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RESUMEN
QFB Erika Leticia Castillo Gonzalez Fecha de graduacion: 5 de

septiembre de 2020

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: SEMISINTESIS Y EVALUACION CITOTOXICA DE
ARILTETRALINAS C(4)-FUNCIONALIZADAS A PARTIR
DE 3’-DESMETOXI-6-O-DESMETILISOGUAIACINA

Numero de paginas: 181 Candidato para el Grado de Maestro
en Ciencias con Orientacién en
Farmacia

Area de estudio: Estudio de Compuestos con Actividad Farmacolégica y
Biotecnologia Farmacéutica

Propédsito y Método de Estudio: Los datos publicados por el GLOBOCAN
denotan una tendencia creciente en las estadisticas de incidencia y mortalidad
del cancer a nivel mundial, situandose actualmente como la segunda causa de
muerte con 9.6 millones de defunciones. Esta problematica impulso el desarrollo
de diversas estrategias para abatirla, entre las que se encuentra el desarrollo de
nuevos agentes citotoxicos a partir de productos naturales, destacandose
podofilotoxina como fuente de obtencién de sus derivados etopdsido y tenipdsido,
utiles para el tratamiento de cancer microcitico de pulmon. La similitud estructural
del ciclolignano 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina con podofilotoxina y su
analogo citotéxico 3’-desmetoxi isoguaiacina, lo posiciona como un producto
natural importante para desarrollar nuevos agentes citotéxicos. Es por ello que
en el presente proyecto de investigacibn se plante6 la semisintesis de
ariltetralinas C(4)- funcionalizadas y O-alquiladas a partir de 3’-desmetoxi-6-O-
desmetilisoguaiacina mediante reacciones de eterificacién, oxidacion bencilica
C-H y reduccioén, asi como por adicion nucleofilica de hidroxilamina y posterior
acetilacion. Las moléculas obtenidas se caracterizaron mediante el analisis de
sus propiedades espectroscopicas (RMN 'Hy 13C 1D y 2D) y espectrométricas
para después evaluar la actividad citotoxica frente a diversas lineas celulares de
canceres humanos.

Contribuciones y Conclusiones: La estereoquimica relativa y absoluta
1R,2R,3R- de EC-01 vy, por ende, la de LT8 y sus derivados no naftalénicos, se
confirmé con la conformacién cristalina observada por rayos X, las constantes de



acoplamiento (J1-2 = 5.6 Hz, J2-3 = 6.9 Hz) en RMN "H y por el primer efecto Cotton
observado en el espectro de dicroismo circular para EC-01. En la etapa de
semisintesis se obtuvieron 14 derivados, reportandose 10 de estos por primera
vez. Se caracterizaron 5 isobmeros constitucionales de posicion mono- y di-O-
metilados obtenidos a partir de la reaccion de LT8 con yodometano y carbonato
de potasio mediante las correlaciones entre los hidrogenos vecinos
espacialmente observadas en el espectro del experimento NOESY. Se
obtuvieron dos derivados 6,7-(1,3-dioxolano) a partir de la reaccion de LT8 con
bromoclorometano, EC-15 y su analogo naftalénico EC-16 en un 40%. Mediante
bromacién bencilica con N-bromosuccinimida se sintetizaron dos derivados
naftalénicos mas, EC-09 bromado en posicion C4 y EC-12, analogo aromatizado
de EC-01. Se logro funcionalizar la posicidon C4 mediante oxidacién bencilica con
Oxone® y Kl irradiada con luz y se propuso un mecanismo de reaccion en el que
ocurren una sustitucion nucleofilica unimolecular y una eliminacion E1 de manera
simultdnea a partir del aislamiento de los subproductos EC-12 y EC-27, éste
ultimo que se encuentra bromado en uno de los anillos aromaticos, probando asi
la predominancia de una sustitucion electrofilica aromatica sobre una oxidacién
C-H. A partir del derivado cetdonico EC-18 obtenido en un 40% de la oxidaciéon
bencilica, se sintetizd por reduccidén estereoselectiva del grupo carbonilo en
presencia de LiALH4 el alcohol EC-47 en posicion B en un 54%. A su vez, se logré
obtener el derivado oxima EC-41 en un 78% a partir del producto ceténico EC-18
por adicion nucleofilica de NH2OH<HCI, a pesar del impedimento estérico; a partir
de este producto, se obtuvo el derivado O-acetil oxima EC-49 en un 12% en
presencia de Ac20. Finalmente, se realizd un cribado de 6 derivados
semisintéticos y LT8 con etopdsido como control positivo mediante el ensayo de
sulforodamina B a 25 uyM. Estadisticamente, se concluyé que no existen
diferencias significativas en el % de actividad citotoxica de las 7 moléculas
ensayadas. Sin embargo, las diferencias mas notorias se observaron en las
lineas celulares K-562 y SKLU-1. En la primera, los derivados EC-04 y EC-41
presentan un % de inhibicidon de crecimiento celular de 73.18 y 53.2%,
respectivamente, superando al 44.54% observado para LT8. En la estirpe SKLU-
1 también aparece el derivado EC-01 como el compuesto semisintético mas
citotoxico (37.96%), seguido por EC-18 (32.91%), ambos superando el
porcentaje observado para LT8 (13.86%). Finalmente, se destacan los derivados
EC-04 y EC-41 al mostrar un 24.32% y 29.07% de inhibicién de crecimiento
celular, respectivamente en la linea normal COS-7, respecto al 73% y 53.2%
observados para la linea K-562, en ese orden. Aun se requiere la evaluacion
biolégica de las moléculas faltantes pero, actualmente, se reconocen a los
derivados EC-04 y EC-41 como mas activos que LT8 contra la linea K-562 de

