados fueron hexano
(Hex), acetato de etilo (AcOEt), diclorometano (DCM), cloroformo (CHClI3),

metanol (MeOH) y acetona.

Para la realizacibn de cromatografia en capa fina (CCF) preparativa se
utilizaron cromatofolios marca Fluka analytical DC-Alufolien-Kiesegel de un
grosor de 0.2 mm con indicador fluorescente UVassnm. Como reveladores se

usaron una lampara de UV marca Spectroline (A 254 y 365 nm), solucion de
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sulfato cérico amoniacal, solucién de vainillina y solucion de acido

fosfomolibdico.

Para eliminar disolvente de las muestras se utilizd el evaporador rotativo marca

Yamato modelo BM500 y Polyscience modelo 9100.

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

Las reacciones de funcionalizacion de los compuestos 1, 2 y 3 se llevaron a
cabo en presencia de bromuro cuproso (CuBr) y 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona (DDQ) o aire en acetonitrilo (CH3CN) y/o tolueno. Los nucledfilos
usados para la funcionalizacién de las N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas
naturales y sintéticas fueron: malonato de etilo, malonato de dimetilo, indol, 2-
metilindol, pirrol, fosfito de dibutilo, fosfito de dietilo, nitrometano, nitroetano,
nitropropano, acetofenona, acetoacetato de etilo, cianuro de trimetilsilano, acido

de Meldrum, fenilacetileno y el 4-(2-propin-1-iloxi)benzaldehido.
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4.2.3. Sintesis de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina.

Para la sintesis de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3) se usaron: a)
cianoborohidruro de sodio (NaBHs;CN), cloruro de indio(lll) (InCls), 2-
bromobenzaldehido y 1-naftilamina para la aminacion reductiva; b) yodometano
(CHgl) e hidruro de sodio (NaH) en tetrahidrofurano (THF) para la metilacion; c)
acetato de paladio(ll) (Pd(OAc).), trifluoroborato de triciclohexilfosfina
(PCys-HBF4), carbonato de cesio (Cs>.CO3) en dimetilacetamida (DMA) para la

ciclacién intramolecular de Heck.

4.2.4 Elucidacion estructural de los compuestos obtenidos

Los puntos de fusidén de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-
Johns. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H) de los
compuestos se obtuvieron en los instrumentos Varian Unit (300 MHz) y Bruker
AVANCE (300 MHz) usando cloroformo deuterado (CDCIs) como disolvente y
tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los desplazamientos quimicos
(6) se reportaron en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento
(J) se reportaron en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefnales fue descrita como
singulete (s), doblete (d), triplete (1), cuarteto (q), multiplete (m), doblete de
dobletes (dd), doblete de tripletes (dt). Los espectros de Resonancia Magnética

Nuclear de "*C (RMN '3C) fueron obtenidos en un espectrémetro de RMN a 75
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MHz usando CDCI; como disolvente (sefal residual de CHCI; en 77.0 ppm);
mientras que, los desplazamientos quimicos (6) se dan en ppm. Los espectros
de Infrarrojo fueron obtenidos en un espectrofotdmetro Bruker Tensor 27 y las
absorciones son reportadas en nimero de onda (v, cm™). Las Espectrometrias
de Masas de baja y alta resolucién (EMBR y EMAR) fueron realizadas en un

espectrometro JEOL JMS-AX505HA.

4.2.5 Determinacion de la actividad citotoxica
4.2.5.1 Rastreo de actividad citotoxica de los compuestos

4.2.5.1.1 Preparacion de la linea celular

Las lineas celulares que se utilizaron en este proyecto pertenecen al panel del
NCI (National Cancer Institute), las cuales fueron adaptadas al medio de cultivo
RPMI-1640 adicionado con suero fetal bovino (10%), una mezcla de

antibiéticos-antimicéticos al 10% y 2 mM de glutamina en cajas petri.

Las lineas celulares fueron adheridas a las cajas Petri para su crecimiento y
después de 24-48 horas de incubacion, se adicioné 1 mL de 0.05% de tripsina-
EDTA para desprenderlas de las caja petri. Enseguida del desprendimiento de
las células, se adicionaron de 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la

tripsina. Las células en suspensiéon fueron depositadas en tubos cdnicos y
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centrifugadas por 3 minutos (min.) para obtener el paquete celular que seria
resuspendido en medio de cultivo. A partir de esta suspension, se tomé6 una
alicuota y se agreg6 azul de tripano, para el conteo de la poblacion de células
viables y ajustar la densidad del inoculo. Determinando el numero de células
por mL (5000-10000, dependiendo de la linea celular), se hicieron los ajustes
necesarios para depositar el inoculo en un volumen de 100 plL/pozo a la
densidad correspondiente a cada linea celular. Cada placa fue inoculada con la
linea celular por triplicado y fue preincubada por 24 horas (hrs.) a 37 °C con una
atmésfera de 5% de CO, y 100% de humedad relativa, para favorecer la

estabilidad de éstos antes de adicionar las sustancias a probar.

4.2.5.1.2. Rastreo de Actividad citotoxica a 50 uM.

Para un rastreo primario de actividad citotéxica de un compuesto puro, se probé
la concentracion mas alta permitida (50 pM). Todas las fueron solubilizadas en
dimetilsulféxido (DMSO) o agua 100 veces mas concentradas que la
concentracion a probar. Después de la preparacion de las muestras en solucién
y en el caso de realizar curvas concentracion-respuesta (5 diluciones se
prueban) se agregaron 100 pL, siendo el volumen final del pozo de 200 pL.
Nuevamente la microplaca fue incubada por 48 hrs. bajo las condiciones antes
mencionadas. Al finalizar el periodo de incubacidén de los compuestos con las
células, éstas fueron precipitadas (o fijadas) in situ anadiendo 50 pL de una

solucién de &cido tricloroacético (TCA) frio al 50% e incubadas a 4°C por 60
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min. Se desecho el sobrenadante y las placas fueron lavadas 5 veces con agua
desionizada y secadas al ambiente. El tefido de las células fijadas al sustrato
del pozo se realiz6 con 100 puL de una solucion al 0.4% de sulforrodamina B
(SRB) y se incub6 por 30 min. a temperatura ambiente. La SRB no unida se
removid por 3 lavados con acido acético al 1% y se dejé secar al ambiente. A
las placas tefiidas se les agregaron 100 pL de un buffer de base tris y se
agitaron por 10 min. para favorecer la disolucion del complejo; a continuacion se
midi6é la densidad dptica (DO) en un lector de microplacas (Synergy/BioteK) a
una longitud de onda de 515 nm. Los datos se procesaron obteniendo el
promedio de la DO de los 3 pozos/linea tratados con el compuesto (DOt), los 3
pozos tratados con DMSO (DOc) y los 2 pozos testigos (aquellos que tienen
compuesto y no tienen células, DOD). El porcentaje de inhibiciéon del crecimiento

(%IC) se calculd con la siguiente expresién:

%IC = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb)*100

4.3 Determinacion del mecanismo de accion

4.3.1 Apoptosis

El mecanismo de accion de los compuestos mas promisorios se determind
mediante la deteccion de apoptosis usando el ensayo de Anexina V en las

células de carcinoma prostatico (PC-3).
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Las células fueron cultivadas en el medio DMEM-F12 suplementado con 10%
de suero fetal bovino. Posteriormente, las células fueron colectadas y
centrifugadas por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
descartd y las células fueron resuspendidas a una concentraciéon de 1X10°
células/mL en medio de cultivo, se sembraron 1.5 x10° células en cada caja de
75 mL y se incubaron por 24 horas. Posteriormente, se prepard una solucion
stock del compuesto a evaluar a 10 mM en DMSO vy se diluyé en 10 mL de
medio de cultivo a una concentracion final de 5 yM. A las muestras no tratadas
se les adicionaron una concentracién equivalente de DMSO para usarse como
control. Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO, en aire por 48 horas.
Después, se colectd el medio de las cajas en un tubo cénico se agregaron 5 mL
de la solucién de tripsina y se incubd por 5 minutos. La solucion de tripsina se
recuperd y se reunié con el medio colectado anteriormente. Las células se
centrifugaron por 5 min. y se descarté el sobrenadante. El pellet obtenido de
células fue resuspendido en 250 uL de bufer (proveniente del kit de Anexina),
se tomaron 100 uL del stock y se transfirieron a un tubo para citometria de flujo.
Se agregaron 3 uL de FITC-Anexina y 3 uL de yoduro de propidio y las
muestras se agitaron gentilmente y se incubaron por 15 min a temperatura
ambiente en la oscuridad. Finalmente se agregaron 400 uL del bdfer
(proveniente del kit de Anexina) y los tubos se mantuvieron en hielo hasta la
lectura de las muestras en el citbmetro de flujo. Las muestras deben de ser

leidas antes de cumplir 1 hora de estar en contacto con los fluoréforos.
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4.3.2 Inhibicién de la topoisomerasa |

La determinacion de inhibicién de topoisomerasa | se realiz6 de acuerdo con lo
reportado por Nguyen y cols. [85]. Aproximadamente 2 nM sustrato de ADN
radiomarcado se incubd con Top1 recombinante en 20 pyL de tampdn de
reaccion a temperatura ambiente durante 20 min en presencia de varias
concentraciones de compuestos. Las reacciones se terminaron mediante la
adicion de dodecil sulfato de sodio (SDS, por sus siglas en ingles) a una
concentracion final del 0.5%, seguido de la adicion de dos volumenes de
colorante de carga [80% de formamida, hidréxido de sodio 10 mM, &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, por sus siglas en inglés) 1 mM, 0.1% cianol
de xileno, y 0.1% de azul de bromofenol]. Las alicuotas de cada mezcla de
reaccion se sometieron a una electroforesis en gel de poliacrilamida (EGPA)
desnaturalizante 20%. Los geles se secaron y se visualizaron usando un

Phosphorimager y software ImageQuant.

4.4 Disposicion de residuos

La disposicién de residuos de la parte fitoquimica y semisintética del proyecto
se realiz6 de acuerdo a las normas establecidas por el departamento de manejo

y control de residuos de la Facultad de Ciencias Quimicas-UANL.
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La disposicién de los residuos de la parte sintética y de la actividad citotoxica
del proyecto se realizé en base a las normas establecidas por el departamento

de manejo y control de residuos del Instituto de Quimica-UNAM.

La disposicion de los residuos generados para la determinaciéon del mecanismo
de accién de los compuestos obtenidos en el proyecto se realizd en base a las
normas establecidas por el departamento de manejo y control de residuos del

Instituto Nacional de Cancerologia y del National Cancer Institute.

4.5 Obtencion de los alcaloides dihidrobenzo[c]fenantridinicos

4.5.1 Material vegetal

Las semillas usadas para el aislamiento de los alcaloides naturales se
obtuvieron a partir de la especie B. latisepala, la cual es nativa del estado de

Nuevo Ledn.

4.5.2 Colecta de semillas de B. latisepala

Las semillas de B. latisepala fueron colectadas en los municipios de San Pedro

Garza Garcia y Monterrey, localizados en el estado de Nuevo Ledn. La primera
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y tercera colecta se realizé el 4 de Agosto de 2013 y el 9 de Agosto de 2015 en
San Pedro Garza Garcia. La especie fue localizada en una zona pedrera
ubicada en la zona montafosa de San Pedro a una altitud de 1500 msnm. La
segunda colecta se realizd el 17 de Agosto de 2013 en Monterrey (La
Estanzuela) a la orilla del rio en una zona pedrera.Un ejemplar de la planta fue
identificado por la Dra. Marcela Gonzalez Alvarez y se encuentra depositado en
el Herbario UNL de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn con numeros de folio 26666, 26667 y 26668. Se
obtuvieron 1.7 Kg de semillas durante la colecta de 2013 y 1.2 Kg de semillas

durante la colecta de 2015.

4.5.3 Preparacion del extracto metandlico a partir de las semillas de Bocconia

latisepala.

El extracto organico se obtuvo a partir de 1.7 Kg y 1.2 Kg de semillas. Para ello,
las semillas fueron molidas con una licuadora hasta la obtencién de un polvo, el
cual se sometié a maceraciéon con 4 L de metanol por 48 hrs. Posteriormente, el
macerado se filtré y la fraccion soluble en metanol se concentr6 en un
evaporador rotativo a una temperatura de bafo de 40° C. La materia organica
se recuperé y se dejd reposar con metanol por 48 horas repitiéndose la
operacién anterior dos veces. Después de haber reunido las cuatro

extracciones y de concentrar la mezcla hasta un volumen de 30 mL, se dej6
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evaporar el disolvente a temperatura ambiente para la obtencion del extracto
metandlico seco. Durante la fase de evaporacidn precipitaron sélidos insolubles
en MeOH 8 g en la primera colecta y 30 g de la segunda colecta los cuales
fueron solubles en CHCI;. La presencia de los alcaloides
dihidrobenzo[c]fenantridinicos de interés (1 y 2) fue confirmada, mediante
cromatografia de capa delgada (CCD), en los sélidos insolubles en metanol,
pero no en el extracto metandlico. Por lo anterior, se trabajé con los sdlidos

insolubles.

4.5.4 Aislamiento y purificacion de los alcaloides naturales a partir de B.

latisepala

A partir de los sélidos insolubles, se realizé una cromatografia en columna de
vidrio de 60 x 8 cm. La columna fue empacada con gel de silice y eluida con
Hexano/CHCI; en gradiente de polaridad. El gel de silice fue preparado con

Hexano 100% y se inici6 la elucion de la columna con Hexano/CHCl3 (4:1).

Durante el fraccionamiento se purificaron 2 alcaloides benzo[c]fenantridinicos,

los cuales fueron identificados por sus datos espectroscépicos como
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dihidrosanguinarina (DHS 1, 1.1 g, 0.03%) y dihidroqueleritrina (DHQ 2, 1.5 g,

0.05%) (Figura 14).
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Figura 14. Alcaloides dihidrobenzo[c]fenantridinicos obtenidos a partir de B. latisepala

4.5.4.1 Datos espectroscopicos de los alcaloides naturales

Dihidrosanguinarina (1, DHS)

RMN "H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 7.69 (d, J = 9 Hz, 1H, H-12), 7.67 (s, 1H,
H-4), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.30 (d, J = 8.4
Hz, 1H, H-10), 7.11 (s, 1H, H-1), 6.86 (d, J = 8.1 Hz,

1H, H-9), 6.05 (s, 2H, OCH.0), 6.04 (s, 2H, OCH.0),

4.20 (s, 2H, H»>-6), 2.62 (s, 3H, CHs-N). RMN '*C (75

MHz, CDCls), § (ppm): 148.10 (C8), 147.47 (C2), 147.05 (C3), 144.58 (C7),
142.46 (C5a), 130.75 (C12a), 127.21 (C4a), 124.3 (C10a,C11a), 123.90 (C12),
120.31 (C11), 116.16 (C10), 113.5 (C6a), 107.15 (C9), 104.30 (C1), 101.29

(C14), 101.01 (C13), 100.70 (C4), 48.41(C5), 41.54 (C8).
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Dihidroqueleritrina (2, DHQ).

RMN "H (300 MHz, CDCls), 8 (ppm): 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.68 (s, 1H,
H-4), 7.52 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.48 (d, J = 9.0
Hz, 1H, H-10), 7.11 (s, 1H, H-1), 6.95 (d, J = 8.7 Hz,

1H, H-9), 6.05 (s, 2H, OCH.0), 4.29 (s, 2H, H.-6),

3.93 (s, 3H, OCHs), 3.87 (s, 3H, O-CHs) 2.59 (s, 3H,

N-CHs). RMN "3C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 152.2 (C8), 148.0 (C2), 147.4 (C3),
142.0 (C7a), 130.8 (C5a), 126.3 (C12a), 126.2 (C4a), 126.2 (C6a) 124.22
(C10a, C11a), 123.74 (C12), 120.08 (C11), 118.7 (C10), 110.90 (C9), 104.328
(C4), 101.0 (C13), 100.69 (C1), 61.09 (CH30-C7), 55.79 (CH30-C8), 48.7 (C8),

41.20 (C5).
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4.6 Procedimiento para la obtencién de los derivados de

dihidrosanguinarina

En un vial de vidrio de 8 mL se adicionaron DHS (15 mg, 0.045 mmol), CuBr
(0.29 mg, 0.0022 mmol), nucledfilo (0.135 mmol) y 0.5 mL de CH3CN,
dejandose la mezcla de reaccidn en agitacidon constante a temperatura
ambiente por 5 horas. Posteriormente, la mezcla de reaccion se diluyé con
AcOEt y se filtr6 a través de celita. Las fase organica fue concentrada en un
evaporador rotativo, dando un residuo café oscuro que fue fraccionado por
cromatografia en columna reldmpago con Hexano:AcOEt (8:2 v/v) hasta la

obtencion del derivado correspondiente.

- j o 0] |¢O % < >
(o) (o) | |
R” ‘R R R

Figura 15. Esquema de reaccion de ACD entre DHS y diversos nucledfilos
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4.6.1 Datos espectroscépicos de los derivados de DHS.

6-(Dimetilmalonil)-5,6-dihidrosanguinarina (1a). Este compuesto fue obtenido
como un sélido blanco que funde a 228° C. RMN 'H (300
MHz, CDCl3), & (ppm): 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11),

7.49 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.40 (s, 1H, H-4), 7.34 (d,

J = 8.1 Hz, 1H, H-10), 7.10 (s, 1H, H-1), 6.89 (d, J = 8.1
Hz, 1H, H-9), 6.05 (s. a. 1H, OCH,0-14), 6.03 (s. a., 2H, OCH,0-13), 6.02 (s. a.,
1H, OCH,0-14), 5.08 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-6), 3.68 (s, 3H, Hs-5"), 3.58 (s, 3H,
Ha-4’), 3.44 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-2), 2.66 (s, 3H, N-CHz). RMN *3C (75 MHz,
CDCls), § (ppm): 168.0 (C3'), 167.1 (C1’), 148.2 (C8), 147.7 (C2), 147.2 (C3),
145.4 (C7), 138.5 (C5a), 131.1 (12a), 127.3 (C4a), 126.1 (C10a), 124.3 (C11a),
123.4 (C12), 120.1 (C11), 117.1 (C10), 112.5 (C6a), 108.4 (C9), 104.5 (C1),
101.6 (C14), 101.1 (C13), 100.6 (C4), 57.4 (C86), 55.2 (C2'), 52.5 (C4’), 52.4
(C5’), 42.5 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CosH2oNOg: 464.13584,

observado: 464.13628.

6-(Dietilmalonil)-5,6-dihidrosanguinarina (1b). Este compuesto fue obtenido

como una pelicula amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & 2 1 4

O
1H, H-11), 7.42 (s, 1H, H-4), 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H- 00

~_© b\/5'
10), 7.10 (s, 1H, H-1), 6.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-9), 6.03 ' & .

(ppm): 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-12), 7.49 (d, J = 8.1 Hz, °
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(s. a., 2H, OCH,0-13), 6.03 (d, J = 1.5 Hz, 1H, OCH,0-14), 6.01 (d, J = 1.5 Hz,
1H, OCH,0-14), 5.10 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-6), 4.18 (m, J = 7.2, 4.5 Hz, 2H, H,-
6'), 4.0 (M, J = 7.2 Hz, 2H, H,-4’), 3.40 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-2'), 2.66 (s, 3H,
CHs-N), 1.13 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H3-7°),1.07 (t, J = 6.9 Hz, 3H, Hs-5)). RMN '3C
(75 MHz, CDCls), & (ppm): 167.6 (C3’), 167.2 (C1’), 148.6 (C8), 147.6 (C2),
146.8 (C3), 145.3 (C7), 138.3 (C5a), 130.8 (C12a), 127.1 (C10a), 126.3 (C4a),
124.1(C12), 123.50 (C11a), 120.4 (C11), 117.0(C10), 112.6 (C6a), 108.1 (C9),
104.4 (C1), 101.5 (C14), 101.1 (C13), 100.8 (C4), 61.4 (C4’), 61.36 (C6’), 57.3
(C6), 55.4 (C2), 42.0 (C-N5), 14.1 (C5). 13.9 (C7’). EMAR (ESI), [M+1]*

calculado para Co7H2osNOg: 492.16584, observado: 492.16682.

6-(2’-Feniletinil)-5,6-dihidrosanguinarina (1c). Este compuesto fue obtenido
como un sélido color rosa tenue que funde a 205 °C.
RMN 'H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 7.77 (s, 1H, H-4),
7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.51 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-

12), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.17 — 7.12 (m, 5H,

Hs-1-5"), 7.11 (s, 1H, H-1), 6.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-9),
6.12 (d, J = 1.5 Hz, 1H, OCH,0-14), 6.07 (d, J = 1.5 Hz, 1H, OCH,0-14), 6.05
(s.a., 2H, OCH»0-13), 5.36 (s, 1H, H-6), 2.67 (s, 3H, CHs-N). RMN *3C (75 MHz,
CDCl3), & (ppm): 148.2 (C8), 147.7 (C2), 147.5 (C3), 144.6 (C7), 140.6 (C5a),

131.9 (C1’, C5’), 131.0 (C12a), 127.9 (C4, C3, C2'), 127.4 (C4a), 126.0 (C10a),
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124.4 (C12), 123.8 (C11a), 123.0 (C6’), 120.3 (C11), 116.9 (C10), 113.6 (C6a),
108.0 (C9), 104.3 (C1), 102.13 (C8’), 101.8 (C14), 101.1 (C13), 101.0 (C4), 87.7
(C7’), 49.6 (C-6), 41.3 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CogH2oNO4:

434.13923, observado: 434.13958.