leucemia mieloide croénica.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Cancer

1.1.1 Generalidades

El cancer es definido por la Organizacion Mundial de la Salud como un
crecimiento descontrolado de las células y su diseminacion hacia tejido
circundante en un proceso llamado metastasis [1]. Se desarrolla desde la
transformacién de una célula normal a célula cancerigena que deriva en un tumor

maligno capaz de invadir otros tejidos del cuerpo.

Existen diversas causas tanto exdgenas (tabaco, bebidas alcohdlicas,
exposicidon ocupacional a disolventes organicos y metales pesados,
contaminantes ambientales y en alimentos como aflatoxinas, farmacos
citotoxicos, radiacién ionizante, infecciones crénicas por virus) como endégenas
(herencia y mutaciones genéticas) que pueden iniciar una cascada de eventos
dentro de las células que finalmente provocan la activacién de genes que
estimulan la division celular o la inactivaciéon de genes involucrados en la

regulacion del ciclo celular y apoptosis, como lo es el gen p53 [2].



1.1.2 Epidemiologia

En 2016 se estimé que 41 millones de defunciones fueron causadas por
enfermedades no transmisibles y que el cancer representaba la segunda causa

de muerte con un 22% (9 millones de decesos) [3].

En 2018, GLOBOCAN (Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence)
emitié un reporte que estima un total de 18.1 millones de nuevos casos y 9.6
millones de defunciones [4] [5], siendo el cancer de pulmén, de mama y
colorrectal aquellos con mas casos reportados (Figura 1) [6]. Adicionalmente,
esta organizacion estima un total de 29.5 millones de nuevos casos de cancer

proyectados a 2040 [7].
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Figura 1. Numero de Casos y Muertes Mundialmente, Ambos Sexos, Todas las
Edades, 2018.

Grafica reimpresa de: GLOBOCAN, “Estimated Number of Incident Cases and Deaths Worldwide,
Both Sexes, All Ages, 2018” [8].



En 2016, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia reporté que el cancer
fue la tercera causa de muerte en México (precedido por enfermedades
isquémicas del corazén y diabetes mellitus), registrandose 82,502 decesos,
mientras que en Nuevo Ledén fue la segunda causa de muerte (precedida
igualmente por enfermedades del corazon) [9]. Por otro lado, en el reporte emitido
por GLOBOCAN en septiembre de 2018 se registraron 83,476 defunciones y
190,667 nuevos casos en México [10]. Ademas, se reporta que los tipos de
cancer mas prevalentes para ambos sexos en el pais son de mama, de prostata

y colorrectal, en ese orden de prioridad (Figura 2).

Numero de Casos y Muertes en México, Ambos Sexos, Todas las Edades, 2018
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Figura 2. Numero de Casos y Muertes en México, Ambos Sexos, Todas las
Edades, 2018.

Grafica reimpresa de: GLOBOCAN, “Estimated Number of Incident Cases and Deaths in Mexico,
Both Sexes, All Ages, 2018” [11].

1.2 Blancos Terapéuticos de Agentes Citotoxicos

Los farmacos citotoxicos actuan a diferentes niveles del ciclo celular,

especialmente en fase S (de sintesis) o M (mitética) y, a su vez, en distintas



dianas terapéuticas: al interactuar directamente con el ADN (acido
desoxirribonucleico), al inhibir enzimas necesarias para su replicacion, o
interrumpiendo la mitosis. En la Figura 3 se resumen los blancos terapéuticos de
los farmacos citotéxicos mas usados para el tratamiento de distintos tipos de

cancer [12].
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Figura 3. Clasificacion de Agentes Citotoxicos de Acuerdo con su Mecanismo de
Accidn.