6-(Dietilfosfonil)-5,6-dihidrosanguinarina (1d). Este compuesto fue obtenido
como un soélido beige que funde a 175-177 °C. RMN 'H
(300 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 7.71 (s, 1H, H-4), 7.65 (d, J

= 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11), 7.31

(d, J = 8.1 Hz, 1H, H-10), 7.08 (s, 1H, H-1), 6.88 (d, J =
8.1 Hz, 1H, H-9), 6.10 (d, J = 1.5 Hz, 1H, OCH,0-14), 6.06 (s, 3H, OCH,0-13,
OCH,0-14), 4.76 (d, J = 24.3 Hz, 1H, CH-P), 4.13— 3.91 (m, 2H, OCH,-6"), 3.84-
3.50 (m, 2H, OCH,-3’), 2.77 (s, 3H, CHs-N), 0.99 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H3-7"), 0.95
(t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs-4). RMN *C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 149.65 (C8),
148.3 (C2), 147.7 (C3), 147.4 (C7), 140.6 (C5a), 131.0 (C12a), 126.8 (C4a),
126.8 (C10a), 126.72 (C11a), 124.2 (C12), 120.0 (C11), 116.5 (C10), 108.3
(C9), 104.4 (C1), 101.7 (C14), 101.1 (C13), 100.8 (C4), 62.7 (d, J = 7.5 Hz, C6"),
62.5 (d, J= 7.5 Hz, C3), 57.1 (d, J = 166.5 Hz, C6), 44.7 (d, J = 20.3 Hz, C-N5),
16.2 (d, J = 6.8 Hz, C4’, C7’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para Cz4HzsNO;P:

470.13686, observado: 470.13644.
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6-(Dibutilfosfonil)-5,6-dihidrosanguinarina (1e). Este compuesto fue obtenido
como un sélido gris claro que funde a 80-81°C. RMN 'H
(300 MHz, CDCl3), & (ppm): 7.7 (s, 1H, H-4) 7.65 (d, J =

8.7 Hz, 1H, H-12), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11), 7.32 (d,

J = 8.1 Hz, 1H, H-10), 7.08 (s, 1H, H-1), 6.87 (d, J= 7.8 #% = ¥ %%

Hz, 1H, H-9), 6.09 (s. a., 1H, OCH.0-14), 6.04 (s. a., 3H, OCH,0-13, OCH.0-
14), 4.75 (d, J = 24.6 Hz, 1H, CH-P), 3.80 — 3.67 (m, 3H, OCH,-3' OCH-8),
3.52-3.47 (m, 1H, OCH-8'), 2.76 (s, 3H, N-CHs), 1.31-1.22 (m, 4H, Hx-9", Hx-4"),
1.14-1.04 (m, 4H, Hx-5", H>-10), 0.76 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H3-11"), 0.75 (t, J = 6.9
Hz, 3H, Hs-6’). RMN ®C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 148.2 (C8), 147.6 (C2),
147.4 (C3), 145.7 (C7), 140.6 (C5a), 131.1 (C12a), 126.8 (C4a), 126.7 (C10a),
126.7 (11a), 124.1 (C12), 120.0 (C11), 116.3 (C10), 110.2 (C6a), 108.2 (C9),
104.3 (C1), 101.8 (C14), 101.2 (C13), 100.9 (C4), 66.2 (d, J = 7.5 Hz, C8’), 65.6
(d, J=6.0 Hz, C3’), 57.1 (d, J = 166.5 Hz, C6), 44.7 (d, J = 20.3 Hz, C-N5), 32.4
(d, J = 6.0 Hz, C9’, C4) 18.8 (C5’), 18.5 (d, J = 7.5 Hz, C10’), 13.6 (C6’, C11).
EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CggH3sNO7P: 526.19946, observado:

526.20070.

6-(Nitrometil)-5,6-dihidrosanguinarina (1f). Este compuesto fue obtenido como
un sélido blanco con un punto de fusiéon de 238-240 °C.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3), § (ppm): 7.67 (d, J = 8.7 Hz,

1H, H-12), 7.52 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-11), 7.50 (s, 1H, H-
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4),7.38 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-10), 7.10 (s, 1H, H-1), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-
9), 6.10 (s, 1H, OCHO-14), 6.09 (s, 1H, OCH,0-14) 6.06 (s. a., 2H, OCH,O-
13), 5.17 (dd, J = 10.8, 4.5 Hz, 1H, H-6), 4.32 (dd, 12.0, 4.5 Hz, 2H, H-1a), 4.25
(dd, J= 11.4, 11.1 Hz, H-1b’) 2.69 (s, 3H, N-CHz). RMN ®C (75 MHz, CDCls), &
(ppm): 148.5 (C8), 148.1 (C2), 147.3 (C3), 145.3 (C7), 138.0 (C5a), 131.4
(C12a), 127.3 (C4a), 126.2 (C10a), 124.7 (C12), 122.6 (Ci1a), 119.8 (C11),
116.8 (10), 110.9 (C6a), 108.9 (C9), 104.3 (C1), 102.0 (C14), 101.3 (C13),
100.9 (C4), 75.8(C1’), 56.1(C6), 43.2 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]* calculado

para Co1H17N2Og: 393.10866, observado: 393.10856

6-(indolil)-5,6-dihidrosanguinarina (1g). Este compuesto fue obtenido como un
polvo rojo que funde a 210-211°C. RMN 'H (300 MHz,
CDCl3), 6 (ppm): 8.08 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-4’), 7.67 (d, J =

8.7 Hz, 1H, H-11), 7.66 (s, 1H, H-4), 7.60 (sa, 1H, NH),

7.38 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-7") 7.35 (d, J = 8.7, 1H, H-12),
7.19 — 7.07 (m, 3H, H-5', H-6", H-10), 6.98 (s, 1H, H-1), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
H-9), 6.34 (s.a, 1H, H-2'), 6.04 (s, 1H, OCH,0-13), 6.03 (s, 1H, OCH.0O-13),
5.99 (s.a., 1H, H-6), 5.94 (s.a., 1H, OCH,0-14), 5.79 (s, 1H, OCH,O-14), 2.84
(s, 3H, CHa-N). RMN ™®C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 148.0 (C8), 147.4 (C2),
147.1 (C3), 145.0 (C5a), 136.6 (7°a), 131.0 (C12a), 127.6 (C4a), 127.0 (C10a),
126.8 (C11a), 123.6 (C12), 122.9 (C2’), 121.9 (C6’), 120.2 (C11), 120.1 (C3a),

120.0 (C5'), 119.5 (C4’), 116.6 (C7’), 115.9 (C3’), 111.0 (C10), 107.6 (C9), 104.2
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(C1), 101.5 (C14), 101.2 (C13), 100.9 (C4), 54.4 (C6), 42.8 (C-N5). EMAR

(ESI), [M+1]+ calculado para C3oH2oNO4: 449.14369, observado: 449.143009.

6-(2'metil-indolil)-5,6-dihidrosanguinarina (1h). Este compuesto fue obtenido
como un polvo rojo. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm):
8.09 (s.a, 1H, NH), 7.66 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-4’), 7.51 (s,

1H, H-4), 7.37 (d, J=8.1 Hz, 1H, H-11), 7.31 (d, J = 8.4 Hz,

1H, H-12), 7.23-7.20 (m, 1H, H-7’), 7.04 — 7.01 (m, 1H, H-
6'), 6.93-6.87 (m, 3H, H-9, H-10, H-5"), 6.91 (s, 1H, H-1), 5.95 (s. a., 1H, H-6),
5.92 (s.a, 2H,0CH,0-13), 5.87 (s.a., 1H, OCH,0-14), 5.72 (s, 1H, OCH,0-14),
2.82 (s, 3H, CH3-N), 1.93 (s, 3H, Hz-C2’). RMN "*C (75 MHz, CDCls), & (ppm):
147.8 (C8), 147.3 (C2), 147.3 (C3), 145.4 (C7), 141.8 (C5a), 134.7 (C7’a), 132.8
(C12a), 130.8 (C2’) 128.8 (C3’a), 127.8 (C4a), 127.8 (C11a), 124.5 (C10a),
123.7 (C12), 120.3 (C6’), 120.1 (C10), 119.1 (C11), 119.0 (C5’), 116.14 (C4),
115.8 (C6a), 110.0 (C7’), 110.0 (C3’), 107.7 (C9), 104.1 (C1), 101.5 (C14),
101.1 (C13), 100.9 (C4), 54.7 (C6), 42.7 (C-N5), 12.3 (CH3s-C2’). EMAR (ESI),

[M+1]+ calculado para C3oHooNO4: 463.16578, observado: 463.16654.
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4.7 Procedimiento para la obtencion de los derivados de DHQ.

En un vial de vidrio de 8 mL se agregé DHQ (15 mg, 0.0429 mmol), CuBr (0.30
mg, 0.00214 mmol), nucledfilo (0.129 mmol), +-BuOOH (3.87 mg, 0.0429 mmol)
y 0.2 mL de CHsCN, dejandose en agitacién a temperatura ambiente por 5
horas. Posteriormente, la mezcla de reaccion se filiré a través de celita y se
diluyé con AcOEt. La fase organica recolectada fue concentrada en un
evaporador rotativo dando un residuo café oscuro que fue purificado por
cromatografia en columna relampago (Hexano:AcOEt, 7:3) hasta la obtencion

del derivado correspondiente.

Nu—H

- oﬁf §@° |’

Figura 16. Reaccion de ACD entre DHQ y diversos nucledfilos

a-

HN
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4.7.1 Datos espectroscédpicos de los derivados de DHQ.

6-(Nitrometil)-5,6-dihidroqueleritrina (2a). Este derivado se obtuvo como un
solido blanco que funde entre 196-197°C. RMN 'H (300

MHz, CDCls), § (ppm): 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11),

7.60 (d, J=8.7 Hz, 1H, H-12), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 1H,

-

2a

O,N
H-10), 7.52 (s, 1H, H-4), 7.12 (s, 1H, H-1), 7.05 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.07 (s,

2H, OCH;0), 5.35 (dd, J= 11.1, 4.2 Hz, 1H, H-6), 4.30 (dd, J = 11.7, 4.2 Hz, 1H,
CH-NO,), 4.16 (dd, J = 11.7, 11.1 Hz, 1H, CH-NO), 4.04 (s, 3H, CH;0-C8),
3.96 (s, 3H, CH3;0-C7), 2.70 (s, 3H, CHs-N). RMN *C (75 MHz, CDCls), &
(ppm): 151.9 (C8), 148.3 (C2), 147.9 (C3), 146.0 (C7), 138.0 (C5a), 131.2 (C7a,
C12a), 127.3 (C4a), 125.2 (C6a), 124.4 (C12), 122.9 (C10a), 122.3 (C11a),
119.4 (C11), 118.8 (C10), 112.6(C9), 104.2 (C4), 101.1 (C13), 100.7 (C1), 76.0
(C1’), 61.1 CH3O-C8), 56.6 (CH3sO-C7), 55.8 (C6), 42.8 (C-N5). EMAR (ESI),

[M+1]* calculado para C22H21N2Og: 409.13996, observado 409.14060.

6-(1’-Nitroetil)-5,6-dihidroqueleritrina (2b). Este derivado se obtuvo como un
sblido beige que funde a 193-195 °C. IsGmero

mayoritario RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.70

(d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-11),
7.56 (s, 1H, H-4), 7.48 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-10), 7.10 (s, 1H, H-1), 7.02 (d, J =

8.7 Hz, 1H, H-9 ), 6.06 (s, 2H, OCH»0), 5.10 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-6), 4.53 (q, J
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= 6.9 Hz, 1H, CH-1’), 3.96 (s, 3H, CH30-C8), 3.93 (s, 3H, CH30-C7), 2.7 (s, 3H,
CHsN), 1.19 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHs-2)). RMN *C (75 MHz, CDCls), § (ppm):
151.9 (C8), 148.4 (C2), 147.9 (C3), 146.6 (C7), 139.6 (C7a), 131.3 (C5a), 126.4
(C12a), 125.2 (C4a), 124.2 (C12), 123.8 (C6a), 123.4 (C10a), 119.6 (C11),
119.4 (C11a), 118.8 (C10), 112.8 (C9), 104.4 (C4), 101.1 (C13), 100.6 (C1),
85.7 (C1’), 61.0 (CH30-C8), 60.8 (CH30-C7), 55.8 (C6), 44.1 (C-N5), 14.2 (C2)).
EMAR (ESI), [M+1]* calculado para Co3HosN2Os: 423.15561, observado:

423.15618.

6-(1’-Nitropropil)-5,6-dihidroqueleritrina (2c¢). Este derivado se obtuvo como una
resina transparente. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm):
7.69 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-12), 7.56 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-

11), 7.50 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-10), 7.44 (s, 1H, H-4), 7.09

(s, 1H, H-1), 7.03 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.04 (s. a., 2H,

OCH,0-13), 5.01 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H-6), 4.19 — 4.08 (td, 11.1, 3.0, H-1"), 3.97
(s, 3H, CH30-C8), 3.94 (s, 3H, CH3sO-C7), 2.58 (s, 3H, CHs-N), 2.21 — 2.1 (m,
2H, H,-2'), 0.69 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs-3’). RMN *C (75 MHz, CDCls), § (ppm):
148.8 (C8), 148.4 (C2), 147.9 (C3), 144.9 (C7), 138.8 (C7a), 131.1 (C5a), 127.3
(C12a), 126.6 (C4a), 124.4 (C12), 123.9 (C6a), 122.5 (C10a), 120.0 (C11a),
119.5 (C11), 119.4 (C10), 112.9 (C9), 104.2 (C4), 101.4 (C13), 100.8 (C1), 91.7
(C1’), 61.0 (OCH3-C8), 60.4 (OCH3-C7), 56.2 (C6), 42.7 (C-N5), 23.5 (C2), 10.0
(C3’). EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CosH2s5N2Og: 437.17126, encontrado:

437.17149.
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6-(3’-Indolil)-5,6-dihidroqueleritrina (2d). Este compuesto se obtuvo como un
sélido blanco que funde a 205-207 °C. RMN 'H (300
MHz, CDCl3), § (ppm): 8.16 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-4"),

7.78 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-10), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H,

H-12), 7.65 (s, 1H, H-4), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11),
7.54 (s.a., 1H, NH), 7.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-7°), 7.39 (s, 1H, H-2), 7.17-7-11
(m, 2H, H-5', H-6’), 7.13 (s, 1H, H-1), 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.32 (d, J =
3.6 Hz, 1H, H-2'), 6.24 (s. a., 1H, H-6), 5.97 (s.a., 2H, OCH,0-13), 3.96 (s, 3H,
CHs0-C8), 3.77 (s, 3H, CH30-C7), 2.87 (s, 3H, CHsN). RMN *C (75 MHz,
CDCl3), 6 (ppm): 153.28 (C8), 151.5 (C2), 142.9 (C3), 139.4 (C7), 136.6 (C7’a)
130.9 (C5a), 127.5 (3'a), 126.1 (C12a), 126.0 (C4a) 125.8 (C6a), 124.1 (C10a),
123.8 (C11a), 123.4 (C12), 123.0 (C2), 121.7 (C6'), 120.6 (C11), 119.7 (C5’),
119.3 (C4’), 119.1 (C10), 113.5 (C3"), 111.4 (C7’), 110.9 (C9), 104.1 (C1), 101.3
(C14), 101.0 (C13), 100.8 (C4), 61.4 (C6), 56.2 (CH30-C8), 53.9 (CH3;0-C7),
42.6 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CagH24N2O4: 434.17361,

observado: 464.17309.

6-(2’-Metil-3’-indolil)-5,6-dihidroqueleritrina  (2e). Este compuesto se obtuvo
como un sdlido rojo que funde a 227-228 °C. RMN 'H
(300 MHz, CDCls), § (ppm): 7.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-
11), 7.61 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-12), 7.56 (s, 1H, H-4),

7.41 (s.a, 1H, NH), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.32

(dd, J=9.0, 4.2 Hz, 1H, H-4’), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-9), 7.02 (m, 1H, H-7’),
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6.94 (s, 1H, H-1), 6.95 — 6.92 (m, 2H, H-5", H-6"), 6.00 (s.a., 1H, OCH,0), 5.94
(s. a., 1H, OCH.0), 5.89 (s, 1H, H-6), 3.95 (s, 3H, CH;0-C8), 3.65 (s, 3H,
CH3O-C7), 2.83 (s, 3H, CHs-N), 1.89 (s, 3H, Hs-2"). RMN '3C (75 MHz, CDCls),
§ (ppm): 152.4 (C8), 147.7 (C2), 147.2 (C3), 146.8 (C7), 141.9 (CT'a), 134.6
(C5a), 132.4 (C2a), 130.9 (C3'a), 129.0(C12a), 128.2 (C4a), 127.7(6a), 127.0
(10a), 124.3 (11a), 123.4 (C12), 120.3 (C6’), 119.8 (C11), 119.3 (C5), 119.0
(C4), 118.5 (C10), 111.5 (C7’), 111.3 (C3'), 109.6 (C9), 103.9 (C4), 101.1
(C13), 100.6 (C1), 60.7 (OCHs-C8), 55.7 (OCHs-C7), 54.7 (C6), 42.4 (C-N5),
12,5 (C2’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CsoHz/N,Os: 479.19708,

observado: 434.19736.

6-(Dietilfosfonil)-5,6-dihidroqueleritrina (2f). Este compuesto se obtuvo como un
sélido blanco que funde a 177-178 °C. RMN 'H (300
MHz, CDCls), 6 (ppm): 7.70 (s, 1H, H-4), 7.68 (d, J =

8.7 Hz ,1H, H-12), 7.47 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11),

7.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.08 (s, 1H, H-1), 6.97
(d, J= 8.4 Hz ,1H, H-9), 6.05 (d, J = 1.2 Hz, 1H, OCHz0), ), 6.04 (d, J = 1.2 Hz,
1H, OCH,0), 5.09 (d, J = 24.9 Hz, 1H, CH-P), 4.01 (s, 3H, CHs0-C8), 3.92 (s,
3H, CH30-C7), 3.87 — 3.38 (m, 4H, H,-3’, Hx-6"), 2.72 (s, 3H, CH3N), 0.97 (t, J =
6.9 Hz, 3H, Hs-7’), 0.93 (t, J = 6.9 Hz, 3H, Hz-4’). RMN "*C (75 MHz, CDCl3), &
(ppm): 153.9 (C8), 147.9 (C2), 147.5 (C3), 140.8 (C7a), 131.2 (C5a), 126.9
(C12a),126.7 (C4a), 125.9 (C6a), 125.5 (C10a), 124.1 (12), 122.0 (C11a), 119.6

(C11), 118.9 (C10), 112.6 (C9), 104.4 (C4), 101.1 (C13), 101.0 (C1), 62.4 (d, J =
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6.8 Hz, C6’), 62.3 (d, J = 6.8 Hz, C3’), 60.9 (CH30-C8), 56.8 (d, J = 165 Hz, C6),
55.7 (CH3O-C7), 44.0 (d, J = 20.3 Hz, C-N5), 16.2 (d, J = 3.0 Hz, C7’, C4).
EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CosHogNO7P 486.16816, observado:

486.16795.

6-(Dibutilfosfonil)-5,6-dihidroqueleritrina (2g). Este derivado fue obtenido como
un sélido beige que funde a 84-85 °C. RMN 'H (300
MHz, CDCl3) , 6 (ppm): 7.69 (s, 1H, H-4), 7.67 (d, J =

8.4 Hz, 1H, H-12), 7.49 (d J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.44

(d, J=8.7 Hz, 1H, H-11) 7.08 (s, 1H, H-1), 6.97 (d, J =
8.4 Hz, 1H, H-9), 6.03 (s. a., 2H, OCH»0), 5.10 (d, J = 25.2 Hz, 1H, H-6), 4.01
(s, 3H, CH30-C8), 3.92 (s, 3H, CH30-C7), 3.83 — 3.77 (m, 1H, H-8), 3.71 — 3.66
(m, 1H, H-8), 3.60 — 3.51 (m, 2H, H,-3’), 2.71 (s, 3H, Ha-N), 1.32 — 1.24 (m, 2H,
Hz-9'), 1.19-1.13 (m, 4H, Hz-4’, H-5'), 1.1-0.96 (m, 2H, Hx-10’), 0.78 (t, J = 7.2
Hz, 3H, Hs-11’), 0.70 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs-6"). RMN '3C (75 MHz, CDCls), &
(ppm): 152.3 (C8), 148.2 (C2), 147.7 (C3), 143.9 (C7a), 131.0 (C5a), 126.7
(12a), 126.31 (4a), 125.78 (6a), 124.9 (10a), 124.1 (11a), 123.8 (C12), 119.7
(C11), 118.4 (C10), 116.5 (11a), 112.1 (C9), 104.0 (C4), 101.0 (C13), 100.9
(C1), 66.1 (d, J = 6.8 Hz, C8), 65.9 (d, J = 7.0 Hz, C3’), 60.8 (CH;0-C8), 56.9
(d, J = 169.5 Hz, C6), 55.8 (CH30-C7), 43.9 (d, J = 21.0 Hz C-N5) , 32.4 (d, J =
6.8 Hz, C4’), 32.3 (d, J = 6.8 Hz, C9’), 18.5 (d, J = 9.8 Hz C5’, C10’) 13.5 (C#6’,
C11’). EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CogH37NO,P: 542.23076, observado:
542.23202.
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6-(2’-Dimetilmalonil)-5,6-dihidroqueleritrina (2h). Este derivado fue obtenido
como unos cristales amorfos transparentes que funden a
196-198 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7.73 (d,

J =84 Hz, 1H, H-12), 7.54 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11),

7.48 (d, J = 8. Hz, 1H, H-10), 7.41 (s, 1H, H-4), 7.10 (s,
1H, H-1), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.04 (s, 1H, OCH;0), 6.03 (s, 1H,
OCH0), 5.20 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-6), 3.91 (s, 6H, CH30-C8, CH;0-C7), 3.63
(s, 3H, Hs-4’), 3.56 (s, 3H, H3-5'), 3.37 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-2"), 2.68 (s, 3H,
CHs-N5). RMN *3C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 168.5 (C3’), 167.1 (C1’), 152.0
(C8), 148.2 (C2), 147.6 (C3), 146.9 (C7), 138.5 (C5a), 131.1 (C12a), 127.2
(C4a), 125.1 (C6a), 124.4 (C10a), 124.1 (C12) 123.4 (C11a), 119.9 (C11), 119.1
(C10), 112.5 (C9) , 104.5 (C4), 101.6 (C13), 100.6 (C1), 61.1 (CH30-C8), 57.6
(CH3;0-C7), 56.9 (C4’), 55.5 (C6), 52.5 (C5’), 52.2 (C2'), 42.3 (C-N5). EMAR

(ESI), [M+1]" calculado para CosHosNOs: 480.16584, observado: 480.16628.

6-(2’-Dietilmalonil)-5,6-dihidroqueleritrina (2i). Este derivado fue obtenido como
una pelicula amarilla. RMN H (300 MHz, CDCl3), 6
(ppm): 7.73 (d, J = 8.7 Hz 1H, H-11), 7.53 (d, J = 8.4

Hz, 1H, H-11), 7.47 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.43 (s,

1H, H-4), 7.10 (s, 1H, H-1), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
9), 6.02 (s, 2H, OCH.0-13), 5.21 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-6), 4.13 (q, J = 7.5 Hz,
2H, H,-6"), 3.97 (q, J = 7.5 Hz, 2H, Ho-4’), 3.91 (s, 6H, CHs0-C8, CH30-C7),

3.34 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-2’), 2.69 (s, 3H, CH3.N), 1.09 (t, J = 6.9 Hz, 3H, Hs-
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5, 1.01 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs-7’). RMN *C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 168.1
(C1’), 167.1 (C3), 152.0 (C8), 148.1 (C2), 147.5 (C3), 146.9 (C6a), 138.7 (C5a),
131.1 (C12a), 127.2 (C4a), 125.2 (C6a), 124.6 (C10a), 124.0 (C12), 123.4
(C11a), 119.9 (C11), 118.9 (C10), 112.2 (C9), 104.4 (C4), 101.1 (C13), 100.8
(C1), 61.3 (C6’), 61.1 (C4’), 57.4 (C6), 55.9 (OCH3-C8), 55.4 (OCH3-C7), 42.2
(C-N5), 14.0 (C7’), 13.7 (C5’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CagHzoNOg:

508.19714, observado: 508.19704.

6-(2’-Feniletinil)-5,6-dihidroqueleritrina (2j). Este compuesto fue obtenido como
un sélido gris claro que funde a 119-120 °C. RMN 'H
(300 MHz, CDCl3), & (ppm): 7.79 (s, 1H, H-4), 7.75 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, H-12), 7.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.51 7 _

(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-10), 7.11 (s, 1H, H-1), 7.07-7.10

(m, 5H, Hs-1-5"), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.04 (s,
2H, OCH,0), 5.66 (s, 1H, H-6), 4.01 (s, 3H, CH30-C8), 3.94 (s, 3H, CH30-C7),
2.64 (s, 3H, CH3.N). RMN 3C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 151.9 (C8), 147.8 (C2),
147.1 (C3), 147.0 (C7), 131.1 (C1’, C5), 130.4 (C5a), 127.5 (C2-4’), 127.1
(C12), 126.7 (C12a), 126.0 (C4a), 124.4 (C6a), 123.6 (C11a), 123.0 (C10a),
122.6 (C6’), 119.4 (C11), 118.7 (C10), 111.7 (C9), 103.7 (C4), 100.5 (C13),
100.4 (C1), 88.5 (C8'), 81.4 (C7’), 60.7 (CH50-C8), 55.5 (CH30-C7), 49.1 (C6),
41.0 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CogHz4NO4: 450.17053,

observado: 450.17060.
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6-[3’-(p-formilfenoxi)propinil]-5,6-dihidroqueleritrina (2k). El alquino utilizado en
esta reaccidn fue sintetizado en base a lo reportado
por Chavez y Miranda [95]. Este derivado se obtuvo

como un solido amarillo tenue que funde a 169-

170°C. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 9.79 (s,
1H, HC=0-10"), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-6"), 7.58 (s, 1H, H-4), 7.54 (d, J = 8.4
Hz, 1H, H-8'), 7.49 (d, J = 8.4 Hz, H-12), 7.42 (d, J = 8.4, 2H, H-10, H-11), 7.12
(s, 1H, H-1), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-9), 6.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-9’, H-5),
6.09 (s.a., 1H, OCH,0-13), 6.04 (s.a., 1H, OCH,0-13), 5.42 (s, 1H, H-6), 4.47
(d, J = 9.6 Hz, 2H, H,-3"), 3.93 (s, 3H, CH30-C8), 3.89 (s, 3H, CHz0-C7), 2.53
(s, 3H, CHz-N). RMN '3C (75 MHz, CDCls), & (ppm) 191.2 (C10'), 152.2 (C4’),
148.2 (C7), 147.4 (C2) 147.3 (C3), 141.9 (C8), 139.0 (C5a), 132.2 (C7’) 131.3
(C8), 130.7 (C6), 129.8 (C12a), 127.0 (C4a), 124.6 (C11a), 124.1 (C12), 123.5
(10a), 119.9 (C11, C9’), 119.3 (C6a), 118.8 (10), 115.5 (C5’), 111.3 (C9), 104.3
(C4), 100.9 (C13), 100.7 (C1), 79.3 (C1’), 77.2 (C2’), 67.9 (C6), 61.4 (C3') 60.8
(CH;0-8), 55.5 (CH3O-7), 42.7 (C-N5). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para

Cs1H26NOg: 508.17601, observado: 508.17513.
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6-(Feniletanonil)-5,6-dihidroqueleritrina (21). Este compuesto se obtuvo como un
polvo amarillo pélido. P.f.: 204-205, RMN 'H (300 MHz,
CDCl3), & (ppm): 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 3H, H-12, H-1’, H-

5, 7.58 (d, J = 9.0, 1H, H-11), 7.52-7.37 (m, 2H, H-3', H-

10), 7.27-7.23 (m, 2H, H-2’, H-4’), 7.20 (s, 1H, H-4), 7.04
(s, 1H, H-1), 6.98 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-9), 5.98 (s. a., 1H, OCH;0), 5.5 (s. a.,
1H, OCH,0), 5.22 (dd, J = 11.1, 3.6 Hz, 1H, H-6), 3.98 (s, 3H, CH;O-C8) 3.94
(s, 3H, CHsO-C7), 3.14 (dd, J = 14.4, 10.8 Hz, 1H, H-8'), 2.75 (dd, J = 14.7, 3.9
Hz, 1H, H-8"), 2.58 (s, 3H, CHs.N). RMN "3C (75 MHz, CDCls), 5 (ppm): 199.03
(C7’), 152.23 (C8), 147.82 (C2), 147.51 (C3), 145.62 (C7), 139.6, 137.3 (C6),
132.5 (C5a), 131.0 (C12a), 128.6 (C4a), 128.4 (C4’,C2"), 128.30 (C5',C1’,C3)),
127.6 (C6a), 125.1 (C10a), 123.8 (C12), 123.2 (Ci1a), 119.8 (C11), 118.9
(C10), 111.6 (C9), 104.1 (C4), 101.1 (C13), 101.0 (C1), 61.1 (C8’), 55.9 (CHzO-

C8), 55.8 (CH30-C7), 42.9 (C6), 42.2 (C-N5).

4.8 Sintesis de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (DHB, 3)

4.8.1 Procedimiento para la sintesis de N-(2-bromobencil)naftilamina.

Br
O+«__H
NH, HN/\(j
Br 1) InCl3 (5 mol%), t. a., 1h, DCM
OO ’ 2) NaBH;CN (3 equiv.), DCM:MeOH, OO
0°C—>ta., 16 h

Figura 17. Esquema de sintesis de N-(2-bromobencil)naftilamina.
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En un matraz bola seco de 50 mL se disolvieron orto-bromobenzaldehido (5.436
mmol, 1 equiv.) y 1-naftilamina (5.979 mmol, 1.1 equiv.) en 15 mL de DCM
anhidro. La solucion se mantuvo en agitacién bajo atmdsfera de nitrégeno por
15 min a temperatura ambiente. Después se agregaron 0.05 mol de InCls
(0.2718 mmol) y la solucién se agitdé a temperatura ambiente por una hora. La
mezcla resultante se enfri6 a 0°C en un baio de hielo y se adicionaron 3
equivalentes de cianoborohidruro de sodio (NaBH3;CN) en 4 mL de MeOH. La
suspension se agitd por 16 h a temperatura ambiente. La reaccién fue
monitoreada por CCF. Finalmente, se realizaron tres extracciones de la mezcla
con DCM y agua. Las fases organicas resultantes fueron reunidas y
concentradas en un evaporador rotativo a presion reducida y el producto puro
fue aislado por cromatografia en columna usando como fase estacionaria gel de
silice y como fase mdévil Hexano/AcOEt (9:1), obteniéndose el producto
deseado como un aceite amarillo (1.6 g, 94%). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &
(ppm): 7.89-7.81 (m, 2H), 7.62 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.49-7.46 (dd, J = 10.4, 6.2
Hz, 2H), 7.43 (s, 1H), 7.35-7.29 (m, 3H), 7.16 (m, 1H), 6.55 (d, J = 7.1 Hz, 1H),
4.90 (s, 1H), 4.60 (s, 2H). RMN '®C (75 MHz, CDCls), 5 (ppm): 142.8, 137.9,
134.4, 133.0, 129.4, 128.9, 128.9, 127.7, 126.7, 125.9, 125.0, 123.6, 123.5,
119.9, 117.9, 105.1, 48.7. IR (KBr), v (cm™): 3446, 3046, 2918, 2881, 2843,
1579, 1525, 1478, 1463, 1404, 1251, 1158, 1127, 1022, 984, 963, 863, 848,
772, 755, 672, 646, 568, 533, 489, 423. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para

C17H15BrN: 312.0387; observado: 312.0386.
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4.8.2 Procedimiento para la preparacion de N-(2-bromobencil)-N-metil

naftilamina

Br

HN/\© /\©
NaH (3 equiv.),THF, 0°C—=t.a, 30 min.
OO CHjsl (10 equiv. t.a., 16 h)

Figura 18. Esquema de sintesis de N-(2-bromobencil)-N- met|lnaft|lam|na

En un matraz de 50 mL se disolvié N-(2-bromobencil)naftilamina (5.110 mmol, 1
equiv.) en 20 mL de THF anhidro (0.2 M). La mezcla en agitacidén constante fue
enfriada a 0 °C y posteriormente se agregd NaH al 90% (15.33 mmol, 3 equiv.),
manteniéndose la agitaciéon por 30 min a 0 °C y luego a temperatura ambiente.
Enseguida se agreg0, gota a gota, el CHsl (51.1 mmol) y se dej6 en agitacién
por 16 h. La mezcla de reaccién fue extraida con una solucion saturada de
NaHCOg3; y AcOEt y la fase organica se secé con NaSO. y fue concentrada a
presion reducida. El residuo fue purificado por cromatografia en columna
usando como fase estacionaria gel de silice y como fase movil hexano/DCM
(9:1 v/v), obteniéndose el producto deseado como un sélido blanco (1.45 g,
87%) que funde a 45-47 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 8.42—8.36 (m
1H), 7.88-7.84 (m, 1H), 7.60-7.55 (m, 1H), 7.53-7.27 (m, 7H), 7.13 (dd, J = 7.4,
1.2 Hz, 1H), 4.31 (s, 1H), 2.81 (s, 3H). RMN '*C (75 MHz, CDCls), 5 (ppm):
150.31, 138.91, 134.96, 129.27, 128.49, 127.17, 125.90, 125.47, 123.90,

123.31, 115.70, 61.58, 41.76. IR (KBr), v (cm™): 3050, 2950, 2924, 2852, 2794,

77



1592, 1577, 1581,1464, 1440, 1397, 1315, 1234, 1175, 1124, 1042, 1024, 926,
863, 790, 773, 751, 670, 626, 582, 564. EMAR (ESI), [M+1]* calculado para

CisH17BrN: 326.0544; observado: 326.0539.

4.8.3 Procedimiento para la sintesis de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3).

Br

N
N >N
Pd(OAC), (30 mol%), PCy;HBF (60 mol%),,
OO Cs,CO5 (2 equiv.), DMA (2 mL), 130°C, 6h OO

3
Figura 19. Esquema de sintesis para la obtencion de N-metil-5,6-dihidrobenzo|[c]fenantridina

(3).

En un matraz de 10 mL se agreg6é N-(2-bromobencil)-N-metilnaftiiamina, (100
mg, 0.3076 mmol), Pd(OAc). (20.7 mg, 0.09228 mmol), PCys-HBF4 (68 mg,
0.18456 mmol) y Cs>,CO3 (0.6152 mmol) en DMA (2 mL) y se dej6é en agitacion
a 130 °C en una atmésfera de nitrdgeno por 6 h. Después de terminar la
reaccion (monitoreada por CCF), el solvente fue removido a presion reducida y
se agreg6 una solucién de NaHCO3; (15 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 10
mL). La fase organica se sec6é con NaxSO4y se concentrd a presion reducida.
El crudo de la reaccién fue purificado por cromatografia en columna relampago
(gel de silice y hexano:DCM 9:1), obteniéndose 3 como un sdélido blanco (760
mg, 79% de rendimiento) que funde a 118-120 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCl5),
d (ppm): 8.40 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 7.8 Hz,

2H), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.60-7.31 (m, 5H), 4.29 (s, 2H), 2.73 (s, 3H).
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RMN '3C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 144.33, 134.36, 132.32, 132.12, 129.46,
128.35, 127.81, 127.66, 127.01, 126.23, 126.13, 125.45, 124.80, 124.26,
122.95, 121.95, 55.23, 41.58. IR (KBr), v (cm™): 3051, 2923, 2850, 1719, 1578,
1526, 1510, 1480, 1462, 1434, 1376, 1340, 1286, 1269, 1195, 1116, 1074,
1041, 976, 921, 867, 816, 795, 759, 703, 642, 586, 570, 455, 440, 419 cm".

EMAR (ESI), [M+1]" calculado para C1gH1¢N 246.12827; observado: 246.12787.

4.8.4 Procedimiento general para la sintesis de los derivados de N-metil-5,6-

dihidrobenzo[c]fenantridina (3, DHB)

Método A. En un matraz bola de 25 mL se agregd DHB (25 mg, 0.1 mmol),
CuBr (2.9 mg, 0.02 mmol), nucledfilo (0.12 mmol), DDQ (27.24 mg, 0.12 mmol)
y 2 mL de CH3;CN:tolueno (50:50 v/v), dejandose en agitaciéon a 80°C por 24h.
Posteriormente, la mezcla de reaccidén se enfrié a temperatura ambiente y se
diluyé con AcOEt. Después, se filtrd a través de celita y el filtrado se concentrd
en un evaporador rotativo dando un residuo café oscuro, el cual fue fraccionado
por cromatografia en columna con DCM/hexano (2:8 v/v) hasta la obtencién del

derivado puro.

Método B. Procedimiento experimental usando malonatos. En un matraz
bola de 25 mL se agregé DHB (25 mg, 0.1 mmol), CuBr (2.9 mg, 0.02 mmol),

malonato (0.12 mmol), DDQ (27.24 mg, 0.12 mmol), Cs>,CO3 (43.8 mg, 0.12
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mmol) y 2 mL de CH3CN:tolueno (50:50 v/v), dejandose en agitacion a 80°C por
24 h. La mezcla de reaccidon se enfrid a temperatura ambiente, se diluyé con
AcOEt y se filtré a través de celita. El filtrado fue concentrado en un evaporador
rotativo dando un residuo oscuro, el cual fue fraccionado por cromatografia en

columna con DCM/hexano (1:9 v/v) hasta la obtencion del derivado puro.

Método C. Procedimiento experimental usando nitroalcanos. En un matraz
bola de 25 mL se agregd DHB (25 mg, 0.1 mmol), CuBr (2.9 mg, 0.02 mmol),
nitroalcano (0.2 mmol), DDQ (27.24 mg, 0.12 mmol) y 2 mL de CH3CN:tolueno
(50:50 v/v) dejandose en agitacion a 80°C por 24 h. La mezcla de reaccidn se
enfrié a temperatura ambiente, se diluyd con AcOEt y se filtr6 a través de celita.
El filtrado fue concentrado en un evaporador rotativo dando un residuo oscuro,
el cual fue fraccionado por cromatografia en columna con DCM/hexano (1:9 v/v)

hasta la obtencién del derivado puro.

~_u-H.

3(a-p)
[,o

Figura 20. Reacmon de ACD entre N-metil- 5,6 dihidrobenzo[c]fenantridina y diversos
nucledfilos
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4.8.5 Datos espectroscopicos de las N-metil-5,6-dihidrobenzofenantridinas

C(6)-funcionalizadas.

6-(3’-indolil)-5-metil-5,6-dihidrobenzo|[c]fenantridina (3a). Este compuesto se
obtuvo como una resina naranja usando el método A. RMN
'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 8.38 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-

4),8.12 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-1), 7.91 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-

12), 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-10), 7.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
H-11), 7.52-7.33 (m, 8H, H-2, 3,7, 8,9, 4, 7y 5), (m, 2H, H-2’, H-6"), 6.16 (s,
1H, H-1’), 5.64 (s, 1H, H-6), 2.99 (s, 3H, CH3-N). RMN '3*C (75 MHz, CDCly), &
(ppm): 142.64 (C5a), 136.53 (C7’a), 134.41 (C6a), 133.77 (C12a), 131.69
(C10a), 130.34 (C4a), 128.32 (C1), 128.23 (C7), 128.02 (C9), 127.86 (C8),
127.52 (C2), 126.79 (C3a’), 125.90 (C3), 125.77 (C10), 124.73 (C11a), 124.46
(C4), 124.20 (C12), 123.26 (C2’), 121.80 (C11), 121.42(C6’), 120.30 (C5’),
119.31 (C4’), 118.11 (C3), 111.05 (C7’), 60.80 (C6), 42.82 (CHs-N5). IR
(pelicula), v (cm™): 3549, 3425, 3310, 3056, 2929, 2871, 2785, 1731, 1450,
1219, 1099, 816, 762, 742, 700, 663. EMAR (ESI), [M+1]* calculado para

CQBH21 N2: 361.1 7047, observado: 361.17056.
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5-Metil-6-(2’-Metil-3’-indolil)-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3b). Este
compuesto se obtuvo como una pelicula color shedron
usando el método A. RMN 'H (300 MHz, CDCls), § (ppm):
8.30 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-4), 7.938 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-

12), 7.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1) 7.70 (d, J = 7.2 Hz, 1H,

H-11), 7.57 (s, 1H, NH), 7.54-7.46 (m, 2H, H-10, H-4’ ), 7.39-7.28 (m, 5H, H-2,
H-3, H-7, H-9, H-7’), 7.10-7.06 (m, 1H, H-8), 6.99-6.95 (m, 2H, H-6’, H5’), 5.65
(s, 1H, H-6), 2.93 (s, 3H, CHs-N), 1.85 (s, 3H, C2-CHs). RMN **C (75 MHz,
CDCl3), & (ppm): 143.63 (C5a), 134.68 (C6a), 134.35 (C7’a), 133.81 (C2)),
133.00 (C12a), 132.95 (C10a), 130.50 (C4a), 128.97 (C1), 128.68 (C7), 128.05
(C9), 127.95 (C8), 127.76 (C2), 125.79 (C3), 125.75 (C3’a), 125.31(C11a),
124.68 (C10), 124.31 (C4), 122.86 (C12), 121.54 (C11), 120.58 (C6’), 119.51
(C5’), 119.19 (C4’), 111.34 (C3’), 109.92 (C7’), 60.76 (C6), 42.18 (CH4-N5),
12.39 (CHs-C2). IR (pelicula), v (cm™): 3396, 3250, 3056, 3031, 2925, 2852,
1616, 1487, 1459, 1218, 818, 761, 665. EMAR (ESI), [M+1]* calculado para

Co7H23N2: 375.18612, observado: 375.18624.

5-Metil-6-(2’-pirrolil)-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3c). Este compuesto se
obtuvo como una resina amarilla usando el método A. RMN
'H (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 8.48 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4),

7.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-1), 7.87 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-11),

7.81 (d, J = 84 Hz, 1H, 12), 7.60 (m, 2H, H-10, H-3), 7.48-
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7.42 (m, 4H, H-2, H-9, H-7, H8), 6.45 (s.a. 1H, H-3'), 5.85 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H-
4), 5.50-5.49 (s.a., 1H, H-5), 5.34 (s, 1H, H-6), 3.65 (s, 1H, NH), 2.84 (s, 3H,
CHsN). RMN '3C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 141.49 (C5a), 134.43 (C6a), 132.95
(C12a), 132.87 (C10a), 131.21 (C2’), 129.92 (C4a), 128.55 (C1), 128.27 (C7),
128.18 (C9), 127.63 (C8), 126.46 (C2), 125.98 (C3), 125.00 (C10), 123.54 (C4),
123.45 (C11a), 123.43 (C12), 121.83 (C11), 116.81 (C5’), 107.98 (C4’), 106.31
(C3’), 61.68 (C6), 42.50 (CH,-N5). IR (pelicula) v (cm™): 3448, 3056, 2924, 2870,
2852, 1728, 1598, 1582, 1560, 1506, 1464, 1446, 1377, 1313, 1258, 1192,
1145, 1094, 1028, 957, 858, 815, 789, 762, 716, 659, 597, 558. EMAR (ESI),

[M+1]" calculado para C2oH1gN2 311.15482; observado: 311.15507.

2-(5’-Metil-5’,6’-dihidrobenzo|c]fenanthridin-6’-il)malonato de dimetilo (3d). Este
compuesto se sintetizé usando el método B y el producto se
obtuvo como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz,

CDCls), § (ppm): 8.12 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-4’), 7.94 (d, J =

8.7 Hz, 1H, H-1"), 7.88 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-11’), 7.86-7.81
(m, 1H, H-10"), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-12’), 7.50-7.40 (m, 4H, H-2’, H-3', H-
9, H-7)), 7.33 (ddd, J=7.2, 6.9, 1.8 Hz, 1H, H-8), 4.95 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-
6'), 3.62 (s, 3H, H3-5), 3.53 (s, 3H,Hs-4), 3.45 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-2), 2.76 (s,
3H, CHsN). RMN '3C (75 MHz, CDCl), 8 (ppm): 168.20 (C3), 167.68 (C1),
140.35 (C5'a), 134.54 (C6'a), 130.99 (C12'a), 130.64 (C10’a), 129.97 (C4'a),

128.87 (C1’), 128.66 (C7’), 128.34 (C9'), 127.57 (C8’), 126.20 (C2’), 126.01
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(C3'), 125.00 (C10°), 124.25 (C4’), 124.04 (C11’a), 123.48 (C12)), 121.41 (C11),
100.00 (C2), 62.94 (C5), 56.04 (C4), 52.29 (C6’), 42.84 (CH4-N5'). IR (pelicula),
v (cm™): 3057, 2995, 2950, 2922, 2852, 1756, 1600, 1512, 1484, 1434, 1257,
1175, 1142, 1106, 1039, 977, 944, 820, 764, 712, 627, 591, 573. EMAR (ESI),

[M+1]" calculado para Co3H2oNO4: 376.15488; observado: 376.15459.