Figura adaptada de: L. Brunton and J. Lazo, Goodman & Gilman: Las Bases Farmacdlogicas de
la Terapéutica, 11a ed. México: McGraw-Hill Interamericana, 2007.

Los agentes citotdéxicos pueden actuar a nivel especifico del ciclo celular, por
lo que para que puedan llevar a cabo su actividad farmacoldgica, un buen
porcentaje de las células deben estar en la misma fase del ciclo. Por otro lado,
hay farmacos cuyo mecanismo de accion no involucra una fase de ciclo celular

en especifico, por ejemplo, los agentes alquilantes, pues sus especies reactivas



son atacadas por bases nitrégenadas (principalmente guanina) del ADN (Figura

4),
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Figura 4. Dianas Moleculares de Agentes Citotoxicos dentro del Ciclo Celular.

Figura adaptada de Harwood, J. y Wilkin, D. “Ciclo celular” [sitio web]. Estados Unidos: CK-12,

2016. [Consultado 3 de junio de 2020] [13].

1.2.1 Microtubulos.

Los microtubulos son hélices cilindricas que resultan de un acomodo paralelo

de 13 protofilamentos, cada uno de ellos derivados de la polimerizacion de

heterodimeros de subunidades a- y B-tubulina [14] [15] (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de Microtubulos.
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Figura reimpresa de Nat. Rev. Cancer, 2004, 4: 253-265.

Estas estructuras celulares juegan un papel importante en muchas funciones
biolégicas, incluyendo transporte intracelular, seializacién y division celular vy,
para cumplir con estas funciones, el ensamblaje de los microtubulos se mantiene

como un proceso dinamico [15].

Durante la mitosis forman el huso mitético y separan los cromosomas hijos
entre las células en division, haciendo a los microtubulos una diana ideal para la
terapia anticancer. Los farmacos que interfieren con esta dinamica pueden inhibir

la mitosis, previniendo la progresién del ciclo celular y dando lugar a apoptosis.

1.2.2 Topoisomerasas

Las topoisomerasas son enzimas encargadas de reducir el
superenrollamiento de la doble hélice de ADN que se genera por delante de la
horquilla de replicacién. Existen dos tipos, y la diferencia entre la topoisomerasa
Iy Il es que la primera rompe y vuelve a unir una cadena del ADN, mientras que

la 1l rompe las dos cadenas del ADN para volver a unirlas (Figura 6) [16].
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Figura 6. Accion de las Topoisomerasas.

Figura reimpresa de: Herraez A. Texto llustrado e Interactivo de Biologia Molecular e Ingenieria
Genética, 2a ed. Espana: Elsevier, 2012.

La apertura de la doble hélice ocasionada por la progresién de la helicasa a
lo largo del ADN bicatenario conlleva la aparicion de superenrollamientos
positivos por delante de la horquilla. Para aliviar esa tension de torsion se
requiere algun tipo de mecanismo giratorio pues, de lo contrario, el
superenrollamiento acumulado por delante de la horquilla llegaria a impedir el
avance de la replicacién. Este problema se resuelve gracias a la accion de las
topoisomerasas, enzimas que alteran el estado de superenrollamiento del ADN
sin modificar su estructura en otros aspectos. Es decir, interconvierten
topoisémeros modificando el numero de enlace del ADN (numero de vueltas que

da una hebra respecto a la otra).



1.3 Productos Naturales Moduladores de Microtibulos

Las plantas son capaces de producir moléculas que interfieren con la
regulacion del ensamblaje de los microtubulos. Estos agentes estabilizan o
desestabilizan la polimerizacion de tubulina en diferentes sitios de unién [17]

(Figura 7).

Ligandos del sitio de
union de alcaloides de
la vinca

Ligandos del sitio de
unioén de la colchicina

Ligandos del sitio de
union de taxanos

Figura 7. Clasificacion de Agentes Antimitéticos (Mecanismo de Accion y Sitios
de Union de Inhibidores de los Microtubulos.

Figura adaptada de Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2004, 4(10): 1077-1104.

Los estabilizadores de microtubulos son de tipo taxano (paclitaxel y su
derivado semisintético docetaxel). Estos se unen a la 3-tubulina en la superficie
interior de los microtubulos y antagonizan el desensamble de esta estructura
citoesquelética fundamental, favoreciendo la polimerizacion de la tubulina en
microtubulos estables pero poco funcionales al carecer de flexibilidad necesaria

en la mitosis, dejando a la célula en fase mitética.