2-(5’-metil-5’,6’-dihidrobenzo[c]fenantridin-6’-il)malonato de dietilo (3e). Este
compuesto se sintetizé usando el método B y el producto se
obtuvo como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls),

S (ppm): 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4"), 7.94 (d, J = 8.7 Hz,

1H, H-1°), 7.85 (m, 2H, H-10, H-12’), 7.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
H-11’), 7.49-7.45 (m, 3H, H-3’, H-2’, H-9’), 7.42 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-8), 7.32
(dd, J=7.2, 7.5 Hz, 1H, H-7’), 4.95 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-6"), 4.21 (q, J= 7.2
Hz, 4H, Hx-6, Hp-4), 3.41 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-2), 2.76 (s, 3H, CHz-N), 1.04 (t,
J = 7.2 Hz, 3H, Hs-7), 0.99 (t, J = 6.9 Hz, 3H, Hs-5). RMN *3C (75 MHz, CDCls),
& (ppm): 167.80 (C1), 167.36 (C3), 140.50 (C5'a), 134.54 (C6'a), 131.05
(C12’a), 130.77 (C10’a), 130.02 (C4’a), 128.99 (C1’), 128.55 (C7’), 128.27 (C9"),
127.47 (C8), 126.14 (C2’), 126.00 (C3’), 124.89 (C10’), 124.28 (C4’), 124.10
(C11’a), 123.39 (C12'), 121.44 (C11’), 62.85 (C2), 61.39 (C6), 61.36 (C4), 56.33
(C6’), 42.78 (CH3-N5’), 13.93 (C7), 13.90 (C5). IR (pelicula), v(cm™): 3056,
2980, 2928, 2851, 1752, 1733, 1650, 1556, 1538, 1506, 1485, 1466, 1447,

1368, 1335, 1305, 1254, 1179, 1141, 1106, 1039, 950, 873, 818, 796, 764, 623.
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EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CasHsNO4: 404.18618; observado:

404.18573.

2,2-Dimetil-5-(5’-metil-5’,6’-dihidrobenzolc]fenantridin-6’-il)-1,3-dioxan-4,6-diona
(3f). Este compuesto se sintetiz6 usando el método A y el
producto se obtuvo como una resina &mbar. RMN 'H (300
MHz, CDCls), 6 (ppm): 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4’), 7.97 (d,

J=8.7 Hz, 1H, H-1"), 7.90 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-10’, H-12'),

7.83 (d, J=8.7 Hz, 1H, H-11’), 7.63 (dd, J = 7.5, 7.2 Hz, 1H, H-3'), 7.60-7.47 (m,
2H, H-2’, H-9"), 7.42 (dd, J = 7.2, 7.2 Hz,1H, H-8'), 7.31 (d, J = 7.2 Hz, H-7’) 4.52
(dd, J = 3.9, 12.0 Hz, 1H, H-6’), 4.12 (¢, J = 7.2 Hz, 14.1 1H, H-5), 2.85 (s, 3H,
CH:N), 1.25 (s, 6H, C(CHa)2). RMN '3C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 172.48 (C4’,
C6'), 140.72 (C5'a), 134.62 (C6'a), 133.60 (C12'a), 131.95 (C10'a), 129.82
(C4'a), 129.03 (C1’), 128.92 (C7’, C9), 127.61 (C8'), 127.47 (C2'), 127.22 (C3"),
126.72 (C10), 125.1 (C11’a), 123.94 (C4’), 122.48 (C12’), 121.52 (C11’), 106.35
(C5), 60.84 (C6'), 42.64 (C2), 37.6 (C-N5’), 27.71 (CH3-2). IR (pelicula), v (cm"”
): 3058, 2920, 2851, 1728, 1710, 1580, 1511, 1484, 1446, 1378, 1350, 1281,
1246, 1199, 1161, 1106, 1050, 1018, 920, 869, 796, 764, 719, 674, 661. EMAR

(ESI), [M+1]" calculado para CosHzoN 385.15957; observado: 385.15913.
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2-(5’-Metil-5’,6’-dihidrobenzo[c]fenantridin-6’-il)-3-oxobutanoato de etilo (39).
Este compuesto se sintetizd usando el método A y el
producto se obtuvo como una resina amarilla. Isémero A:

RMN 'H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 8.16-8.08 (m, 1H, H-4"),

7.96 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-1’), 7.86 (dd, J = 9.9, 8.7, 2H, H- © O

10’, H-12"), 7.72(d, J= 8.7 Hz, 1H, H-11’), 7.50-7.37 (m, 4H, H-2’, H-3', H-7’, H-
9), 7.34-7.28 (m, 1H, H-8’), 5.00 (d, J = 11.4 Hz, 1H, H-6"), 3.98 (c, 7.2 Hz, 2H,
Hy-5), 3.64 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-2), 2.72 (s, 3H, CH3-N), 2.06 (s, 3H, Hs-4),
1.05 (t, J = 6.9 Hz, 3H, Hs-6). Isémero B: RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm):
8.16-8.08 (m, 1H, H-4’), 7.95 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-1’), 7.86 (dd, J = 7.5, 8.7, 2H,
H-10’, H-12)), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11’), 7.50-7.37 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-7",
H-9'), 7.34-7.28 (m, 1H, H-8'), 4.95 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-6"), 4.21-4.07 (m, 2H,
OCH,-5), 3.69 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H-2), 2.75 (s, 3H, CH3-N), 2.13 (s, 3H, Hz-4),
1.03 (t, J = 6.9 Hz, Hs-6). RMN '*C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 201.85 (C1),
166.99 (C3), 134.53 (C5'a), 133.90 (C6’a), 130.65 (C12'a), 130.16 (C10'a),
129.27 (C1’), 128.92 (C7’), 128.54 (C9'), 128.42 (C4’a), 127.61 (C8’), 126.45
(C2’), 125.09 (C3’), 124.42 (C10’), 123.99 (C4’), 123.43 (C12’), 121.53 (C11),
61.24 (C6’), 60.27 (C2), 61.3 (C5), 43.10 (CH3-N5), 29.80 (C4), 14.08 (C6). IR
(pelicula) v (cm™): 3056, 2919, 2850, 1742, 1716, 1649, 1600, 1557, 1511,
1484, 1463, 1378, 1313, 1235, 1189, 1148, 1104, 1076, 1033, 945, 852, 818,
763, 650, 591, 558. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para C24H24NO3: 374.17562;

observado: 374.17533.
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2-(5’-Metil-5’,6’-dihidrobenzo[c]fenantridin-6’-il)- 1-feniletanona (3h). Este
compuesto se sintetizd6 usando el método A y el producto se
obtuvo como una resina &mbar. RMN 'H (300 MHz, CDCl3), § o
(ppm): 8.03 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4’), 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H,

H-1'), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-10’), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 1H,

H-12"), 7.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11"), 7.61 (d, J = 7.8 Hz, 2H,
H-3’, H-2)), 7.44-7.33 (m, 6H, H-7’, H-8", H-9", H-5, H-3, H-7), 7.18 (dd, J = 7.5,
7.5 Hz, 2H, H-6, H-4), 4.94 (t, J =7.2 Hz, 1H, H-6’), 3.37 (dd, J = 16.2, 8.4 Hz,
1H, HP-2), 2.82 (dd, J = 15.9, 5.7 Hz, 1H, H3-2), 2.75 (s, 3H, CHs-N). RMN "3*C
(75 MHz, CDCls), & (ppm): 208.41 (C1), 146.61 (C5a), 137.97 (C8), 134.7
(C6’a), 134.42 (C8), 132.85 (C12'a, C10’a), 130.75 (C4’a), 128.30 (C3, C7, C5),
128.17 (C4, C6), 128.05 (C1’), 127.93 (C7’), 127.87 (C9), 127.76 (C8), 126.4
(C11’a), 126.03 (C2), 126.02 (C3’), 124.65 (C10’), 124.48 (C4’), 123.25 (C12)),
121.50 (C11’), 60.45 (C2), 43.04 (C6’), 29.79 (CHs-N5). IR (pelicula), v (cm™):
3300, 2917, 2849, 1738, 1608, 1577, 1515, 1470, 1383, 1326, 1296, 1225,
1177, 1043, 1023, 967, 811, 759, 730, 680, 591. EMAR (ESI), [M+1]* calculado

para CosH2oNO: 364.17014; observado: 364.16916.

5-Metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridin-6-ilfosfonato  de  dietilo  (3i). Este
compuesto se sintetizd usando el método A y el producto se

obtuvo como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCl5), Z

§ (ppm): 8.38 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-4), 7.88 (dd, J= 8.4, 75 30 0,

2
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Hz, 2H, H-10, H-12), 7.81 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1), 7.66 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-
11), 7.55-7.34 (m, 5H, H-2, H-3, H-9, H-7, H-8), 4.61 (d, J = 24.6 Hz, 1H, H-6),
3.80-3.70 (m, 4H, H-6’, H-3"), 2.89 (s, 3H, CH3-N), 0.96 (t, J = 6.9 Hz, 6H, H.7’,
H-4’). RMN *3C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 142.11 (C5a), 134.49 (C6a), 132.04
(C12a), 129.31 (C10a), 129.23 (C4a), 128.64 (C1), 128.60 (C7), 128.29 (C9),
128.25 (C8), 127.74 (C2), 126.22 (C3), 126.09 (C10), 124.86 (C11a), 124.29
(C4), 123.00 (C12), 121.39 (C11), 63.1 (d, J = 161.3 Hz, C6), 62.6 (d, J = 7.5
Hz, C3), 62.5 (d, J = 8.3 Hz, C6’), 45.0 (d, J = 19.5 Hz, CH3-N5), 16.2 (d, J =
5.3 Hz, C4’, C7’). IR (pelicula), v (cm™): 3055, 2979, 2907, 2854, 2814, 1730,
1647, 1599, 1557, 1444, 1376, 1246, 1093, 1020, 962, 827, 761, 595, 559, 507,
480, 434. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CoH2osNOsP: 382.15720;

observado: 382.15711.

5-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridin-6-ilfosfonato  de dibutilo  (3j). Este
compuesto se sintetizdé usando el método A y el producto
se obtuvo como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz,

CDCls), § (ppm): 8.37 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4), 7.87 (dd, J =

8.7, 7.5 Hz, 2H, H-12, H-10), 7.80 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1)

7.65 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.56-7.34 (m, 5H, H-2, H-3, H-9, H-7, H-8), 4.62
(d, J =24.9 Hz, 1H, H-6), 3.84 — 3.46 (m, 4H, H-3’, H-8'), 2.89 (s, 3H, CHs-N),
1.25 (m, 4H, H-4’, H-9’), 1.13-1.01 (m, 4H, H-5, H-10’), 0.73 (t, J = 7.2 Hz, 3H,

H-11’), 0.71 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H-6’). RMN "3C (75 MHz, CDCl3), § (ppm): 139.04
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(C5a), 134.54 (C6a), 129.52 (C12a), 129.33 (C10a), 129.25 (C4a), 128.59 (C1),
128.28 (C7, C9), 127.71 (C8), 126.17 (C2), 126.07 (C3), 124.97 (C11a), 124.79
(C10), 124.36 (C4), 122.98 (C12), 121.40 (C11), 66.3 (d, J = 7.5 Hz, C3’, C8),
63.2 (d, J = 162.8 Hz, C6), 45.1 (d, J = 21.0 Hz, CH4-N5), 32.4 (d, J = 6.0 Hz,
C9’, C4’), 18.55 (d, J = 3.8 Hz, C5’, C10"), 13.58 (C6’, C11’). IR (pelicula), v (cm’
"): 3056, 2956, 2929, 2868, 1730, 1648, 1600, 1482, 1462, 1376, 1247, 1061,
1018, 978, 900, 820, 760, 595, 560, 434. EMAR (ESI), [M+1]* calculado para

CosH33NO3P: 438.21980; observado: 438.22038.

5-Metil-6-(nitrometil)-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3k). Este compuesto se
sintetizé usando el método C y el producto se obtuvo como
una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): °©

8.22 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-4), 7.93 (dd, J = 7.8, 8.7 Hz, 2H,

H-10, H-12), 7.85 (dd, J = 7.5, 2.4 Hz, 1H, H-1), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11),
7.55-7.48 (m, 3H, H-2, H-3, H-9), 7.41-7.39 (m, 2H, H-7, H-8), 5.03 (t, J = 7.8
Hz, 1H, H-6), 4.30 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CH,-NO,), 2.78 (s, 3H, CH3s.N). RMN *C
(75 MHz, CDCl3), & (ppm): 139.8 (C5a), 134.68 (C6a), 132.2 (C12a), 131.41
(C10a), 130.11 (C4a), 129.3 (C1), 129.13 (C11a), 128.27 (C7), 128.22 (C9),
127.82 (C8), 126.65 (C2), 126.62 (C3), 125.49 (C10), 124.37 (C4), 123.64
(C12), 121.14 (C11), 77.26 (C1’), 62.03 (CB), 43.18 (CH3-N5). IR (pelicula), v

(cm™): 2921, 2854, 1731, 1641, 1597, 1547, 1378, 1181, 116, 1080, 1047, 876,
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820, 765, 641, 590, 553, 459, 418. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para

C19H17N202: 305.12900; observado: 305.12877.

5-Metil-6-(1’-nitroetil)-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3l). Este compuesto se
sintetizé usando el método C y el producto se obtuvo como
una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm): °©

8.15(d, J=8.1H, 1H, H-4), 7.91 (dd, J= 8.7, 7.8 Hz, 2H, H-

10, H12), 7.83 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-1), 7.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-11), 7.56-7.48
(m, 3H, H-2, H-3, H-9), 7.43-7.33 (m, 2H, H-7, H-8), 4.58 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H-
6), 4.40-4.33 (m, J = 6.6, 10.5 Hz, 1H, H-1"), 2.72 (s, 3H, CH3N), 1.39 (d, J= 6.9
Hz, 3H). RMN C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 140.32 (C5a), 134.66 (C6a),
131.48 (C12a), 130.02 (C10a), 129.44 (C1), 129.22 (C7), 128.41 (C4a), 128.13
(C9), 127.67 (C8), 126.60 (C2), 126.59 (C3), 125.32 (C10), 124.47 (C), 123.73
(C12), 123.36 (C11a), 121.02 (C11), 83.67 (C1’), 67.11 (C6), 42.90 (CHs-N5),
17.11 (C2). IR (pelicula), v (cm™): 3296, 2401, 1714, 1643, 1597, 1547, 1446,
1382, 1355, 1276, 1250, 1073, 1046, 966, 868, 821, 763, 644, 582, 460, 443,
406. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CxoH1gN2O2: 319.14465; observado:

319.14424.
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5-Metil-6-(1’-nitropropil)-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3m). Este compuesto
se sintetizé6 usando el método C y el producto se obtuvo
como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls), § o

(ppm): 8.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-4), 7.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H,

H-10, H-12), 7.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1), 7.72 (d, J = 8.7

Hz, 1H, H-11), 7.57-7.48 (m, 3H, H-2, H-3, H-9), 7.4 (dd, 1H, J=7.5, 7.2 Hz, H-
7),7.2(d, J=7.2 Hz, H-8), 4.60 (d, J = 10.8 Hz, 1H, H-6), 4.20 (td, J= 10.8, 8.1,
1H, H-1"), 3.65 (m, 2H, H-2'), 2.71 (s, 3H, CH3-N), 0.74 (t, J = 7.2 Hz, 3H, Hs-3").
RMN *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 140.38 (C5a), 136.74 (C6a), 134.66
(C12a), 131.48 (C10a), 129.42 (C1), 129.19 (C7), 128.70 (C4a), 128.13 (C9),
127.65 (C8), 126.60 (C2, C3), 125.65 C11a), 125.34 (C10), 124.48 (C4), 123.76
(C12), 121.02 (C11), 90.64 (C1’), 66.54 (C6), 42.83 (CHs-N5), 24.51 (C2),
10.35 (C3"). IR (pelicula), v (cm™): 2920, 2851, 1729, 1549, 1482, 1463, 1375,
1349, 1235, 1175, 1084, 1019, 965, 892, 817, 763, 649, 591, 469, 434. EMAR

(ESI), [M+1]" calculado para C21H21N2O,: 333.16030; observado: 333.16029.

5-Metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina-6-carbonitrilo (3n). Este compuesto se
sintetizé usando el método A y el producto se obtuvo como

una resina café. RMN 'H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 8.36 (d, °©

J = 8.1 Hz, 1H, H-4), 7.92 (dd, J = 8.4, 6.9 Hz, 2H, H-10, H-
12),7.87 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1), 7.78 (d, J = 7.78 Hz, H-11), 7.59-7.46 (m, 5H,

H-2, H-3, H-9, H-7, H-8), 5.24 (s, 1H, H-6), 2.71 (s, 3H, CHa-N). RMN °C (75
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MHz, CDCl3), & (ppm): 141.9 (Cba), 141.0 (C6a), 135.50 (C12a), 132.76 (C1),
132.69 (10a), 129.56 (C4a), 128.67 (C7), 128.59 (C9), 128.06 (C8), 126.62
(C2), 125.62 (C3), 125.49 (11a), 125.14 (C10), 124.20 (C4), 122.16 (C12),
120.03 (C11), 95.17 (CN), 61.47 (C6), 41.26 (CH3-N5). IR (pelicula), v (cm™):
3059, 3015, 2921, 2852, 1724, 1645, 1614, 1486, 1376, 1332, 1251, 1218,
1099, 1043, 818, 760, 694, 665, 567. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para

CioH15N2: 271.12352; observado: 271.12360.

4-(3’-(5”-Metil-5”,6”-dihidrobenzo[c]fenantridin-6"-il)-2’-propiniloxi)benzaldehido
(30). EIl alquino usado en esta reaccidn se sintetizé en
base a lo reportado por Chavez y Miranda [95] . Este ¢

o
compuesto se sintetizé usando el método A y el producto

se obtuvo como una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz,
CDCls), 6 (ppm): 9.83 (s, 1H, HC=0), 8.35-8.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-4"), 7.92
(d, J = 8.7 Hz, 1H, H-1"), 7.82-7.88 (m, 2H, H-10”, H-12”), 7.70 (d, J = 8.4 Hz,
1H, H-11”), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-3, H-5) 7.53-7.47 (m, 2H, H-2", H-3"),
7.44 (dd, J = 7.5, 1.8 Hz, 2H, H-9”, H-7"), 7.37 (d, J = 7.2 Hz,1H, H-8"), 6.87 (d,
J = 8.8 Hz, 2H, H-2, H-6), 5.07 (s, 1H, H-6"), 4.72 (s, 2H, H-1"), 2.60 (s, 3H,
CHsN). RMN '3C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 190.94 (C=0), 162.37 (C4), 142.66
(C57a), 134.35 (C6”a), 131.74 (C2, C6), 131.42 (C12’a), 130.77 (C10”a),
130.28 (C1), 129.58 (C4”a), 128.61 (C1”), 128.27 (C7”), 128.02 (C9”), 126.74
(C8"), 126.41 (C2"), 126.37 (C3"), 125.36 (C10”), 124.79 (C11”a), 124.21

(C4”), 123.50 (C12”), 121.70 (C11”), 115.24 (C3, C5), 86.53 (C3’), 77.31 (C2),
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56.43 (C6"), 55.16 (C1’), 39.14 (CH3-N5"). IR (pelicula), v (cm™): 3058, 2923,
2851, 2738, 1690, 1650, 1599, 1579, 1508, 1482, 1447, 1426, 1374, 1332,
1311, 1252, 1223, 1161, 1112, 1067, 1004, 830, 923, 830, 764, 736, 695, 647,
605. EMAR (ESI), [M+1]" calculado para CogH2oNO»: 404.16505; observado:

404.16426.

6-(Feniletinil)-5-metil-5,6-dihidrobenzolc]fenantridina (3p). Este compuesto se
sintetizé usando el método C y el producto se obtuvo como
una resina amarilla. RMN 'H (300 MHz, CDCls), & (ppm):
8.47 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4), 7.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1),

7.87 (d, J =7.5, 1H, H-10, H-12), 7.74 (d, J = 8.1, 2H, H-11,

H-2), 7.60~7.44 (m, 6H, H-3, H1-H5'), 7.34-7.31 (m, 3H, H-
9, H-8, H-7), 5.30 (s, 1H, H-6), 2.71 (s, 3H, CHzN). RMN *®C (75 MHz, CDCls), §
(ppm): 143.71 (C5a), 134.32 (C6a), 132.0 (C2’, C4’), 131.85 (C12a), 131.38
(C10a), 129.50 (C4a), 128.44 (C1), 128.35 (C1’, C3', C5’), 128.22 (C7), 128.01
(C9), 126.87 (C8), 126.36 (C2), 126.30 (C3), 125.32 (C10), 125.02 (c11a),
124.39 (C4), 123.26 (C12), 123.04 (C6’), 121.85 (C11), 87.10 (C8’), 86.38 (C7’),
55.52 (C6), 37.59 (CHa-N5). IR (pelicula), v (cm™): 3055, 2922, 2852, 2808,
1735, 1656, 1598, 1483, 1445, 1372, 1334, 1285, 1256, 1099, 1068, 1041, 915,
816, 757, 690, 654, 558, 433. EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CzsHzoN

346.15957; observado: 346.15913.
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CAPITULO 5
RESULTADOS y DISCUSIONES

5.1 Obtencion de los alcaloides naturales

A partir de 38 gramos de los sélidos insolubles en metanol, obtenidos durante la
preparacion del extracto metandlico de las semillas de B. latisepala, se
purificaron dos alcaloides que fueron caracterizados como dihidrosanguinarina
(1, DHS) vy dihidroqueleritrina (2, DHQ) de acuerdo con sus datos

espectroscépicos.

5.1.1 Elucidacién estructural del alcaloide dihidrosanguinarina (1, DHS)

A partir de la fraccién C se purificaron 1.1 g de sélidos blancos que funden a
193-194 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 10) de DHS
muestra una senal simple en 6 2.62 ppm que integra para tres hidrégenos y que
corresponde al grupo metilo unido a nitrégeno. En 6 4.2 ppm se observa un

singulete que integra para dos hidrogenos y que corresponde a los protones
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bencilicos contiguos a nitrégeno (H.-6); mientras que, en 6 6.04 y 6.05 ppm se
observan dos sefales simples que integran para dos hidrogenos cada una y
que corresponden a los dos grupos dioximetilenos (Hz-13, Hz-14). En la region
de protones aromaticos se observan cuatro sefales dobles en & 6.86 (J = 8.1
Hz), 7.30 (J = 84 Hz), 748 (J = 8.7 Hz) y 7.69 (J = 9.0 Hz), las cuales
corresponden a los protones en posicion orto H-9, H-10, H-12 y H-11,
respectivamente. Ademas, se observan dos sefales simples que integran para
un hidrégeno cada una y que resuenan en 6 7.11 ppmy 7.67 ppm, las cuales
corresponden a los grupos metinos en posicibn para H-1 y H-4,
respectivamente. La comparacién de los datos experimentales con los
reportados en la literatura permitié establecer que la estructura corresponde al

alcaloide dihidrosanguinarina (1).
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Figura 21. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls;) de dihidrosanguinarina (DHS, 1)
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5.1.2 Elucidacién estructural del alcaloide dihidroqueleritrina (2, DHQ)

A partir de la fraccion D se obtuvieron 1.5 g de cristales amarillos que funden a
163-164 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 11) de DHQ
muestra una sefnal simple en § 2.59 ppm que integra para tres hidrégenos y
que corresponde al grupo metilo unido a nitrégeno. En la region de protones
geminales a heteroatomo se observan dos senales simples que integran para
tres hidrégenos cada una y que resuenan en 6 3.87 y 6 3.93 ppm, las cuales
corresponden a los grupos metoxilos (CH3O) unidos a C8 y C7,
respectivamente. Ademas, se observa un singulete que integra para dos
hidrégenos en & 4.29 ppm, el cual corresponde a los protones bencilicos
contiguos a nitrogeno (CH»-6); aunado a una sefial simple en § 6.05 ppm que
integra para dos hidrégenos, los cuales corresponden al grupo dioximetileno
(OCH20-13). En la region de aromaticos se observan cuatro dobletes que
resuenan en § 6.95 (J=7.8 Hz), 7.49 (J=9.0 Hz), 7.52 (J=8.7Hz) y 7.71 (J =
8.7 Hz), los cuales integran para un hidrégeno cada uno y corresponden a los
grupos metinos H-9, H-10, H-12 y H-11, respectivamente. También se observan
dos singuletes en 6 7.11 y 7.68 ppm, los cuales integran para un hidrégeno y
corresponden a los grupos metinos H-1 y H-4. La comparacién de los datos
experimentales con los reportados en la literatura permitié establecer que la

estructura corresponde al alcaloide denominado dihidroqueleritrina (2).
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Figura 22. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de dihidroqueleritrina (DHQ, 2)

5.2 Sintesis de los derivados de DHS

Después de la obtencion del alcaloide DHS a partir de las semillas de B.

latisepala, se realizé el acoplamiento cruzado deshidrogenativo entre DHS (1) y

malonato de dimetilo (DMM), siendo considerada la reaccion modelo para

optimizar las condiciones de reaccion.
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Figura 23. Esquema de optimizacion de la reaccién de ACD entre DHS y malonato de dimetilo.
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Considerando las condiciones de reaccién reportadas por Li y cols. [96], se
exploro el uso de CuBr (10 mol%) como catalizador en condiciones aérobicas a
50 °C, pero el producto 1a so6lo se obtuvo en 33% de rendimiento (Tabla 1,
experimento 1). Por lo anterior, se decidi6 aumentar la cantidad de catalizador
de 20 mol% hasta cantidades equimolares, pero la formacion de 1a se
incrementd hasta rendimientos moderados de 55 y 57% (Tabla 1, experimentos
2-4). El uso de CuBr en cantidades equimolares no es adecuado para
reacciones catalizadas por metales, por lo cual se decidié explorar la
incorporacion de aditivos y oxidantes para disminuir el CuBr a cantidades
cataliticas (5 0 10 mol%). Al usar NBS (N-bromosuccinimida) como aditivo no se
obtuvo el producto deseado (Tabla 1, experimento 5); en tanto que, el uso de
DDQ o H20O, como oxidantes que favorecen la formacién del ion iminio, s6lo
promovieron la formacibn de 1a en muy bajos rendimientos (Tabla 1,
experimentos 6, 7 y 16). El uso de otro oxidante como el hidroperoxido de ter-
butilo (+BuOOH) en presencia de 10 mol% de CuBr sélo condujo a la formacién
de 1a en 15%; mientras que, la misma cantidad de oxidante (1.2 eq.) en
presencia de menor cantidad de CuBr (5 mol%) solo incremento el rendimiento
hasta 20% (Tabla 1, experimentos 8 y 9). Al disminuir la cantidad de oxidante a
1 eq., se observd que el rendimiento de 1a aumentd hasta 43% (Tabla 1,
experimento 10). Después se probaron diferentes disolventes, conservando
cantidades cataliticas de CuBr y equimolares de t+BuOOH. La mezcla de

reaccion en tolueno produjo 20% de 1a (experimento 11); mientras que, en
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Tabla 1. Optimizacién de reaccion de ACD entre DHS y malonato de dimetilo.

Exp Catalizador Oxidante Tiempo Temperatura Disolvente  Rendimiento
(mol%) (Eq.) (h) °C (%)
1 CuBr (10) - 12 50 THF 33
2 CuBr (20) - 6 50 THF 38
3 CuBr (25) - 6 50 THF 55
4 CuBr (1 eq.) - 3 50 THF 57
5 CuBr (10) NBS (1.1) 6 70 Tolueno -
6 CuBr (10) DDQ (0.5) 24 80 THF 7
7 CuBr (10) DDQ (1.1) 6 100 THF 10
8 CuBr (10)  t+BuOOH (1.2) 6 50 THF 15
9 CuBr (5) +BuOOH (1.2) 6 50 THF 20
10 CuBr (5) BuOOH (1) 6 30 THF 43
11 CuBr (5) BuOOH (1) 8 60 Tolueno 20
12 CuBr (5) tBuOOH (1) 6 30 CHsCN 40
13 CuBr (5) tBuOOH (1) 4 30 DMF 49
14 CuBr (5) +-BuOOH (1) 5 30 - 28
15 CuBr (5) - 24 30 CH;CN 77
16 CuBr (5) H.0. (2) 3 30 CHsCN 24
17 FeCl, (10) - 24 80 THF -
18 I>(10) - 24 60 MeOH 13.38
19 I>(10) - 12 30 MeOH 4.5
20 I>(10) H.05 (2) 6 50 THF 12

CH3sCN y DMF produjo 40 y 49%, respectivamente (experimentos 12 y 13).
Ademas de evaluar el efecto del disolvente en la produccidén de 1a, la reaccion
se realiz6 sin disolvente, pero el rendimiento fue muy bajo (experimento 14). A
pesar de que el rendimiento de 1a fue menor en CH3CN que en DMF (Tabla 1,
experimentos 12 y 13), los siguientes experimentos se realizaron en CH3CN,
pero en presencia de aire y peroxido de hidrégeno (Tabla 1, experimentos 15y
16). El mejor resultado ocurri6 en presencia de oxigeno ambiental,
obteniéndose 1a en 77% de rendimiento (Tabla 1, experimento 15).
Adicionalmente, se realizaron otros experimentos en presencia de diferentes

catalizadores (FeCl. y I»), bajo aire ambiental y desde temperatura ambiente
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hasta 80 °C; sin embargo, los rendimientos fueron muy bajos (experimentos 17-
20). Considerando los rendimientos obtenidos para 1a, las mejores condiciones
de reaccién resultaron: DHS (1 eq.), Nucledfilo (3 eq.), CuBr (5 mol%), CH3;CN
(0.5 mL), 30 °C y 24 horas. Estas condiciones de reaccién fueron extrapoladas
para el ACD de DHS con otros nucledfilos, obteniéndose los derivados

correspondientes en rendimientos moderados y buenos (Tabla 2).

Tabla 2. Derivados de DHS (1) obtenidos mediante reacciones de ACD.

Exp 1 Nucleofilo Producto Rend. (%)* Exp. 1 Nucleofilo Producto Rend.(%)?

77.1 5 1 CHE o A L 55.0

45.1 6 1 H,C-NO, Lo Ly, 63.0°

51.3 7 1 9 O~ e 39.7

Q- L
i S
43.0 8 1 h RS 47.8
O

Condiciones de reaccién: DHS (1 eq.), Nucledfilo (3 eq.), CuBr (5 mol%), en CHsCN a 30°C por
24 horas. ®Rendimientos en base a DHS. ® Se agregé 5 eq. de nucledfilo.
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5.2.1 Elucidacion estructural de los derivados de DHS

5.2.1.1 Elucidacién estructural de 1a.

El producto 1a fue obtenido en 77 % de rendimiento como un sdlido blanco que
fundié a 228 °C. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 24) del
compuesto 1a se observa una sefial simple en § 2.7 ppm con una integracion
para tres hidrégenos, la cual fue atribuida al grupo metilo unido a nitrogeno
CHs-N5. Ademas, se observan dos singuletes en § 3.58 y 3.68 ppm, los cuales
integran para tres hidrégenos cada uno y corresponden a los protones Hs-4’ y
H3.5 presentes en el fragmento del éster mal6nico. Esto se puede corroborar en
el espectro de RMN '3C donde se observan dos sefiales que resuenan en &
52.4 y 52.5 ppm, correspondientes a los grupos metoxilo y dos senales en &
167.0 y 168.0 ppm, correspondientes a los carbonilos C1’y C3'. En el espectro
de RMN 'H se observan dos sefiales dobles en & 3.44 y 5.08 ppm, las cuales
integran para un hidrégeno cada una. La primera sefial doble (J = 10.8 Hz)
corresponde al protén acido del éster maldnico (H-2’), mientras que la sefal
doble resonante en § 5.8 (J= 11.1 Hz) corresponde a H-6. Ademas, en § 6.02 y
6.05 se observan dos singuletes anchos que integran para un hidrégeno cada
uno y que corresponden a los hidrogenos de los grupos dioximetilenos (H»>-14),
y en & 6.03 resuena un singulete ancho que integra para dos hidrégenos
correspondientes al los hidrégenos de la posicion 13 (H>-13). En la regién de

protones aromaticos se observan cuatro senales dobles en § 6.89 (J = 8.1 Hz),
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7.34 (J =81 Hz), 749 (J = 8.7 Hz) y 7.70 ppm (J = 8.7 Hz), las cuales
corresponden a los protones H-9, H-10, H-12 y H-11, respectivamente.
Adicionalmente, se observan dos senales simples en 6§ 7.1 y 7.4 ppm, las
cuales integran para un hidrégeno cada una y corresponden a H-1 y H-4,
respectivamente. La presencia de carbonos aromaticos se puede corroborar en
el espectro de RMN 'C donde se observan 16 sefiales en la regién de 100-148
ppm, excluyendo las dos sefales resonantes en 6 101.2 y 101.6 que

corresponden a los carbonos C13 y C14 de los grupos dioximetilenos.
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Figura 24. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 1a
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5.2.1.2 Elucidacién estructural de 1c.

El producto 1c fue obtenido en 48% de rendimiento como un sélido beige que
fundié a 205 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 25) del
compuesto 1¢ muestra una sefal simple en § 2.67 ppm que integra para tres
hidrégenos y que corresponde al grupo metilo unido a nitrégeno. Ademas, se
observa una sefal simple en § 5.36 ppm que integra para un hidrogeno y que
corresponde a H-6. En 6 6.07 y 6.12 ppm resuenan dos dobletes (J=1.2y 1.5
Hz respectivamente), los cuales integran para un hidrégenos cada uno y
corresponden a los protones de los grupos dioximetilenos (H2-13) y, en § 6.05
se observa un sefial simple que integra para dos hidrégenos que corresponden
a los protones del dioximetileno de la posicion 14. Esto se puede corroborar en
el espectro de '*C donde se observan las sefiales en § 101.1 y 101.7 que
corresponden a los carbonos C13 y C14, respectivamente. En la regién de
protones aromaticos se observa el patrén de sefales caracteristicos de DHS; es
decir, se observan cuatro dobletes en 6 6.90, 7.35, 7.51 y 7.73 ppm (H-9, H-10,
H-12 y H-11) y dos singuletes en 6 7.11 y 7.77 ppm (H-1 y H-4). En esta misma
regidbn se observa un multiplete en el rango de & 7.17-7.12 que integra para
cinco hidrégenos, los cuales corresponden al grupo fenilo del fragmento de
fenilacetilieno (H1’-H-5’). El fragmento de fenilacetileno también quedd
confirmado por las sefales de '*C resonantes en § 77.31 (C7’), 87.68 (C8),

122.99 (CB’), 127.95 (C2'y C4’), 131.92 (C1’, C3'y C5').
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Figura 25. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 1c.

5.2.1.3 Elucidacioén estructural de 1d.

El producto 1d fue obtenido en 43% de rendimiento como un sélido beige que
funde a 175-177 °C. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 26) del
compuesto 1d se observan dos tripletes en 6 0.95 y 0.99, los cuales integran
para tres hidrégenos cada uno y corresponden a los grupos metilos (Hs-4" y Hs-
7’) del fragmento de dietilfosfito incorporado a DHS. Dos multipletes resonantes
en las regiones comprendidas entre 6 3.50-3.84 y 3.91-4.13 ppm integran para
dos hidrégenos cada uno y corresponden a los grupos metilenos (H>-6" y H»-3)
del fragmento de fosfito. La unién del grupo fosfito a la posicion 6 de DHS

quedd confirmada por la sefial doble que resuena en & 4.76 ppm, cuya
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constante de acomplamiento de 24.3 Hz se debe al acoplamiento de H-6 con el
atomo de fésforo y, en el espectro de RMN '3C (ver anexo) se observa una
senal doble que resuena en & 57.1 ppm la cual presenta una constante de
acoplamiento de 166.5 Hz y corresponde al carbono unido a fésforo (C(6)-P).
Las sefales que resuenan en la regién de campo mas bajo en el espectro de 'H
corresponden al resto de los protones de DHS. El singulete ancho y doblete (J =
1.5 Hz) que se observan en 6 6.06 y 6.10 ppm, respectivamente, corresponden
a los grupos dioximetilenos (H>-13 y H>-14). Los cuatro dobletes resonantes en
56.88 (J=8.1 Hz), 7.31 (J=8.1 Hz), 7.45 (J= 8.4 Hz) y 7.65 ppm (J = 8.7 Hz)
corresponden a los grupos metinos en posicion orto (H-9, H-10, H-12 y H-11);
mientras que, los dos singuletes en 6 7.08 y 7.71 ppm corresponden a los

grupos metinos en posicidon para (H-1 y H-4).
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Figura 26. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) del compuesto 1d
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5.2.1.4. Elucidacién estructural de 1f.

El producto 1f fue obtenido en 43% de rendimiento como un sélido blanco que
funde a 238-240 °C. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 27) del
compuesto 1f se observan las sefales que corresponden a DHS: a) en § 2.69
ppm resuena el singulete atribuido a los hidrogenos del grupo metilo unido a
nitrégeno (CH3-N5), b) en § 6.06, 6.09 y 6.10 ppm se observan un singulete y
dos dobletes (J = 1.2 Hz), respectivamente, correspondientes a los dos grupos
dioximetilenos (H2-13 y H»-14), ¢) en 6 6.92, 7.38, 7.52 y 7.67 ppm resuenan
cuatro dobletes que corresponden a los protones orto H-9, H-10, H-12 y H-11,
d)yen s 7.10 y 7.50 ppm se observan dos singuletes atribuidos a los protones
para H-1 y H-4. La incorporacion del fragmento de nitrometano en la posicidén 6
de DHS quedé confirmada por el doblete de dobletes que resuena en § 5.17 (J
=10.8 y 4.5 Hz) y que corresponde al protdén H-6 acoplado a los hidrégenos que
se encuentran geminales al grupo nitro (Hz-1’), los cuales a su vez resuenan
como dobletes de dobletes en § 4.24 (J = 12.0, 4.5 Hz) y 4.31 ppm (J = 11.4,

11.1 Hz).
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Figura 27. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) del compuesto 1f

5.3 Sintesis de los derivados de DHQ

Después de la obtencién del alcaloide DHQ a partir de las semillas de B.
latisepala, se iniciaron una serie de experimentos para optimizar las condiciones
de reaccion para el acoplamiento cruzado deshidrogenativo (ACD) entre DHQ

(2) y nitrometano (CH3NO,), considerada la reaccién modelo.

Ly
> °
o N\ + H3C-NO, CuI°3r(5%moI), .
t (h), °C, disolvente
o
~N 2 a

1 eq. 3eq.
Figura 28. Esquema de reaccion de ACD entre DHQ y nitrometano.
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Tabla 3. Optimizacién de reaccion de ACD entre DHQ y nitrometano.

Exp. Tiempo (h) Temperatura (°C) Disolvente Rendimiento (%)°

1 6 30 CH,CN 68
2 6 30 DMF 31
3 12 60 Tolueno 20
4 6 30 Tol:CH,CN 28
5 5 30 THF 49
6 6 30 - 33°
7 24 30—120 H.O NR
8 6 30 CH4CN 54°

? Rendimientos aislados en base a DHQ. ° El nitrometano se usé como disolvente. ° Se agregé 1
equivalente de BuOOH.

Tomando en cuenta las condiciones de reaccidén 6ptimas para el ACD de DHS
con dimetilmalonato (Tabla 3), el primer experimento de ACD del alcaloide DHQ
con nitrometano fue realizado con 5 mol% de CuBr en presencia de aire
ambiental a temperatura ambiente, obteniéndose 68% de rendimiento del
producto deseado 2a (Tabla 3, experimento 1). A pesar de haber obtenido un
buen rendimiento, se explor6 el efecto del disolvente para incrementar el
rendimiento de 2a. Al utilizar DMF como disolvente, el rendimiento de 2a
disminuy6 drasticamente hasta 31% (experimento 2); mientras que, la reaccion
en tolueno condujo a la obtencion de 2a en 20% (experimento 3). Usando la
mezcla de tolueno:CH3CN (1:1) el rendimiento aumenté a 28% (experimento 4),
pero al cambiar el disolvente por THF se incrementé al rendimiento moderado
de 49% (experimento 5). Por otro lado, se explor6 el uso del nucleéfilo CHzNO,
como disolvente, pero 2a se obtuvo en 33% de rendimiento (experimento 6).
Con la finalidad de proponer una reaccion amigable con el medio ambiente, se
explord la reaccién usando agua como disolvente; sin embargo, el producto 2a

no se obtiene a pesar del incremento gradual de temperatura hasta 110 °C
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(Tabla 3, experimento 7). Finalmente, se exploré el uso del agente oxidante t
BuOOH en las condiciones del experimento 1; sin embargo, no se logra mejorar
el rendimiento (Tabla 3, experimento 8). Por lo anterior, las condiciones 6ptimas
para la obtencién del producto 2a fueron: DHQ (1 eq.), NO>CHs (3 eq.), CuBr (5

mol%), en CH3CN a 30°C por 24 horas.

Después de haber obtenido las mejores condiciones de reaccidn, se exploraron
diversos nucleodfilos para el ACD con DHQ, obteniéndose los productos

deseados en rendimientos bajos, moderados y buenos (Tabla 4).
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Tabla 4. Derivados de DHQ obtenidos por reaccién de ACD con diversos nucleofilos®

Exp Nucleéfilo Derivado Rendimiento Exp Nucledfilo Derivado Rendimiento
(%)° (%)°
o] H (o]
L 50 QL
H;C—NO, O o oo O
1 a ~o N 68 7 ° :\ 45
0 NO, [°} o oo
2a ~ L~
2g
2 48° 11 47
NN S o
h
0
SO
c SR
3 33 N )J\)Lo ~_ o N 43
9 ) % o
I O O~
2i
4
60 10 55
5
43 11 29
12
6 48 39¢

2

& Condiciones de reaccién: DHQ (1 eq.), NO,CHjs (3 eq.), CuBr (5 mol%), en CH3CN a 30°C por

24 horas.

® Los rendimientos son reportados en base a DHQ.

°Se agreg6 5 equivalentes de nucledfilo
4La temperatura se aument6 a 70°C
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5.3.1 Elucidacion estructural de los derivados de DHQ (2).

5.3.1.1 Elucidacién estructural del derivado 2a.

El producto 2a fue obtenido en 68 % de rendimiento como un sélido blanco que
presenté un punto de fusién de 196-197 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz,
CDCls, Figura 29) del compuesto 2a exhibe las senales tipicas debidas a los
protones de DHQ; es decir, en § 2.7 ppm se observa el singulete que integra
para tres hidrogenos y que corresponde al grupo metilo unido al nitrégeno (HsC-
N5). A campo mas bajo, se observan dos singuletes en 6§ 3.96 y 4.04 ppm que
integran para tres hidrégenos cada uno y que corresponden a los grupos
metoxilos (CH30-C7 y CH3O-C8); mientras que, en § 6.07 ppm resuena una
senal simple que integra para dos hidrogenos y que corresponde al grupo
dioximetileno (Hz-13). Aunado a lo anterior, en el espectro de 'H se observan
cuatro sefales dobles en § 7.05 (J= 8.7 Hz), 7.53 (J= 8.4 Hz), 7.60 (J = 8.7 Hz)
y 7.70 ppm (J = 8.7 Hz), atribuidas a los protones en posiciéon orto H-9, H-10, H-
12 y H-11, respectivamente; asi como, dos senales simples § 7.12 y 7.52 ppm
que corresponde a los protones en posicién para H-1 y H-4, respectivamente.
La incorporacion del nucleéfilo CH3NO, a la posicion 6 de DHQ quedd
confirmada por la sefnal doble de doble centrada en 6 5.35 ppm (J = 11.1, 4.2
Hz), la cual integra para un hidrégeno y corresponde a H-6. La multiplicidad de

H-6 es congruente con su acoplamiento a los protones geminales al grupo nitro,
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los cuales a su vez resuenan como dobletes de dobletes centrados en 6 4.16 (J

=11.7,11.1 Hz) y 4.30 ppm (J= 11.7, 4.2 Hz) (Figura 30).
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Figura 29. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 2a
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Figura 30. Ampliacion del espectro de RMN "H del compuesto 2a
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5.3.1.2 Elucidacién estructural de 2e.