Los alcaloides de la vinca (vincristina y vinblastina, asi como sus derivados

semisintéticos vinorelbina y vindesina) son considerados desestabilizadores de



tubulina, se unen a la subunidad B en los extremos de los microtubulos, causando
despolimerizacion de estos y supresion de la estabilidad dinamica, lo que
ocasiona que el huso mitético no permanezca intacto y, por lo tanto, los
cromosomas no se puedan alinear quedando dispersos en el citoplasma durante

la mitosis.

1.3.1 Sitio de Unidn de la Colchicina

Un producto natural que también tiene la capacidad de unirse a la tubulina es
la colchicina. Tiene su propio sitio de uniéon con dicha proteina y se une de
manera competitiva en el espacio interdimérico entre las subunidades a y 3 del
heterodimero por puentes de hidrogeno (con el residuo Cys241 de B-tubulina).
Su accién antiproliferativa involucra la formacion de un complejo tubulina-
colchicina que se une a las terminaciones de los microtubulos previniendo la
elongacion del polimero, tal como se reporté por Ravelli y cols [18] al publicar por
primera vez la estructura cristalina de la proteina de tubulina formando un
complejo con el dominio similar a estamina (SLD) de la proteina RB3 (complejo
TR2) (Figura 8). Como resultado de esta union competitiva, la colchicina produce

arresto celular en la fase G2/M del ciclo celular.
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Figura 8. Sitio de Unidn de la Colchicina en el Complejo Tubulina-Colchicina:RB3-
SLD.

Figura adaptada de Nature, 2004, 428, 198-202.

Con lo anterior se determiné el complejo ternario tubulina-podofilotoxina:RB3-
SLD y se encontré que se unen en el mismo sitio. Ademas, se reemplazé la
colchicina con N-desacetil-N-(2-mercaptoacetil)-colchicina (DAMA-colchicina), lo
que permitié establecer la ubicacion del grupo N-acetilo y definir su orientacion.
Determinaron entonces que el sitio de union a la colchicina esta envuelto por las

hebras S8 y S9, el bucle T7, las hélices H7 y H8 de la subunidad B y por el bucle

10



T5 de la subunidad a; también encontraron una interacciéon importante entre los

metoxilos del anillo trimetoxilado con Cysf241 por puente de hidrégeno.

Dentro de las especies moleculares que también se unen a la tubulina en el
mismo sitio que la colchicina, estan los productos naturales esteganacina,
podofilotoxina y combretastatina A-4, todas ellas comparten similitud estructural
que las hacen moléculas lideres para su modificacion semisintética con el

objetivo de mejorar su actividad citotéxica per se (Figura 9).

Combretastatina A-4 Colchicina Podofilotoxina Esteganacina

Figura 9. Ligandos de Tubulina en el Sitio de Unién de la Colchicina.

Figura adaptada de: G. M. Cragg, D. G. I. Kingston, and D. J. Newman, Anticancer agents from
natural products. United States: CRC Press, 2012.

1.3.2 Podofilotoxina

La podofilotoxina (Figura 10) es un fenilpropanoide dimérico (anillo aromatico
de 6 carbonos con una cadena alifatica de 3 carbonos) cuyos monémeros estan
unidos por uno de los carbonos de la cadena alifatica. Esta estructura es

caracteristica de los lignanos.

11



Particularmente, es un lignano de tipo ariltetralina lacténica debido a que esta
compuesta por un nucleo tetrahidronaftaleno (tetralina) unido a un anillo de tipo
dioximetileno (anillo A) y a un anillo lacténico (anillo D), formando una estructura
pseudoplanar a lo largo de los anillos A-D; al anillo C esta unido a través del C1
un trimetoxibenceno (anillo E) que gira libremente. Esto le confiere al -OH de la

posicidon C4 una orientacion ecuatorial y al anillo E una orientacion axial [19].

La union del anillo E da la prioridad a la numeracion del nucleo
tetrahidronaftaleno y es una convencién establecida por la Unién Internacional de

Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) [20].

OH
065‘04'3” (O 9 3 H
<Ao o= T Ho ="
0N N ™o 0NN ()
21 (e]
6 2

8 z
21 (0]
6] 2'
5 3 ~ ~
o o~ ~o0 o~ SO N 0 o]

1a 1b 2a 2b

Figura 10. Estructuras Quimicas de Podofilotoxina (1a y 1b) y Epipodofilotoxina
(2ay 2b).

Figura adaptada de Pharmacol. Ther., 1993, 59(2): 163-228.