El producto 2e fue obtenido en 43% de rendimiento como un sélido rojo que
presenté un punto de fusién de 227-228 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz,
CDCl3, Figura 31) exhibe las sefiales que confirman la incorporacion del
fragmento de 2-metilindol a DHQ; es decir, en § 1.88 ppm se observa un
singulete que integra para tres hidrogenos y que corresponde al grupo metilo
unido a un carbono de hibridacién sp? (Hs-C2’), en & 7.41 ppm se observa un
singulete ancho que integra para un hidrégeno y que corresponde al hidrogeno
unido directamente al nitrégeno del indol (H-1’), en § 7.02 y 6.94 ppm resuenan
dos sefales multiples que corresponden a los protones H5', H6’ y H7” y en &
7.32 ppm se observa una sefial doble de doble (J = 9.0, 4.2 Hz) que
corresponde al proton H4’ del indol. La union del 2-metilindol a DHQ también
quedd evidenciada por la sefial simple que resuena en § 5.89 ppm, la cual
integra para un hidrégeno y corresponde a H-6. Las sefales remanentes en el
espectro de 'H son congruentes con los protones tipicos de DHQ. Los tres
singuletes que resuenan en & 2.83, 3.65 y 3.95 ppm integran para tres
hidrégenos cada uno y corresponden a los grupos metilos unidos a nitrégeno
(CH3-N5) y oxigeno (CH30O-C7 y CH30-C8); asi como, los singuletes anchos
resonantes en & 5.94 y 6.00, que integra para un hidrégeno cada uno y se
atribuyen al grupo dioximetileno (H>-13). Adicionalmente, se observan las
sefnales dobles en § 7.07 (J=8.4 Hz), 7.34 (J=8.4 Hz), 7.61 (J=8.7 Hz) y 7.69

ppm (J = 8.7 Hz) de los protones orto H-9, H-10, H-12 y H-11, respectivamente;
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aunado a, las senales simples resonantes en § 6.94 y 7.56 ppm de los protones

para H-4 y H1, respectivamente.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 2e

5.3.1.3 Elucidacioén estructural de 2f.

El producto 2f fue obtenido en un 48% de rendimiento como un sélido blanco
con un punto de fusién de 177-178 °C. En el espectro de RMN 'H (300 MHz,
CDCl3, Figura 32) del producto 2f se observa un doblete en & 5.09 ppm (H-6)
con una constante de acoplamiento de 25 Hz que confirma el acoplamiento de

H-6 con el atomo de fésforo del fragmento de dietilfosfito incorporado a DHQ.
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Las otras senales de los protones del fragmento de dietilfosfito resuenan como
dos tripletes centrados en 6 0.93 y 0.97 ppm (J = 6.9 Hz, H3-7’ y H3-4’) y un
multiplete en 6 3.87-3.38 (H.-3' y H»-6'), los cuales corresponden a los dos
grupos etilos. Las sefales remanentes corresponden a los protones de DHQ.
En el espectro de 'H se observan los cuatro dobletes atribuidos a los protones
orto H-9, H-10, H-12 y H-11 (86 6.97, 7.45, 7.47 y 7.68 ppm) y los dos singuletes
correspondientes a los protones para H-1y H-4 (56 7.08 y 7.7 ppm). En la region
de protones geminales a heteroatomo se observan tres sefiales simples en &
2.72, 3.92 y 4.01 ppm, las cuales integran para tres hidrégenos cada uno y
corresponden a los grupos metilos unidos a nitrégeno (CHs-N5) y oxigeno
(CH30-C7 y CH30-C8); mientras que, en & 6.05 y 6.04 resuenan dos dobletes (J
= 1.2 Hz), que integra para dos hidrégenos y se atribuye al grupo dioximetileno

(H2-13).
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Figura 32. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) del compuesto 2f
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5.3.1.4 Elucidacién estructural de 2i

El producto 2i fue obtenido en 47 % de rendimiento como una resina amarilla.
En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 33) del compuesto 2i se
observan a campo alto dos senales triples (6 1.01 y 1.09 ppm) que integran
para tres hidrogenos cada una y pertenecen a los protones Hs-5 (J=6.9 Hz) y
Hs-7’ (J = 7.2 Hz) presentes en el fragmento de dietilmalonato. En la regién de
protones geminales a oxigeno de éster se observan dos sefales quintuples
centradas en § 3.97 (J=7.5 Hz) y 4.13 ppm (J = 7.2 Hz), las cuales integran
para dos hidrégenos cada una y corresponden a los grupos metilenos (H>-6" y
H.-4’) del dietiimalonato. Las sefales diagnosticas de que el dietiimalonato
quedd incorporado a la posiciéon 6 de DHQ se observan como dos dobletes
centrados en 6 3.34 (J = 11.1 Hz) y 5.21 ppm (J = 10.8 Hz), las cuales
corresponden al proton acido del éster malonico (H-2') y a H-6,
respectivamente. Por otro lado, en § 2.69 y en 3.91 ppm se observan dos
singuletes con integrales para tres y seis hidrogenos, los cuales son
caracteristicos del grupo metilo unido a nitrégeno (CHs-N5) y los dos grupos
metilos unidos a oxigeno (CH3O-C7 y CH30O-C8), respectivamente. Asimismo,
en § 6.02 ppm se observa el singulete ancho del grupo dioximetileno (H>-13) y
a campo mas bajo las senales atribuidas a los protones aromaticos del nicleo
de benzo[c]fenantridina. La presencia de cuatro dobletes en 6 6.98, 7.47, 7.53 y

7.73 ppm se atribuy6 a los protones aromaticos H-9, H-10, H-12 y H-11,
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respectivamente; mientras que, los dos singuletes en § 7.10 y 7.43 ppm se

atribuyeron a los protones H-1 y H-4, respectivamente.
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Figura 33. Espectro de RMN 'H (300 MHz CDCl;) del compuesto 2i

5.3.1.5 Elucidacion estructural de 2j.

El producto 2j fue obtenido en 55 % de rendimiento como un sélido gris que
funde a 119-120 °C. El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 34) del
compuesto 2j muestra las sefales caracteristicas de los protones geminales a
heteroatomos de DHQ, las cuales resuenan como sefales simples en 62.64,

3.94, 4.01 y 6.04 ppm y corresponden al grupo metilo unido a nitrégeno (CHs-
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N5), los dos grupos metoxilos (CH30O-C7 y CH30-C8) y el grupo dioximetileno
(H2-13). Préximo a la senal del dioximetileno resuena un singulete en § 5.66
ppm, el cual integra para un hidrogeno y corresponde a H-6, confirmandose la
unién del fenilacetileno a la posicién 6 de DHQ. En la regién de campo mas bajo
del espectro de 'H se observan los cuatro dobletes atribuidos a los protones
orto H-9, H-10, H-12 y H-11 (5 6.99, 7.51, 7.57 y 7.75 ppm) y los dos singuletes
correspondientes a los protones para H-1y H-4 (6 7.11 y 7.79 ppm) del nucleo
de benzol[c]fenantridina. El multiplete remanente, que resuena entre § 7.07 y
7.10 ppm, corresponde a los protones aromaticos del fenilacetileno (H-1'-H5’).
Dicho fragmento se puede confirmar en el espectro de '*C por las sefiales
resonantes en 6 81 (C7’), 88 (C8’), 123.56 (C6’), 127.14 (C3’), 127.25 (C2' y

C4’)y 131.1 ppm (C1’ y C5').
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (300 MHz CDCl;) del compuesto 2j
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5.4 Sintesis de la plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina
(DHB).

La sintesis de la N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (3) se inicié con la
preparacion de N-(2-bromobencil)naftilamina (6). A partir del 2-
bromobenzaldehido (4) y de 1-naftilamina (5) se prepard el compuesto 6 por
aminacion reductiva utilizando InCl; como catalizador y NaBH3CN como agente
reductor, obteniéndose un rendimiento de 94% (Figura 35). Posteriormente, se
realizd una metilacion con NaH y CHsl a temperatura ambiente para la
obtencion de N-metil-(2-bromobencil)naftilamina (7), obteniéndose un
rendimiento de 89% (Figura 35). Finalmente, se procedi6 a ciclar el compuesto
7 para la formacién de la dihidrobenzofenantridina 3 (Figura 35), la cual se
logré por un acoplamiento intramolecular catalizada por paladio y los resultados

de los experimentos de optimizacién se resumen en la Tabla 5.

Br Br
0 H NH, HN >N SN
Br “ i ii iii O
Q0 00 1 0
4 5 6 7 3

Figura 35. Ruta sintética para la obtencion de la N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina.
Condiciones de reaccion: i) a) InCl3(0.1 eq), t.a., 2h, CH,Cl, ; b) NaBH3;CN (3.0 eq.), 16h 0°C-
t.a. ii) a)NaH (2 eq.) 1h 0-t.a.; b) CHsl (10 eq.), t.a, 16 h. iii)Compuesto 7 (1 eq.), Cs,CO; (2.0
eq.), Pd(AcO), (30 mol%), tetrafluoroborato de triciclohexilfosfonio (60 mol%), 130°C, 6 h, DMA
(20 mL).
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Se iniciaron los experimentos usando los catalizadores PdCI,/PPhs 0 Pd(PPhs)4
en presencia de KoCO3; a 140°C en N,N-dimetilacetamida (DMA), pero no se
obtuvo el producto deseado (Tabla 5, experimentos 1-3). Sin embargo, con la
combinacién de Pd(AOc). y CysP-HBF4 en presencia de K.CO3; se obtuvo el
producto deseado en bajos rendimientos (experimentos 4-5), incluso cuando el
ligante Cys;P-HBF,4 se reemplazé por el P(o-tol); (experimento 6). La sustitucién
de KoCOs; por otras bases débiles tales como Na,COsz; Ks3;PO, y AcONa
resultaron ineficaces para favorecer el proceso de acoplamiento (experimentos
7-9), pero el uso de una base fuerte como el +BuOK mejor6 ligeramente el
rendimiento del producto 3. La reaccion resulté mas eficiente cuando se
disminuye la temperatura a 130°C y cuando la DMA se remplaza por tolueno
(experimentos 10-12). Curiosamente, el compuesto 3 se obtiene en mejores
rendimientos (42 y 45%) cuando se usa como base el Cs,CO3 (2 0 2.5 equiv.)
en DMA a 140 °C (experimentos 13-14). Cuando la reaccion de acoplamiento
se realiz6 a 130 °C por 12 h, el rendimiento disminuye ligeramente de 45% a
40% (experimento 15). Por otro lado, los experimentos revelaron que un tiempo
corto de reaccién (6 h) y mayor cantidad de catalizador (30 mol%) y ligante (60
mol%) son factores criticos para incrementar el rendimiento del producto 3 de

40% a 79% (experimento 16).

Por lo tanto, las condiciones éptimas para la reacciébn de acoplamiento
intramolecular biarilo del compuesto 7 se lograron con 1 equivalente de 7, 30

mol% de Pd(OAc),, 60 mol% de CysP-HBF, en DMA a 130 °C por 6 h.
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Tabla 5. Optimizacion de la reaccion de Heck para la preparacion de DHB (3).?

Experimento Catalizador Ligante Base Temperatura Tiempo Rendimiento
°O () %)
1 PdCl, PPh; K,CO; 140 24 NR
2 PdCL PPh; K,CO; 140 24 NR®
3 Pd(PPhs), - K,CO; 140 24 NR
4 Pd(AOc), Cy;P-HBF, K,CO; 140 24 9°
5 Pd(AOc), Cy;P-HBF, K,CO; 140 24 16
6 Pd(AOc), P(o-tol)s K,CO; 140 24 8¢
7 Pd(AOc), Cy;P-HBF, Na,CO; 140 24 NR
8 Pd(AOc), Cy;P-HBF, K;PO, 140 24 NR
9 Pd(AOc), Cy;P-HBF, AcONa 140 24 NR
10 Pd(AOc), Cy;P-HBF, t-BuOk 140 12 18
11 Pd(AOc), Cy;P-HBF, t-BuOk 130 12 25
12 Pd(AOc), Cy;P-HBF, t-BuOk 110 12 36%
13 Pd(AOc), Cy;P-HBF, Cs,CO; 140 24 42
14 Pd(AOc), Cy;P-HBF, Cs,CO; 140 24 45¢
15 Pd(AOc), Cy;P-HBF, Cs,CO; 130 12 40
16 Pd(AOc), Cy;P-HBF, Cs,CO; 130 6 79%

Condiciones de reaccién: Compuesto 7 (1 equiv), catalizador (20 mol%), ligante (40 mol%), base (2 equiv),
DMA (0.2 M). °La reaccion fue llevado a cabo en dimetilformamida. °Catalizador (10 mol%). “Base (2.5 equiv).
®Se us6 tolueno como disolvente. ‘Catalizador (30 mol%) y ligante (60 mol%).

Asi, se optimizaron las condiciones de reaccion para la preparacion de la
plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina (DHB) 3, obteniéndose un
65 % de rendimiento total. Cabe destacar que, la sintesis de la plataforma 3 se
logré en solo 3 pasos de reaccidn; mientras que, Ichiya y Padwa reportan
metodologias que involucran mayor nimero de pasos (5 pasos de reaccion)
[96, 97]. Aunado a lo anterior, en la presente investigacibn se obtuvo la
plataforma 3 en mayor rendimiento que lo reportado por Ichiva y Padwa (47 y
15%, respectivamente). Por ello, la metodologia desarrollada en este proyecto

es una opciodn viable y eficiente para la preparacion de la plataforma sintética 3.

121



5.5 Sintesis de los derivados de N-metil-5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina

Después de haber obtenido la plataforma 3, se iniciaron una serie de
experimentos para optimizar las condiciones de reaccion para el acoplamiento
cruzado deshidrogenativo (ACD) entre 3 e indol, la cual sirvi6 como la reaccién

modelo (Figura 36).

Basandonos en las condiciones de reaccién reportadas por Prabhu y cols., se
iniciaron los experimentos usando |, como catalizador en disolventes polares
(MeOH y DCM/MeOH) bajo condiciones aerdbicas a 60 °C, pero no se obtuvo el
producto deseado (Tabla 6, experimentos 1 y 2). Por lo anterior, se exploraron
catalizadores de Fe y Ru (FeCl,, FeCl; o RuCl3z) en combinacién con el oxidante
hidroperoxido de tert-butilo o peroxido de hidrégeno, pero el producto 3a se

obtuvo en bajos rendimientos (experimentos 3-5).

Considerando que la DDQ (2,3-Dichloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) ha sido
reportada por ser un eficiente reactivo que promueve reacciones de ACD, se
optd por usarlo en nuestros siguientes experimentos. Primero, la quinona DDQ
se utilizé sin catalizador usando tolueno como disolvente, pero el compuesto 3a
se obtuvo en un 30% de rendimiento (experimento 6). No obstante, la

combinacién de DDQ con 20 mol% de CuBr mejoré el rendimiento a 45%
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(experimento 7). Para evitar la baja disolucion de DDQ bajo las condiciones

ensayadas se us6 una mezcla de CH3;CN/tolueno (1/1) como disolvente.

O \ Catalizador (20 mol%) l l
N + N Oxidante (1.2 equiv.) N_

H Disolvente, 60°C, 24 h

AN 3a

e

Figura 36. Esquema de reaccion de ACD entre DHB e indol.

Tabla 6. Optimizacién de condiciones de reaccién para la sintesis del producto 3a.

Experimento Catalizador Oxidante Disolvente Rendimiento (%)
1 lo 0, DCM/MeOH -
2 I 0, MeOH -
3 RuCl; O, MeOH 20
4 FeCls +BuOOH DCE 13°
5 FeCl, H.O, MeOH 7
6 0 DDQ PhCH, 30
7 CuBr DDQ PhCHjs 45
8 CuBr DDQ CH3CN/PhCHjs 60°
9 CuBr - CH3;CN/PhCH3 31
10 CuBr DDQ CH3CN/PhCH; 31°
11 CuBr DDQ CH3;CN/PhCHjs 8°

& Condiciones de reaccion: Compuesto 3 (1 eq), nucledfilo a (1.2 eq.), oxidante (1.2 eq.), catalizador (20
mol%),disolvente (0.2 M), 60 °C, 24 h. ® Se agregé 2 eq. de +-BuOOH. ° La reaccién se llevé a cabo a 80
°C. Catalizador (10 mol %). °Catalizador (3 mol %).
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Para nuestra sorpresa, la reaccion de ACD entre la plataforma 3 e indol
procedié en buen rendimiento (60%) al mejorar la solubilidad de la DDQ y al
aumentar la temperatura (experimento 8). Finalmente, se realizaron
experimentos para examinar el uso de CuBr en la ausencia de DDQ y para
determinar la cantidad minima de catalizador de CuBr requerida para obtener la
reaccion de ACD deseada. En la ausencia de DDQ, el catalizador de cobre
moderadamente promueve el acoplamiento entre la plataforma 3 e indol
(experimento 9). Cuando la cantidad de CuBr disminuye a 10 y 3 mol%, los
rendimientos de la reaccidn decrecen drasticamente (experimentos 10 y 11).
Por lo anterior, las condiciones Optimas para iniciar la obtencion de los
derivados sintéticos resultaron: 1 equiv. del compuesto 3, 20 mol% de CuBr, 1.2

equiv. de DDQ en CH3CN/tolueno (1/1) a 60°C por 24 horas.

Para explorar el alcance de esta metodologia, se incorporaron varios tipos de

nucledfilos en la plataforma 3, tal como se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Reaccion de ACD entre DHB y diversos nucledfilos.
Exp. 3 Nucledfilo Producto Rend. (%) Exp. 3  Nucledfilo Producto Rend.(%)°
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Condiciones de reaccion: 1 equiv. del compuesto 3, 20 mol% de CuBr, 1.2 equiv. de DDQ en
CHsCN/tolueno (1/1) a 60°C por 24 horas. "Los rendimientos estan basados en DHB. °Se agregaron 1.2
equiv. de CszCOs. ISe agregaron 2 equiv. de nuledfilo.
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5.5.1 Elucidacion estructural de los derivados de DHB.

5.5.1.1 Elucidacién estructural del derivado 3a.

El producto 3a fue obtenido en 60% de rendimiento como una resina naranja. El
espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 37) del compuesto 3a exhibe un
singulete en & 2.99 ppm que integra para tres hidrégenos y corresponde al
grupo metilo unido a nitrégeno (CHs-N5). A campo mas bajo se encuentra otro
singulete en & 5.64 ppm, el cual integra para un hidrégeno y corresponde a H-6,
cuyo desplazamiento quimico se justifica por el efecto desprotector que induce
el fragmento de indol incorporado a la posicén 6. Muy préximo a la sefial de H-6
se encuentra un singulete ancho que resuena en 6 6.16 ppm y se atribuye al
hidrégeno unido a nitrégeno en el fragmento de indol. En la regién de campo
més bajo del espectro de 'H se observan cinco dobletes en & 7.70, 7.90, 7.93,
8.12 y 8.38 ppm, los cuales integran para un hidrégeno y corresponden a H-12,
H-1, H-11, H-4’ y H-4, respectivamente. En la misma regién aromatica se
observa un multiplete comprendido entre 6 7.09 y 7.14 ppm, el cual integra para
dos hidrégenos y se atribuye a H-5 y H2'. Adicionalmente, se observa otro
multiplete en la regién de 6 7.33 a 7.56 ppm, la cual integra para ocho

hidrogenos correspondientes a H-6’, H-7°, H-2, H-3, H-7, H-8, H-9 y H-10.
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Figura 37. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) del compuesto 3a

5.5.1.2 Elucidacién estructural del derivado 3c.

El producto 3c fue obtenido en 39% de rendimiento como una resina amarilla.
En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 38) del compuesto 3¢ se
observan las sefales correspondientes al fragmento de pirrol incorporado en la
posicion 6 de DHB; es decir, se observan tres singuletes anchos en 4 3.65, 5.49
y 6.45 ppm, los cuales integran para un hidrégeno y corresponden al protén
unido a nitrégeno (NH), H-3’ y H-1’, respectivamente. Aunado a lo anterior, en 6
5.85 ppm se observa un doblete ancho (J = 2.7 Hz) que integra para un
hidrégeno y corresponde a H-4’ del fragmento de pirrol. En lo que respecta al

nucleo de benzo[c]fenantridina, el singulete resonante en & 5.33 ppm confirma
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que el pirrol fue incorporado a la posicién 6 de DHB. Por otro lado, a campo
mas bajo se observan cuatro dobletes centrados en 6 8.47 (J = 8.4 Hz), 7.89 (J
= 8.1 Hz), 7.86 (J=9.0 Hz), y 7.80 ppm (J = 8.1 Hz), los cuales corresponden a
los protones arométicos H-4, H-11, H-1 y H-12, respectivamente. Asimismo, en
el espectro de 'H se observan dos multipletes en los rangos comprendidos
entre 6 7.50-7.62 y 7.40-7.49 ppm, de los cuales el primero integra para dos
hidrégenos (H-7 y H-10) y el segundo para cuatro hidrogenos (H-3, H-8, H-2 y

H-9).
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Figura 38. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) del compuesto 3¢
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5.5.1.3 Elucidacion estructural de 3d.

El producto 3d fue obtenido en 40% de rendimiento como una pelicula amarilla.
La incorporacion del malonato de dimetilo a DHB se confirmd, en el espectro de
RMN 'H de 3d (Figura 39), por las dos sefiales dobles que resuenan en & 3.44
(H-2) y 4.94 ppm (H-6’), las cuales presentan una J = 11.4 Hz que es tipica de
la conformacién antiperiplanar que adoptan H-2 con respecto de H-6'. Ademas
del doblete asignado a H-2’, en el espectro de 'H se observan los dos
singuletes que corresponden a los grupos metoxilos del malonato de dimetilo en
8§ 3.53 y 3.62 ppm (Hs-4 y Hs-5). Las sefiales remanentes del espectro de 'H
corrresponden al nucleo de benzo[c]fenantridina. En 6 2.75 ppm resuenan los
protones del grupo metilo unido a nitrogeno (CH3-N5’) como un singulete que
integra para tres hidrégenos; mientras que, a campos muy bajos resuenan los
protones aromaticos de DHB como tres grupos de sefales dobles en 6§ 7.70 (J =
8.7 Hz, H-12’), 7.88 (J=7.8 Hz, H-1") y 7.94 (J = 8.7 Hz, H-11") y dos dobletes

de dobletes en § 7.83 (J=2.1,7.2 Hz, H-10’) y 8.11 ppm (J = 2.4, 8.1 Hz, H-4).
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Figura 39. Espectro de RMN 'H (300 MHz,

5.5.1.4 Elucidacién estructural de 3i.

El producto 3i fue obtenido en 41% de rendimiento como una resina amarilla.
En el espectro de RMN "H, (Figura 40) del compuesto 3i se observa un doblete
centrado en 6 4.61 ppm que integra para un hidrégeno y que muestra una J =
24.6 Hz, por lo cual se comprueba que H-6 se encuentra geminal al atomo de
fosforo del grupo fosfito incorporado a la posicion 6 de DHB. Ademas, se
observa un triplete centrado en § 0.95 ppm que integra para seis hidrégenos y
que corresponde a los dos grupos metilos (Hs-7’ y Hs-4’) del fragmento de
dietilfosfito, aunado al multiplete (6 3.70-3.80 ppm) que integra para cuatro
hidrégenos y que se atribuye a los grupos metilenos (H2-3’ y H.-6’) del mismo

fragmento. En el espectro de 'H se observan cinco dobletes en & 7.66 (J = 8.7

CDCl3) del compuesto 3d
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Hz), 7.81 (J= 7.8 Hz), 7.83 (J = 8.1 Hz), 7.89 (J = 8.4 Hz) y 8.38 (J = 8.4 Hz),
los cuales integran para un hidrégeno y corresponden a H-12, H-10, H-1, H-11 y
H-4, respectivamente. Los otros protones aromaticos del nucleo de
benzo[c]fenantridina resuenan como un multiplete en la region § 7.34-7.52 ppm,
el cual integra para cinco protones atribuidos a H-2, H-3, H-7, H-8 y H-9.
Finalmente, en la regién de campo alto se observa un singulete (6 2.75 ppm)

que integra para los tres protones del grupo metilo unido a nitrégeno (CHs-N5).
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Figura 40. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 3i

5.5.1.5 Elucidacion estructural de 3k

El producto 3k fue obtenido en 55% de como una pelicula amarilla tenue. Con

el espectro de RMN 'H (Figura 41) del producto 3k se confirmé la incorporacion
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del fragmento de nitrometano a la posicion 6 de DHB con la presencia de la
sefal triple (8 5.03 ppm, J = 7.8 Hz) que integra para un hidrogeno y la senal
doble (6 4.30 ppm, J = 7.8 Hz) que integra para dos hidrégenos, las cuales

corresponden a H-6 y H»>-1’, respectivamente. Las sefiales remanentes en el
espectro de 'H corresponden a los protones del nicleo de N-
metilbenzo[c]fenantridina. El grupo metilo unido a nitrdgeno resuena como un
singulete en & 2.77 ppm; mientras que, los protones aromaticos aparecen como
cinco dobletes en 6§ 7.73 (J = 8.7 Hz, H-12), 7.85 (J = 7.5 Hz, H-10), 7.92 (J =
8.7 Hz, H-11), 7.94 (J = 7.8 Hz, H-1) y 8.22 ppm (J = 7.5 Hz, H-4) y como dos
sefiales multiples en las regiones § 7.48-7.53 (H-2, H-3 y H-9) y 7.39-7.41 ppm

(H-7 y H-8).

10H =g,
023 ———on

T T T T T T T T T T T T T T T
5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.4

Figura 41. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) del compuesto 3k
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5.5.1.7 Elucidacién estructural de 3p.

El producto 3p fue obtenido en 60 % de rendimiento como una resina beige. El
espectro de RMN 'H (Figura 42) del compuesto 3p exhibe la sefal singulete de
H-6 en § 5.30 ppm debido al efecto desprotector que ejerce el fragmento de
fenilacetileno incorporado a la posicién 6 de DHB. En la region de campo bajo
del espectro de 'H se observan cuatro dobletes en § 7.74 (J = 8.1 Hz, H-2 y H-
12), 7.86 (J = 7.5 Hz, H-1 y H-10), 7.96 (J = 8.4 Hz, H-11) y 8.47 ppm (J = 8.1
Hz, H-4); aunado a, dos multipletes en las regiones 6 7.31-7.34 (H-2’, H-3’ y H-
4’)y 7.44-7.60 ppm (H-3, H-7, H-8, H-9, H-1" y H-5’). Finalmente, en la region de

campo alto del espectro de 'H se observa el singulete (6 2.71 ppm) tipico del

grupo metilo unido a nitrégeno.
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Figura 42. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 3p.
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5.6 Determinacidn de la actividad bioldgica de los derivados de alcaloides

dihidrobenzo[c]fenantridinicos

5.6.1 Rastreo de actividad citotéxica de los derivados de DHB

Los 16 derivados de DHB fueron sometidos a un rastreo de actividad citotoxica
a 10 uM en tres lineas de células de cancer: cancer de mama (MCF-7), cancer
de colon (HCT-15) y céancer de prostata (PC-3). Ademas, se determind la
citotoxicidad de estos derivados en una linea de células normales: fibroblastos

gingivales humanos (FGH). Los resultados se muestran en la tabla 8.

Este cribado de actividad permiti6 observar que la incorporacién de anillos
heterociclicos (pirrol o indol) en la plataforma DHB confiere baja o nula
citotoxicidad a los derivados 3a, 3b y 3c, un comportamiento muy similar al
observado en la plataforma no funcionalizada (Tabla 8). Por otro lado, la
incorporaracién de ésteres maldnicos a DHB confirid mayor actividad citotoxica
(> 95%) a los derivados 3d y 3e frente a las tres lineas celulares cancerosas en
comparacién con la plataforma sin funcionalizar; mientras que, la incorporacion
de un diéster ciclico confiere baja o nula actividad en el derivado 3f. Al
comparar los resultados de citotoxicidad del derivado 3g con los obtenidos para
3d, 3e y 3f, se puede apreciar que los ésteres lineales confieren mayor
actividad que el éster ciclico.
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Tabla 8. Determinacién de citotoxicidad de los derivados de DHB a 10 uM.

DERIVADO PC3 HCT15 MCF7 FGH DERIVADO

DHB

Lineas celulares PC-3 (cancer de préstata), HCT-15 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama) y FGH
(Fibroblastos gingivales humanos).

Con estos resultados se puede deducir que los ésteres maldnicos lineales
incrementan la capacidad citotéxica de los derivados 3d y 3e, a expensas de

una menor selectividad; en tanto que, el cetoéster confiere mayor selectividad al
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derivado 3f por la linea MCF-7. A pesar de que los derivados 3d y 3e resultaron
muy promisorios frente a las tres lineas celulares cancerosas, éstos exhibieron
alta toxicidad (> 97.4%) frente a la linea normal FGH. Aunado a lo antes
descrito, la incorporacion de una cetona aromatica a DHB no confirid
citotoxicidad al derivado 3h, o resultdé muy baja frente a MCF-7. Los
compuestos carbonilicos 3f y 3h presentaron un porciento de inhibicidn menor a
50% en las células normales y no presentaron inhibicién de crecimiento en las
células cancerosas. Con respecto de los a-aminofosfonatos 3i y 3j se puede
deducir que los sustituyentes de dos carbonos en el fragmento de fosfito (3i)
confieren mayor citotoxicidad (100%) frente a las tres lineas cancerosas en
comparacién con su analogo que posee sustituyentes de cuatro carbonos (3j) y
que exhibié menor citotoxicidad frente a HCT-15 y MCF-7 (68 y 92%). A pesar
de que 3j resultd ligeramente menos citotdéxico que 3i frente a las lineas
cancerosas, 3j no mostré toxicidad frente a la linea normal de FGH a diferencia
de 3i que exhibid baja toxicidad (30%), razén por la cual ambos son moléculas
promisorias para estudios posteriores. Para la serie de nitroderivados 3k-3m se
observé una correlacion entre la actividad citotoxica y el numero de carbonos
del fragmento de nitroalcano. El efecto mas notorio ocurrié frente a la linea
HCT-15, en la cual los derivados con nitroetano (3l) y nitropropano (3m) no
mostraron citotoxicidad, a diferencia del derivado con nitrometano (3k) que
mostr6 100% de inhibicion del crecimiento celular. Con tendencia similar en las
lineas PC-3 y MCF-7, los nitroderivados 3l y 3m presentaron porcentajes de
inhibicién celular menores a 51%, en tanto que el nitroderivado 3k mostré

porcentajes mayores a 76%. A pesar de haber una tendencia evidente en los
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porcentajes de inhibicion exhibidos por los nitroderivados 3k-3m frente a las
tres lineas celulares cancerosas, dichos derivados mostraron 100% de
inhibicion de la linea normal FGH. ElI compuesto que contiene como
sustituyente un grupo nitrilo (3n) presenté una baja inhibicién en las lineas de
células cancerosas pero una alta toxicidad en la linea FGH. Por otra parte, el
derivado 30 presentd una moderada citotoxicidad al inhibir el 39.3% del
crecimiento celular en la linea FGH y un 75.4 % de inhibicién en la linea MCF-7;
mientras que, 30 no presenté actividad frente a las lineas PC-3 y HCT-15. Sin
embargo, el compuesto 3p mostro el 100 % de inhibicion frente a las tres lineas

cancerosas y una moderada toxicidad en la linea FGH.

5.6.2 Determinacion de las Clsg de los derivados de DHB.

Considerando los resultados mostrados en la tabla 8, se seleccionaron los
derivados mas activos (3d, 3e, 3k, 3i, 3j y 3p) para determinar sus
concentraciones inhibitorias medias (Clso) frente a las tres lineas celulares

cancerosas (Tabla 9).
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Tabla 9. Determinacion de la Cls, (uM) de los derivados de DHB.?
DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7 DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7

N
_o_L_o. 3.07+0.3 2.7+0.1 3.1210.4 oPo 28.92+2.1 23.62+1.2 28.92+2.1

(oo}
3

d
A O
S 8.20:0.3 1.92:0.7 1.8410.7
o lyo,

0

N

o, 9.49+1.0 2.3:0.6 14.7+0.3
3k

7.870.6 11.66+0.63 9.71x0.8

53.60+3.3 79.95#4.0 22.36+3.4

a Doxorrubicina fue usado como control positivo: PC-3 (0.43+0.03 uM), HCT-15 (0.16+0.02 pM), MCF-7 (0.22+0.02 uM), FGH
(35.95% inhibicion de crecimiento a 0.5 pM).

De los seis derivados, el derivado maldnico 3e resulté con los valores mas
pequenos de Clsy frente a las lineas de carcinoma mamario (1.84 uM) y
adenocarcinoma de colon (1.92 yuM); mientras que, su analogo 3d resultd
ligeramente menos citotoxico frente a ambas lineas (Clsp = 2.7 y 3.12 uM). A
pesar de esta pequena diferencia de Clsp, 3d resulté 2.7 veces mas citotoxico
(Clso = 3 uM) frente a la linea de carcinoma pancreatico que su analogo 3e (Clsg
= 8 uM). En cuanto al nitroderivado 3k se observé mayor selectividad citotdxica
frente a la linea HCT-15 (Clso = 2 uM) que frente a las otras dos lineas (Clsp > 9
UM). Por otra parte, el a-aminofosfonato 3j resulté tres veces mas citotoxico
frente a PC-3 (Clsp = 7 uM) y MCF-7 (Clsp = 9 pM) en comparaciéon con su
anélogo 3i (Clsp = 28 uM). Asimismo, el derivado alquinico 3p presenté mayor
selectividad frente a la linea MCF-7 (Clsg = 22 uM) que las otras dos lineas

cancerosas (Clsp > 53 pM).
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5.6.3 Rastreo de actividad citotdxica de los derivados de DHS

Tomando en cuenta los resultados obtenidos para los derivados 3d, 3e, 3i, 3],
3k y 3p (Tabla 8), se sintetizaron sus analogos a partir de la plataforma DHS
(1a, 1b, 1c, 1e, 1f y 1g) y se determinaron los porcentajes de inhibicién de
crecimiento frente a tres lineas celulares de cancer humano y una linea normal:
cancer de prostata (PC-3), cancer de colon (HCT-15), cancer de mama (MCF-7)
y fibroblastos gingivales humanos (FGH). Adicionalmente, se decidié incorporar
el 2-metilindol a DHS (1d) para evaluar el efecto citotoxico en esta plataforma y
compararlo con su analogo 3b. Los resultados obtenidos de la evaluacion de los

derivados de DHS a 50 uM se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Porciento de inhibicién de crecimiento a 50 uM de los derivados de DHS.

Derivado  PC-3 _ HCT-15 _ MCF-7 FGH Derivado  PC-3 _ HCT-15  MCF-7 FGH
Z> A QD
8T 100 75.8 100 93.42:22° 4.0 100 100 100 225727
1a 1e
SO N O
100 100 100  94.6x15 3 100 100 100  80.81x2.0°
1
1b
T QOB
1904 o
¢ 17 26.08 8.6 26.643.8 9 100 100 100  88.3%0.7
1h
o
100 100 100 9077814 50.4 55.3 NC  19.11%4.5

1d

dLas muestras se evaluaron a 25 uM. Lineas celulares PC-3 (cancer de prdstata), HCT-15 (cancer de
colon), MCF-7 (cancer de mama) y FGH (Fibroblastos gingivales humanos).
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Es interesante observar que la plataforma heterociclica DHS juega un rol mas
importante que la plataforma DHB en la manifestacion de propiedades
citotéxicas (Tablas 8 y 10). Asi por ejemplo, todos los derivados de DHS, a
excepcion de 1c, presentaron 100% de inhibicién del crecimiento celular frente
a las lineas cancerosas, lo cual contrasta drasticamente con la plataforma DHS
no funcionalizada que mostré moderada citotoxicidad frente a PC-3 y HCT-15y
nula citotoxicidad frente a MCF-7 (Tabla 10). El efecto mas relevante se
observé con el derivado 1h, el cual mostré 100% de inhibicidn frente a todas las
lineas celulares cancerosas; mientras que, su analogo 3b no present6 actividad
citotdéxica. Lo opuesto ocurrié con el derivado alquinico 1c¢, el cual mostrd baja
citotoxicidad frente a las tres lineas celulares cancerosas en comparacion con

su correspondiente analogo 3p que mostrd 100% de inhibicién.

5.6.4 Determinacion de Clggde los derivados de DHS

Para poder discurrir sobre el efecto del nucledfilo incorporado a la plataforma

DHS, se determinaron los valores de Clso de sus derivados (Tabla 11).

El hallazgo mas relevante se encontré con el derivado malénico 1b, el cual
mostré valores de Clso muy similares a los observados para el control positivo

doxorrubicina. Este derivado 1b resulté aproximadamente seis veces mas
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citotoxico que su analogo 1a, denotando que la presencia de un carbono
adicional en el éster maldnico confiere mayor capacidad citotdéxica. Un efecto
opuesto se observd para la pareja de a-aminofosfonatos 1d y 1e, ya que la
presencia de dos carbonos adicionales en el fragmento de fosfito del derivado
1e disminuy6 de tres a seis veces su capacidad citotoxica frente a las lineas
cancerosas en comparaciéon con 1d. Al comparar los valores de Clso de los
derivados maloénicos 1a y 1b y los a-aminofosfonatos 1d y 1e con sus
correspondientes analogos de DHB (3d, 3e, 3i y 3j), se puede inferir que los
grupos dioximetilenos son importantes para conferir mayor capacidad citotdxica
a la plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzolc]fenantridina. Esta inferencia es mas
sblida si se considera el incremento en las propiedades citotéxicas del
nitroderivado 1f con respecto de su analogo 3k; asi como, del derivado inddlico
1h con respecto de su analogo inactivo 3b. Tal como se puede apreciar en la
tabla 11, los derivados 1a, 1b, 1d y 1f mostraron los mejores valores de Clsy,
razén por la cual son moléculas muy promisorias para estudios posteriores
sobre sus mecanismos de accion y sus propiedades anticancerigenas. Aunado
a lo anterior, si se compara la citotoxicidad a 25 uM, frente a la linea normal
FGH, entre los derivados 1a, 1e y 1f, el a-aminofosfonato 1e tiene la ventaja de
haber mostrado poca toxicidad a este tipo de células a pesar de haber
presentado 15 veces menos citotoxicidad frente a las lineas celulares
cancerosas. Al doble de concentracion (50 pM), los derivados 1b y 1h

mostraron menor toxicidad frente a la linea FGH en comparacién con los otros
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derivados de DHS, por lo cual el derivado malénico 1b resulta muy promisorio

para estudios posteriores.

Tabla 11. Determinacién de la Clsy (uM) de los derivados de DHS

DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7 DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7
Oy o

4 4.05+0.1 3.510.28 6.7+1.0 d 11.89+1.1  14.67+1.0 18.81+2.0
1a 1e

Z> Z>

LEY 0.73:0.02  0.62:0.02  1.03:0.03 <J T~ 1.59+0.07  1.31:0.1  1.460.1

11

1b

s SO s O

O 3.38%1.1 5.42+1.0 2.90+0.5 LI 14.4241.4  14.6+21 16.3+1.6
1d 1h

Lineas celulares: PC-3 (cancer de prostata), HCT-15 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama) y FGH
(Fibroblastos gingivales humanos). Doxorrubicina fue usado como control positivo: PC-3 (0.43+0.03 uM), HCT-15
(0.16£0.02 uM), MCF-7 (0.22+0.02 puM) y (FGH, 35.96% de inhibicién de crecimiento a 0.5 uM).

5.6.5 Rastreo de actividad biolégica de los derivados de DHQ

De acuerdo con los resultados observados para los derivados de DHB y DHS
(Tablas 8-11), es evidente que la presencia de grupos dioximetileno mejoro las
propiedades citotoxicas de los derivados 1a, 1b, 1d, 1e, 1f y 1Th en comparacion
con sus analogos carentes de grupo dioximetileno (3d, 3e, 3i, 3j, 3k y 3b); es
decir, la presencia de un grupo electrodonador orto a la posicién bencilica en
DHS confirid6 mayor actividad citotéxica a sus derivados. Para examinar el
efecto de grupo electrodonador (CH3;O) aunado al factor estérico orto a la
posicidn bencilica, se sintetizaron 11 derivados de la plataforma DHQ que
posee grupo metoxilo en las posiciones orto y meta a la posicién bencilica.
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Ademas, todos los derivados de DHQ fueron evaluados a 50 pM para
determinar los porcentajes de inhibicidn de crecimiento frente a tres lineas
celulares de cancer humano y una linea normal: cancer de prostata (PC-3),
cancer de colon (HCT-15), cancer de mama (MCF-7) y fibroblastos gingivales
humanos (FGH). Los resultados obtenidos de la evaluacion citotoxica se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Porciento de inhibicion de crecimiento de los derivados de DHQ a 50 uM.
DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7  FGH DERIVADO PC-3 HCT-15 MCF-7 FGH

250 A~ ~-0

qo» . oo
D “0 100 100 91.1 2217 T A 447 40.8 71.3 NC
AN o oy
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o] 50,

T o L oo

~ “NO, J T
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- 0 AN N0
L) PO
/\AiI:[o I D \’5 <0
0,
?

o™ 100 100 100 96.45°  °.&%°% - 100 100 100 83.46°

'O “°NO,
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A0,
G
o™ 78.6 82.5 71.25 16.39

'O o,

2c
AN -0
Y9
P e p °
O///Q,/.\’ 87.9 70.6 90 13.3

C-NH
2d

100 100 100 88.74

100 100 100 98.92°

100 100 100 35.7 & 38.1 30.0 60.3 NC

2e PN

~IS e
o 266 565 NC 1604 © \O/\T\ 9
DHQ Sen
2k

78.6  82.51 71.25 7.90

aSe determind porcentaje de inhibicion de crecimiento en FGH a 25 uM. Lineas celulares PC-3 (cancer de
prostata), HCT-15 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama) y FGH Fibroblastos gingivales humanos).

Al comparar los resultados de los derivados de DHS (1a, 1b, 1d, 1e, 1f y 1h)

con sus correspondientes analogos de DHQ (2h, 2i, 2f, 29, 2a y 2e), se
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observan similares porcentajes de inhibicién del crecimiento celular de las tres
lineas cancerosas, lo cual confirma la importancia de grupos electrodonadores
en las posiciones orto y meta a la posicién bencilica en la plataforma N-metil-
5,6-dihidrobenzo[c]fenantridina. Asimismo, los resultados muestran que la
incorporacion de otros nucledfilos en DHQ (2b, 2¢, 2d, 2j y 2k) confiri6 mayor

actividad citotdxica con respecto de la plataforma DHQ no funcionalizada.

Al examinar la serie de nitroderivados 2a-2c, se observa que el nitroalcano de
tres carbonos en 2c¢ le confiere menor actividad citotoxica (71-82% de
inhibicién) frente a las tres lineas cancerosas; aunque cabe destacar que, el
derivado 2c present6 menor actividad citotdxica frente a la linea normal FGH
que sus analogos 2a y 2b. El efecto opuesto puede observarse con el par de a-
aminofosfonatos, ya que el derivado con cuatro carbonos en el fragmento de
fosfito (2g) resultd dos veces mas citotoxico que su analogo con dos carbonos
(2f), exhibiendo 100% de inhibicion del crecimiento de las lineas celulares
cancerosas. En cuanto a los derivados inddlicos, la presencia de un grupo
metilo en la posicién 2 del indol confiri6 mayor actividad citotéxica al derivado
2e que a su analogo 2d carente del grupo metilo. Asi, se observa que la
incorporacion del fragmento 2-metilindol en el alcaloide DHQ increment6 su
toxicidad hasta exhibir 100% de inhibicién del crecimiento de las lineas
celulares cancerosas; aunque cabe destacar que, ambos derivados indélicos
mostraron baja toxicidad frente a la linea normal FGH. Por otro lado, los
derivados malénicos 2h y 2i presentaron 100% de inhibicién del crecimiento de
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las tres lineas celulares cancerosas, pero interesantemente el derivado 2h
resulté menos toxico frente a la linea normal FGH. Finalmente, los resultados
obtenidos para los derivados alquinicos 2j y 2k; mientras que, el fragmento
alcoxialquino confiri6 mayor actividad citotoxica al derivado 2k en comparacion

con su analogo 2j con el fragmento alquinico conjugado a benceno.

5.6.6 Determinacion de Clsg de los derivados de DHQ

Tomando en consideracién lo antes descrito para los derivados de DHQ, se
seleccionaron las moléculas mas activas para determinar sus concentraciones
inhibitorias medias (Clsp) frente a las tres lineas celulares cancerosas y asi
poder discurrir sobre la influencia de los fragmentos estructurales incorporados

(Tabla 13).