La podofilotoxina cuenta con 4 estereocentros (C1-C4) y presenta un isémero
epimérico en C4 llamado epipodofilotoxina (que también tiene propiedades
citotoxicas). Estas caracteristicas estructurales le permiten a la podofilotoxina
unirse a la tubulina al igual que la colchicina, combretastatina A-4 y esteganacina,

asi como a la topoisomerasa |l.
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1.4 Dicroismo circular

La actividad éptica esta presente en casi todos los productos naturales y juega
un papel muy importante en la farmacodinamia, es por ello que, en el caso de
moléculas obtenidas por sintesis total o por semisintesis a partir de una molécula
lider presente en los seres vivos, es necesario determinar su actividad éptica para
establecer su configuraciéon absoluta y, de esta manera, descartar aquellos
efectos nocivos a la salud que algunos isémeros Opticos pueden ocasionar al
llevar a cabo su interaccion farmaco-receptor. Un experimento util para
determinar la configuracion absoluta de una molécula es el Dicroismo Circular

(DC).

1.4.1 Fundamento

La luz polarizada linealmente (Figura 11) se caracteriza porque su vector es
propagado en forma de onda coseno, por lo que si se observa de frente, el vector
varia en longitud de acuerdo a su funcién coseno, pero la vibracion es en la

misma direccién [21].
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Figura 11. Vector Eléctrico de Luz Polarizada Linealmente.

Figura reimpresa de Angew. Chem. Int. Ed. 1968, 7(1), 14-25.

Un haz de luz polarizada circularmente (Figura 12) se caracteriza porque su
vector eléctrico describe una hélice, y el vector cambia su direccién respecto al

tiempo.
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Figura 12. Luz Polarizada Circularmente a la Derecha.
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Figura reimpresa de Angew. Chem. Int. Ed. 1968, 7(1), 14-25.

Para la luz polarizada circularmente a la derecha la direccion del vector es a
favor de las manecillas del reloj, mientras que en la luz polarizada circularmente
a la izquierda el vector va en sentido contrario. Si una fuente de luz emite en una
direccion luz polarizada circularmente tanto a la izquierda como a la derecha a la
misma longitud de onda e intensidad, la superposicion de ambas produce una

vibracion linealmente polarizada (Figura 13).
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Figura 13. Superposicion de Luz Polarizada Circularmente a la Derecha y a la
Izquierda a a Misma Intensidad y Longitud de Onda.

Figura reimpresa de Angew. Chem. Int. Ed. 1968, 7(1), 14-25.

Si ambos haces de luz se propagan a diferentes velocidades a través de un
medio quiral (CL#CR, lo que da lugar a AL#Ar), el vector resultante no tendra una
direccién constante y generara un angulo a (Figura 14) respecto a la direccion
original de vibracion de la luz incidente; la luz transmitida es ahora polarizada

elipsoidalmente.
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Figura 14. Superposicidon de Luz Polarizada Circularmente a la Izquierda y a la
Derecha a Diferente Velocidad de Propagacion.

Figura reimpresa de Angew. Chem. Int. Ed. 1968, 7(1), 14-25.

El angulo 6 (Figura 15) de la luz polarizada transmitida elipsoidalmente se

define como angulo de elipticidad [22]:

(1)

eje menor de elipsoide
arc tanf = — ——
eje mayor de elipsoide

Transmitted ellipsoidal
polarized light

Incident linear
polarized light la/

Figura 15. Luz Polarizada Elipticamente.
Figura reimpresa de Mander Lew. Comprehensive Natural Products Il: Chemistry and Biology.
Vol. 1, Reino Unido: Ed. Elsevier Ltd., 2010.
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El fendmeno de DC es causado por la diferencia de la intensidad de absorcion
para luz polarizada circularmente a la derecha y a la izquierda y se expresa como

[6] o elipticidad molar:

(2)

M
6 =—
lc

Donde 6 es el angulo de elipticidad observado, M es el peso molecular, / es la

longitud de la celda y ¢ es la concentracién (g/100 ml de solucién) [21].

Para una descripcion estandarizada y cuantitativa del DC, se hace referencia
a la Ley de Lambert-Beer. Si lp es la intensidad de la luz incidente y / es la

intensidad de la luz transmitida, la absorbancia:

3)

Iy
A =logq <7> = gcl

La absorbancia A es proporcional a la concentracién cy la longitud de la celda
I. Sila concentracion ¢ esta dada en mol/L y / en cm, entonces € es la absortividad

molar [23].

En el caso de moléculas organicas, se prefiere utilizar la diferencia de
extincion Ae (dm3 mol'cm™") sobre la elipticidad molar para describir el DC, pues
la luz circularmente polarizada a la izquierda o a la derecha no solo se propaga

a diferentes velocidades, sino también a diferentes extinciones, calculada como
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la diferencia del coeficiente de absorcion €. [24] para luz polarizada circularmente

a la izquierda y ¢€r para la luz polarizada circularmente a la derecha:

(4)

Ase = ¢ — &

La elipticidad molar [6] se correlaciona con Ag [22] como sigue:

()
[6] = 3300A¢

(6)

0
33 = 8 =)D

Donde AA es la diferencia de absorbancia de DC, ¢ es concentracién molar

(mol/dm3) y / la longitud de la celda (cm).