Al comparar las Clsp de los nitroderivados que poseen un fragmento de
nitrometano (1f, 2a y 3k), se observa que 1f posee mayor actividad citotdxica
frente a las tres lineas cancerosas (Clsp < 1.6 pM); mientras que, los analogos
2a y 3k presentaron valores similares de Clso. Asi, el nitroderivado 1f resulté
cinco veces mas citotoxico contra PC-3, ocho veces mas activo contra HCT-15
y trece veces mas activo contra MCF-7 que su analogo 2a. Analizando la

relacion entre la estructura y la actividad de 1f y 2a, se puede inferir que la
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actividad de 2a decreci6é a consecuencia de factores estéricos ocasionados por

los grupos metoxilos orto y meta a la posicion bencilica. Un efecto similar se

puede deducir de la comparacion entre los derivados 2e y 1h, ya que 2e resultd

aproximadamente dos veces menos citotdéxico que 1h a pesar de que ambos

poseen el fragmento de 2-metilindol y que solo difieren estructuralmente por la

presencia de grupos metoxilo (2e) y dioximetileno (1d). Lo anterior también se

puede evidenciar con el nitroderivado 2b, el cual resulté dos veces menos

citotéxico que su andlogo 2a frente a las tres lineas cancerosas, probablemente

debido al mayor tamano del nitroalcano y al consecuente aumento del

impedimento estérico.

Tabla 13. Determinacién de la Cls, (uM) de los derivados de dihidroqueleritrina

Derivado PC-3 HCT-15 MCF-7 Derivado PC-3 HCT-15 MCF-7
s e e
OJQTJ\L,A‘Q °  553:0.9  8.97:09  17.28+1.8 12.4240.8 11.71#1.6  9.33%0.9
' O no,
22
10.59+1 17.93+0.5  37.1720.9 5.69:0.7 8.410.6 8.151.3
27.42+29 3426232  28.36+2.1 Jl % 376106  273:0.2  3.99:0.4
55
2i
12.94+0.8  37.07+0.5 10.42+0.01 "0.430.03  0.160.02  0.2240.02

0\ O OH o, (0(\(
.. OH
Doxorrubicin:

a NH,

Lineas celulares PC-3 (cancer de prostata), HCT-15 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama). Porciento de

inhibicion de crecimiento de la doxorrubicina en FGH (35.96% evaluado a 0. 5 uM).
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Por otra parte, el a-aminofosfonato 2g resulté tres veces mas citotéxico (Clsg =
11.71 pM) frente a la linea HCT-15 que su analogo 2f (Clsp = 37.07 uM);
mientras que, ambos derivados mostraron valores muy similares de Cls frente
a las lineas PC-3 y MCF-7. Al comparar los resultados de los derivados de DHQ
(2f y 2g) con los obtenidos para sus analogos de DHS (1d y 1e), se observa
que la diferencia mas notoria ocurre entre los derivados 1e y 2f ya que a pesar
de poseer el mismo fragmento de dietilfosfito, 2f resultdé cuatro veces menos
citotdéxico frente a las lineas cancerosas (Tablas 11 y 13). Estas diferencias en
citotoxicidad también se pueden atribuir a los factores estéricos ocasionados
por los grupos metoxilos orto y meta a la posicion bencilica en 2f. Asimismo, al
comparar la actividad biolégica de los a-aminofosfonatos 2g y 1e, se puede
deducir que la presencia de un fragmento voluminoso como el dibutilfosfito
ocasiona que ambos derivados exhiban valores de Clso muy similares y que las
diferencias en los sustituyentes orfo y meta a la posicién bencilica no influya de
manera significativa en las propiedades citotdéxicas de los derivados (Tablas 11
y 13). Ahora bien, al comparar los a-aminofosfonatos 1d, 2f y 3i, se puede
deducir que los grupos electrodonadores orto y meta a la posicion bencilica de
1d y 2f ocasionaron un incremento significativo en la actividad citotéxica frente
a las lineas cancerosas en comparacion con 3i que resulté mucho menos activo

(Tablas 9, 11 y 13).

Por otro lado, al comparar los a-aminofosfonatos 1e, 2g y 3j, se puede deducir

que la incorporacion del fragmento dibutilfosfito confiere propiedades citotéxicas
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significativas a los derivados y por consiguiente los grupos electrodonadores
orto y meta a la posicién bencilica no juegan un rol determinante en la

modulacién de las propiedades citotéxicas (Tablas 9, 11 y 13).

Los resultados mas relevantes de citotoxicidad se observaron con los derivados
maldnicos 2h y 2i, de los cuales 2i presento los valores mas pequenos de Clsg
(Tabla 13). Los resultados indican que el fragmento de dietiimalonato confirid
mayor actividad citotdéxica a 2i (Clsop entre 3 y 4 uM), en contraste con su
analogo 2h que posee el fragmento de dimetilmalonato (Clso entre 5y 8 uM). Al
comparar los resultados de los derivados de DHQ (2h y 2i) con los observados
para sus analogos de DHS (1a y 1b), se observa una tendencia similar en
citotoxicidad; es decir, el dietiimalonato confiri6 mayor actividad citotoxica frente
a las lineas cancerosas tanto en el derivado 1b como en el 2i (Tablas 11 y 13).
Tal como fue discutido previamente, 2i mostr6 menor actividad citotdxica que
1b, muy probablemente debido a los factores estéricos ocasionados por los
grupos metoxilos orto y meta a la posicién bencilica en 2i. La comparacion de
estos resultados con los observados para los andlogos de DHB (3d y 3e),
permiten deducir que el fragmento dietiimalonato confiere mayor actividad
citotéxica a las plataformas DHB, DHS y DHQ (derivados 1b, 2i y 3e) y que tal
efecto es exacerbado por el grupo dioximetileno orto/meta a la posicion
bencilica en 1b (Tablas 9, 11 y 13). Por otro lado, la actividad citotoxica frente a
las lineas cancerosas resultd muy similar entre los derivados 1a, 2h y 3d, los

cuales poseen el fragmento de dimetilmalonato. Cabe destacar que, el derivado
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malénico 1b presenté valores de Clsp muy préximos a los que presentd el
control positivo doxorrubicina frente a las tres lineas celulares cancerosas,
razén por la cual se puede considerar para futuras investigaciones como agente

anticancerigeno.

5.7 Actividad inhibitoria de la Topoisomerasas | de las
dihidrobenzo[c]fenantridinas funcionalizadas

La actividad inhibitoria de la Topo | in vitro se determind en funcién de la
capacidad que presentan las dihidrobenzo[c]fenantridinas funcionalizadas para
impedir el proceso de religacibn de ADN en el complejo de escision Topo |-
ADN. Para tal efecto, el fragmento de ADN previamente marcado y la Topo | se
mezclaron permitiendo establecer un equilibrio de escision-religacién. Al
adicionar los venenos de Topo |, se impide la religacion generando fragmentos
de ADN de bajo peso molecular, los cuales son extraidos y separados por
medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida. La potencia anti-Topo | fue
evaluada mediante la inspeccion visual del numero e intensidad de las bandas
correspondientes a los fragmentos de ADN, siendo la camptotecina y la
indenoisoquinolina MJ-111-6C los controles positivos. Los resultados obtenidos
para las 15 dihidrobenzo[c]fenantridinas funcionalizadas se muestran en la

figura 43.
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Figura 43. Determinacion anti-Topo | de dihidrobenzo|[c]fenantridinas: a) actividad anti-Topo |
de los aminofosfonatos 3j, 3i, 1d, 1e y 2g; b) actividad anti-Topo | de los derivados malénicos
3e, 3d, 1b, 2i y 1a; c) actividad anti-Topo | de los compuestos 3k, 3p, 1f, 2a y 2e; d) Controles
positivos. Carriles de izquierda a derecha: carril 1: ADN solo; carril 2: ADN + enzima; carril 3:
carril 2 + CPT; Carril 4: carril 2 + MJ-1lI-6C; carriles 5-20: Dihidrobenzo[c]fenantridinas
evaluadas a 0.1, 1.0, 10 y 100 uM.

Considerando los resultados de la figura 43, se observa que Unicamente los
derivados maldnicos exhibieron bandas debidas a fragmentos de ADN. En
comparacién con las bandas que exhibe la camptotecina (carril 3, Figura 43b),

los derivados malbnicos también presentaron bandas en 70, 92 y 119, pero
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menos intensas que el control positivo. Por ello, se puede establecer que los
derivados maldnicos 3e, 3d, 1b, 2i y 1b poseen débil actividad inhibitoria de

topoisomerasa |.

Los reportes en la literatura indican que fagaronina y nitidina, alcaloides
relacionados estructuralmente con las dihidrobenzo[c]fenantridinas C(6)-
funcionalizadas en el presente trabajo, inhiben la Topoisomerasa | y Il [99]. Las
diferencias estructurales radican en que fagaronina y nitidina poseen grupo
iminio y grupos metoxilo y dioximetileno en las posiciones 2, 3, 8 y 9; mientras
que, los presentes derivados carecen del grupo iminio y poseen sustituyentes
en las posiciones 6 y 7 (Figura 44). En una revision realizada por Kadha y Cho,
encontraron que una benzo[ilfenantridina derivado de nitidina presentd una
actividad inhibitoria de Topo | a 10 uM (Figura 44) [89]. Aunado a lo anterior, se
ha reportado que 6-etoxidihidronitidina posee antividad inhibitoria de la
toposiomerasa |, lo cual proporciona evidencia de que sustituyentes
electrodonadores de poco volumen en la posicibn 6 pueden conferir
propiedades inhibitorias de Topo [100]. En otro estudio se sintetizaron
benzolc][1,7] y benzo[c][1,8]fenantrolinas, analogos de nitidina y fagaronina, las
cuales difieren estructuralmente en las posiciones 2 y 3 del anillo de benceno y
en la presencia de imina, y que ademas han mostrado actividad inhibitoria de

Topo | [101].
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De acuerdo con los reportes en la literatura para moléculas estructuralmente
relacionadas, no es posible establecer una preferencia a la presencia o
ausencia de grupo iminio para poder exhibir actividad inhibitoria de Topo I. No
obstante, las 5,6-dihidrobenzo|c]fenantridinas C(6)-funcionalizadas en el
presente proyecto seran oxidadas para determinar si el grupo iminio o-

sustituido confiere propiedades citotoxicas e inhibitorias de Topo I.

o QL
T ’ T >
\O /N+\ \O /N+\

Nitidina Fagaronina

Benzolilfenantridina

Figura 44. Alcaloides benzofenantridinicos naturales y sintéticos inhibidores de
Topoisomerasas
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5.8 Determinacion de Apoptosis

El proceso apoptético de las células de carcinoma prostatico (PC-3) se
determind por citometria de flujo usando el kit de Anexina V-FITC que contiene
los marcadores fluorescentes: anexina V-FITC (anexina marcada con

isotiocianato de fluoresceina) y yoduro de propidio.

La anexina V-FITC (FITC, por sus siglas en inglés), presenta una afinidad
dependiente de Ca™ hacia las fosfatidilserinas las cuales son un tipo de
fosfolipidos que se encuentran en la membrana celular en contacto con el
citosol pero cuando la célula entra en una apoptosis temprana, las
fosfatidilserinas migran hacia la superficie. Sin embargo, cuando la membrana
celular se encuentra dafiada, el yoduro de propidio entra hacia el nicleo y otros
organelos tifiendo los &cidos nucleicos presentes, por lo que este es un

indicativo de que la célula estd en un proceso de apoptosis tardia y/o necrosis.
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Figura 45. Induccién de apoptosis en células de cancer prostatico (PC-3) por los compuestos
1a, 3k, 1b y 3e. La apoptosis temprana es definida como Anexina V*/IP (Q4) y apoptosis
temprana es definida como Anexina V*/IP* (Q2).

Las células de carcinoma prostatico fueron expuestas a 5 uM (compuestos 1a 'y
1b) y 10 uM (compuestos 3e y 3k) por 48 horas y posteriormente fueron tefidas
con los fluoréforos. De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 45), se
puede observar que el derivado malénico 1b favorece la muerte celular por
apoptosis (42.4%) y necrosis (20.3%). Sin embargo, para el analogo malénico
1a no se observa una diferencia en el proceso de muerte celular debido a que
presenta el mismo porcentaje para necrosis y apoptosis (17.9%). El
nitroderivado 3k mostrd 8.3 % de muerte necrética y el doble del porcentaje por
muerte apoptética (17%). El mismo comportamiento se observd en el derivado
malénico 3e al presentar un 18.3 % de muerte por apoptosis y 10.3 % por

muerte necroética. Estos resultados dan indicios de que un mecanismo de accién
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de las 5,6-dihidrobenzo[c]fenantridinas sintéticas y semisintéticas C(6)-
funcionalizadas del presente proyecto puede ir via apoptotica o necrética o

ambos.
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1.

CAPITULO 6

Conclusiones

Se obtuvieron los alcaloides dihidrosanguinarina (1.1 g) vy
dihidroqueleritrina (1.5 g), a partir de las semillas de B. latisepala por
métodos convencionales, en rendimientos de 0.03% y 0.05%,

respectivamente.

Se obtuvieron 12 derivados semisintéticos de dihidroqueleritrina y 8
derivados semisintéticos de dihidrosanguinarina en rendimientos
comprendidos entre 30 y 77%. Cabe destacar que, la funcionalizacion
C(sp®)—H de estos alcaloides naturales se llevé a cabo en condiciones
suaves de reaccion y amigables al medio ambiente; es decir, se efectud
en presencia de aire ambiental (sin agentes oxidantes como las quinonas

o hidroperéxidos) y a temperatura ambiente.

Cuatro de los 8 derivados de dihidrosanguinarina (1a, 1b, 1e y 1f)
mostraron concentraciones inhibitorias medias menores de 5 uM frente a
las tres lineas de células cancerosas, siendo el derivado malénico 1b el

mas citotdxico al exhibir valores de Clso que oscilan entre 0.62 y 1.03 pM
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frente a las células cancerosas. Dichos valores son muy similares a los
observados para el control positivo doxorrubicina que presentd Clsg
oscilantes entre 0.16 y 0.43 uM frente a las lineas cancerosas. Aunado a
lo anterior, el derivado 1b presenté 94% de inhibicién de crecimiento en
FGH a una concentracion de 50 pM, mientras que la doxorrubicina
presentd 35% de inhibicién de FGH a 5 uM. Asi, el derivado 1b es menos
toxico a células normales y puede ser considerado para futuros estudios

relacionados con la inhibicién de células cancerosas.

. Tres de los 12 derivados de dihidroqueleritrina (2a, 2h y 2i) mostraron
valores de Cls menores a 10 pM frente a tres lineas de células
cancerosas (PC-3, HTC-15 y MCF-7), siendo el derivado maldnico 2i el
mas citotoxico al presentar valores de Clso que oscilan entre 2.73 y 3.99
UM. Por ello, estas moléculas también son muy promisorias para

estudios posteriores como agentes anticancerigenos.

Se sintetizd la plataforma N-metil-5,6-dihidrobenzo|c]fenatridina (DHB)
en 65 % de rendimiento global y en solo 3 etapas de reaccion (aminacion
reductiva, N-metilacion y ciclacion tipo Heck). Cabe destacar que, la
presente ruta sintética es mas corta y eficiente que las rutas reportadas

en la literatura.
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6. Se sintetizaron 16 derivados a partir de la plataforma sintética DHB
mediante acoplamiento cruzado deshidrogenativo catalizado por

CuBr/DDQ, obteniéndose rendimientos que oscilan entre 20 y 70%.

7. Tres de los 16 derivados de DHB (3d, 3e y 3k) mostraron ser
compuestos promisorios con actividad anticancerigena al exhibir valores
de Clsp menores a 10 uM frente a las lineas celulares PC-3, HCT-15 y
MCF-7, por lo cual son moléculas muy promisorias para estudios

posteriores como agentes anticancerigenos.

8. Se determind la actividad anti-Topo | de 15 dihidrobenzo[c]fenantridinas
sintéticas y semisintéticas C(6)-funcionalizadas (3j, 3i, 1d, 1e, 1g, 3e, 3d,
1b, 2i, 1a, 3k, 3p, 1f, 2a y 2e), observandose que solo los derivados
maldénicos (1a, 1b, 2i, 3d y 3e) presentaron débil actividad inhibitoria de
la Topo-I al exhibir el mismo patrén de inhibicién del complejo ADN-Topol

de los pares de bases 70, 92 y 119, que el control positivo camptotecina.

9. Se realiz6 el ensayo de Anexina V-FITC para determinar el mecanismo
de muerte de células de carcinoma prostatico (PC-3) causada por cuatro
dihidrobenzo[c]fenantridinas (1a, 1b, 3e y 3k). Los resultados obtenidos
indican que los derivados sintéticos 3e, 3k y el derivado semisintético 1b

mayormente producen la muerte celular por apoptosis, mientras que el
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derivado 1a causa una muerte celular necrética y por procesos

apoptoéticos de manera equivalente.

10. Tomando en cuenta que los derivados 1a, 1b, 1f, 1d, 3e, 2e, 3e, 3d y 3k

11

12.

presentaron Clsp menores a 3 uM al menos en una linea de células
cancerosas, estos pueden ser investigados para conocer sus blancos

terapéuticos para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos.

.A pesar de que 23 derivados no presentaron una actividad citotoxica

menor a 10 uM, pueden ser estudiados como agentes antimicrobianos,
antivirales, antidiabéticos y/o antiparasitarios, ya que poseen grupos
funcionales que podrian contribuir a que se manifiesten dichas

propiedades farmacoldgicas.

Finalmente se puede concluir que la hipbtesis propuesta en este trabajo
es rechazada debido a que los derivados mas promisorios obtenidos en
este proyecto no presentaron actividad citotoxica mayor que la
doxorrubicina. El compuesto 1b presentoé valores de Clsg cercanos a la
doxorrubicina: Clsg de 0.73 y 0.43 uM frente a PC-3, respectivamente, y

Clso de 0.62 y 0.16 uM frente a HCT-14, respectivamente.
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ESPECTROS DE RMN *C DE LOS DERIVADOS 1d Y 1f
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ESPECTROS DE RMN '*C DE LOS DERIVADOS DE DHQ 2a Y 2e
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ESPECTROS DE RMN 'H Y '3C DEL DERIVADO 2b

981"k~
807’17

169'C—

GC6'E\

096°C

L8V'Y
mom.v%
cESY —
mmm.v&
LLS'Y

160G~
yLLG7

909 —

=06'C

£66'C

Fogo

keeo

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 2b

6Cyl—

ey~
Ly

1655~
0809+
6019~

878Vl
C6° LG\

‘mmMmWMWMJMJKLMJm»ullummmmhmw hm.m..nmmemWaLMmmemwmmjmmm»mmm

"

Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl5) del compuesto 2b

T
140

T
150

177



ESPECTROS DE RMN 'H Y '3C DEL DERIVADO 2c
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ESPECTROS DE RMN 'H Y '*C DEL DERIVADO 2d
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ESPECTROS DE RMN 'H Y "3C DE LOS DERIVADOS 2f Y 2i
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ESPECTROS DE RMN 'H Y '°C DEL DERIVADO 2k
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ESPECTROS DE RMN 'H Y '3C DEL DERIVADO 2|

—

1
Lt

Fs60

Hit

Feoe

H\wm.o
=00}
0l
[
0¢

0}
Tove

Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl;) del compuesto 2l

IRa2N
e6zr

(IR
€656
(NEE

56°001
01101
LLYOL
1L
168LLA|
91611
veeel
v8ezl
L0'52h
652k
0821

mm.wﬁﬂ
79821

£Vl |
vozel

veLEl
95'6€1
Z9shl
ISLYL
8Lyl
aa)

€066} —

MnmmmmJmewmmmmmnmmmmnmm

il

60

il Mwmnmmwmmwmmw«mnmmmnHMMMMMMMJaan(ummMmmmlumluMlemmumuhMmm oo

210

20

4

40 30

50

Espectro de RMN "°C (75 MHz, CDCl;) del compuesto 2I

200

184



ESPECTRO DE RMN "*C DEL DERIVADO 2j
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ESPECTROS DE RMN 'Hy *C DEL COMPUESTO 6
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ESPECTROS DE RMN 'H y *C DEL COMPUESTO 7
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ESPECTROS DE RMN 'Hy '*C DEL COMPUESTO 3
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ESPECTRO DE RMN "*C DEL COMPUESTO 3a
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ESPECTROS DE RMN 'Hy *C DEL COMPUESTO 3b
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ESPECTRO DE RMN "*C DEL COMPUESTO 3d
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ESPECTROS DE RMN 'Hy '3C DEL COMPUESTO 3e
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ESPECTROS DE RMN 'Hy '*C DEL COMPUESTO 3g
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ESPECTROS DE RMN 'Hy '*C DEL COMPUESTO 3h
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ESPECTROS DE RMN 'Hy *C DEL COMPUESTO 3j
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ESPECTRO DE RMN '*C DEL COMPUESTO 3k
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ESPECTROS DE RMN 'Hy *C DEL COMPUESTO 3l

28€T —

TFEF
£9¢°F
9.6
xzu.w“
mmm_w\
£6CF

PECL T
geg

0gr2
98F°2 1
I
9EC/ A
09¢°2 4
969°2 \f
sers

88E'T —
OI%' T —

140

f1 (ppi

Hree

H6'2

0

Heo

4.5
f1 (ppm)

5.0

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl,) del compuesto 3l

mia—

06'¢h —

19—

£9'€8—

70

T
75
f1 (ppm)

Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl;) del compuesto 3l

197



ESPECTROS DE RMN 'Hy '*C DEL COMPUESTO 3m

OFMNFTFTONINOONMNMNININFEINNCO W [FoNep} MmO~ OoOan [} ~— N~
NFNOFTANMNMODOFAN—~NONODNINAN — N~ on oo NOn (=} oo —
SHORERNKNINNT T E T MM, QU AN ~ NS
L=l o T e e T T D D e D L e D e D e < < <+ < < o (=N N
TS [ rrr—————— N Nee———""| | —
X
NO,
Pl Srate T T R T Y
“ N o - — Sl < <
2323 = = 2 3 3
85 80 5 %0 6.5 6.0 B8 8.0 4.5 40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDClI3) del compuesto 3m
O F WOWWANDO M OLW S O OWN
O~ OTET TN - O OONHT ~O < < @ -~ w0
SOt = B DB WX~ OO T D — «© bxd «© w0 3
TOOOMOANANANNNANANANANANN o © N < o
vvvvvvvvvvvvvvv > © < ] -~
[ | | | |

l‘ul“\lh Mﬂ.mllmMM\MM.M N‘\IMM i M‘ \HIMMM uli“ ﬂnwl! I‘mm.h ‘th mﬂ\hlhhdﬂ\“.hx 1 “"I'. “il |\;Jﬂh|||ﬂml‘m

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 q

sladlh mu.mlm‘ i o b Mo M.nn.m

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80

75 70
f1 (ppm)

Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl,) del compuesto 3m

198



ESPECTROS DE RMN 'Hy '*C DEL COMPUESTO 3n
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ESPECTROS DE RMN 'H y '3C DEL COMPUESTO 30
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