Como resultado de este fendmeno se genera un componente en forma de “S”
sobrepuesto a la banda de absorcion conocido como Efecto Cotton. EI DC se

caracteriza por cuatro cantidades: Ag, Amax, €l signo y la forma de la curva.

1.4.2 Cromodforos

Un croméforo es una estructura molecular responsable de una o mas
transiciones electronicas asociadas a las bandas de absorcién en el rango UV-

Vis ya que posee grupos funcionales capaces de absorber esta radiacién [23]. El
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primer paso antes de analizar un espectro de DC es reconocer correctamente las

unidades cromofdricas de la molécula en cuestion.

Es posible diferenciar entre dos tipos de cromoforos, por ejemplo
“inherentemente disimétricos” (derivados de bifenilo, dienos conjugados no
planares, enonas conjugadas no planares) y croméforos que tienen una simetria
local, pero son perturbados disimétricamente al incorporarse a un entorno quiral

(-C=0, C=S, -S-S-, NO2, COOR, C=N, N=N) [25].

1.4.3 Efecto Cotton

Un Efecto Cotton se asocia con la presencia de un croméforo y, cuando la luz
se absorbe, un electron es excitado de un orbital ocupado a un orbital
desocupado de antienlace y, si estos orbitales se encuentran en un centro

asimétrico, se observara dicho efecto [21].

Existen muchas reglas que correlacionan los signos de los Efectos Cotton con
la configuracion absoluta de una molécula y, a pesar de que la mayoria de estas
reglas se aplican para un solo croméforo, las interacciones espaciales entre dos
o mas cromoforos también dan lugar a efectos Cotton (véase 1.4.7 Regla de la

Quiralidad del Excitén).

Los efectos Cotton de compuestos organicos se clasifican en tres tipos

considerando las propiedades simétricas y la naturaleza de los croméforos y sus
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transiciones: 1) efectos Cotton producidos por croméforos inherentemente
simétricos que son perturbados asimétricamente (cetonas, dobles enlaces,
benzoatos, compuestos aromaticos); 2) efectos Cotton producidos por
cromoéforos inherentemente disimétricos (dienos conjugados, cetonas q,f-
insaturadas); 3) efectos Cotton producidos por interacciones dipolo-dipolo entre

mas de dos cromoforos [26].

1.4.4 Vectores de Polarizacion

En 1949, Platt [27] utilizé un modelo para la interpretacion de transiciones
electronicas de sistemas aromaticos “cata-condensados” (cuyos carbonos no
pertenecen a mas de dos anillos y cada carbono se encuentra en la periferia del
sistema conjugado) en los cuales se genera un circuito o perimetro de electrones
1. Los cuatro niveles electrénicos mas bajos en estos sistemas aromaticos, de
acuerdo a la nomenclatura de Platt (que establece letras como L y B para cada
cada capa energética), son 'Ly, 'La, By y 'Ba. En esta nomenclatura, el subindice
a denota los vectores de polarizacion que tienen densidad de electrones en los
atomos y puntos nodales (puntos de menor densidad electrénica) en los enlaces
que conectan a dichos atomos; el subindice b corresonde a los vectores de
polarizacion que poseen la densidad electronica de los electrones 1 en los
enlaces (bonds, en inglés) y los puntos nodales en los atomos, como se muestra

en la Figura 16.
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Figura 16. Diagramas de Polarizacion de Bandas de Absorcion de Moléculas
Representativas.

Figura reimpresa de J. Chem. Phys. 1949, 17, 484.

1.4.5 Regla del Sector Benceno

En ausencia de sustituyentes adicionales en el anillo, el signo de la banda 'Ly
en el espectro de DC de bencenos directamente unidos a un centro asimétrico
esta determinado por dicho estereocentro. El signo de la banda 'L, puede, por lo
tanto, ser predicho si se conoce la conformacion preferida del grupo quiral en el
enlace de union [28]. Para bencenos sustituidos, la conformacién preferida es
aquella en la cual el hidrogeno contiguo al estereocentro eclipsa o casi eclipsa
con el plano del anillo aromatico. Lo mencionado anteriormente y los datos de

DC de moléculas similares sugieren la proyeccion en cuadrantes de la Figura 17.
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Figura 17. Proyeccion de Cuadrantes de la Regla del Sector Benceno.

Figura reimpresa de J. Org. Chem. 1991, 56, 432-435.

Los signos en la proyeccidén expresan las contribuciones en DC a los Efectos
Cotton de la banda 'Ly, por los grupos ubicados en los cuatro cuadrantes. La suma
de estas contribuciones proporciona el signo del Efecto Cotton de la banda 'Le.
En resumen, la regla de sector benceno permite obtener la sumatoria de las
contribuciones a la fuerza rotatoria de la banda observada en DC que se dan por

cada grupo unido al centro asimétrico.

Utilizando los datos de DC de diversos compuestos enantiopuros como
fenilcarbinoles y bencilcarbinaminas, en los cuales un sustituyente del centro
quiral contiguo al benceno es un hidrégeno y de los cuales se conoce la
configuracion absoluta, se estableci6 una secuencia para las aportaciones
vibrénicas al efecto Cotton de la banda 'Ly: SH, CO2", C(CH3)s>CH3>NH., NH3*,

+N(CH3)3, OH, OCHs, CI, I; Yy CH3>CO2H>*NH3, OH, OCHs.
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1.4.6 Regla de Quiralidad del Benceno

Para bencenos directamente unidos a un centro asimétrico y sin mas
sustituyentes, el efecto Cotton de la banda 'L, es el resultado de la aportacion
vibronica de transiciones a longitudes de onda mas cortas, y su signo depende

solo de la configuracion del centro asimétrico contiguo al anillo de benceno.

En bencenos mas sustituidos el signo del efecto Cotton de la banda 'L, puede
tener el mismo o distinto signo que el analogo monosustituido, y tal cambio se
puede predecir con base a la regla de quiralidad del benceno y depende de la
posicién en el anillo, asi como del momento espectroscopico del sustituyente

adicional [29].

En un benceno sustituido y directamente unido a un centro asimétrico se
inducen momentos de transicién electronicos en los enlaces del anillo y su
magnitud se relaciona con el tipo de sustituyente en el anillo de benceno. Este
momento se puede desglosar en momentos de transicion de enlace mostrados

en la Figura 18.
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R*is positive: CH(OH)CH3

R 1s positive:
Cw. CH30, or
CH3

R s negotive:
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hadk-

Az0 15 negative

Figura 18. Regla de la Quiralidad del Benceno.
Figura reimpresa de J. Org. Chem., 1987, 52, 3386-3389.

En la figura anterior [29] se muestran las direcciones del momento de enlace
inducido para bencenos sustituidos con grupos que tienen momentos
espectroscopicos positivos y negativos. Las flechas sodlidas indican la
contribucion vibrénica por un centro asimétrico y tienen un solo sentido en contra
de las manecillas del reloj, mientras que las flechas punteadas representan
aquellos momentos de enlace inducidos por sustituyentes adicionales en el anillo
y varia el sentido de la flecha dependiendo de la posicién de sustitucion (orto,
meta y para) y de la presencia de una carga parcial positiva o negativa en los

sustituyentes.
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Para un anillo aromatico monosustituido con efecto Cotton de la banda 'Ly, con
signo negativo, al sustituirlo con un atomo de CI en posicién orto- o para-, que
posee momentos espectroscopicos positivos, la alineacion de los momentos de
transicion de enlace inducidos se oponen a aquellos del centro asimétrico (la
contribucion vibrénica o fuerza rotacional vibrénica negativa ha sido disminuida
por una contribucion inducida positiva), reduciendo la intensidad de la senal
negativa para 'Ly y por lo tanto invirtiendo el signo del efecto en este caso. En
contraste, cuando se introduce Cl en posicion meta- ocurre una intensificacion
del efecto Cotton negativo. La introduccién de grupos como CN o CF3 con
momentos espectroscopicos negativos da lugar a los efectos contrarios antes
mencionados. Cuando las contribuciones vibrénicas e inducidas se alinean o
tienen el mismo signo, se intensifica la sefial de 'Ly y no hay ambigiiedad en la
prediccion del signo del efecto Cotton pero, cuando tienen alineaciones

contrarias, la prediccion del signo del Efecto Cotton es mas compleja [30].

En sustituciones para- con un atomo o grupo con momento espectroscopico
negativo, se inducen momentos de enlace de sentido contrario, y la contribucién
inducida positiva para la fuerza rotacional tiene el mismo signo que la contribucién
vibracional. Sustitucién meta- por un grupo en particular inducira momentos de
enlace en sentido opuesto de aquel inducido por el mismo grupo en posicion
para-. Sustituciones orto- revierte el sentido de los momentos de enlace inducidos
de aquellos con el mismo sustituyente en meta-, y el signo del efecto Cotton se

revertira de aquel isbmero meta-.
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1.4.7 Regla de la Quiralidad del Excitdn

Cuando interactuan dos croméforos se generan dos efectos Cotton de misma
amplitud pero signo opuesto, se produce lo que se conoce como acoplamiento
de exciton. Esta division indica que los dos efectos se deben a interacciones
dipolo-dipolo entre los momentos de transicion electronica de la banda de

transferencia de carga molecular de dos cromaoforos [24].

Como consecuencia del acoplamiento entre dos croméforos unidos por un
centro asimétrico, los dos estados excitados degeneran en dos niveles,
separados por un valor llamado 2V12, llamado division de Davydov (Figura 19a)
[22]. La divisidn de estados excitados se refleja en una banda de absorcién mas
ancha o dividida, centrada en la longitud de onda de transicién del croméforo solo

(Figura 19b) [31].
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Croméforo 1

Croméforos
acoplados

Croméforo 2

b)

Quiralidad negativa
del excitén

Segundo
efecto
Cotton

positivo

CcD

Primer

efecto

Cotton
negativo

Segundo
efecto
Cotton

negativo

Quiralidad positiva
del exciton

Primer
efecto

Cotton
positivo

Figura 19. (a) Separacién de los Estados Excitados de dos Cromoforos
Acoplados y (b) Parametro Tipico de Efectos Cotton por Acoplamiento de

Exciton.

Figura reimpresa de Chem. Soc. Rev., 2007, 36, 914-931.

El signo de la quiralidad del excitdon se puede evaluar de la siguiente manera:

al considerar los dos vectores de polarizacion de interés (que pueden ser como

alguno de los descritos en la Figura 16) y observarlos en un plano en el que un

vector quede delante del otro, el signo negativo se define cuando hay un angulo

agudo en contra de las manecillas del reloj entre ambos vectores de polarizacion

[32], como lo describe la simbologia de la TABLA 1.
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TABLA 1

Definicion de la Quiralidad del Excitéon.

Definicién Simbologia Efectos Cotton

Primero Positivo (a A
Quiralidad del exciton
mas larga) y segundo

@
positiva _\
negativo (a A mas corta)

Primero negativo (a A
Quiralidad del exciton
mas larga) y segundo

©
negativa r_
% positivo (a A mas corta)
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Actividad Citotoxica de Derivados de Podofilotoxina

El descubrimiento de compuestos lideres con actividad biolégica ha sido parte
esencial en la investigacion farmacéutica y los productos naturales han sido
fuente importante para el desarrollo de moléculas con actividades farmacolégicas

mejoradas para una gran variedad de enfermedades como lo es el cancer [33].

Hasta 2016, el Centro de Evaluacién e Investigacion de Farmacos (CDER, por
sus siglas en inglés) ha reportado estadisticas sobre la aprobacion de “Nuevas
Entidades Moleculares” (NME, por sus siglas en inglés), siendo los productos
naturales los de mayor auge en los 90s. Del total de NME registradas hasta 2016,
5.3% correspondian a productos naturales que no han sido modificados y cuyos
congéneres sintéticos o semisintéticos han sido predominantes, alcanzando un

28% de NME aprobados a partir de productos naturales modificados [34].

En el auge del desarrollo de nuevos farmacos a partir de productos naturales

provenientes de plantas (90s), se aprobaron las epipodofilotoxinas etopdsido y
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tenipdsido, y se introdujeron en estudios clinicos las 43-anilinas NPF y GL-311

[35] (Figura 20).

~o o~ ~o o~
OR; OH
Ry=  CHg Ro= OH Etoposido (VP-16) R= F NPF
Ri= I\ Ro= OH Tenipésido (VM-26) R= NO, GL-331
S

o _
Ri= CHj Ro= o—llv—o Etopophos

O

Figura 20. Derivados Semisintéticos de Podofilotoxina con Actividad Citotoxica.

Figura adaptada de Tetrahedron Lett., 2003, 44(46): 8457—8459.

La investigacién del mecanismo de accion de estas moléculas ha permitido
establecer que tienen dos blancos terapéuticos: etopdsido y tenipdsido forman
un intermediario terciario ligando-ADN-topoisomerasa |l que induce escisiones
de ADN, y los derivados NPF y GL-331 tienen capacidad de unirse de forma
reversible con la tubulina, evitando su polimerizacién, lo que conduce finalmente

a un arresto celular en la metafase [36].

2.2 Interaccién de Podofilotoxina y Derivados con Blancos Terapéuticos

A partir del desarrollo de los derivados 4B-sustituidos de podofilotoxina,
etopdsido y tenipdsido, se siguio explorando la influencia en la actividad citotoxica
de mas grupos funcionales en esta posicion con caracteristicas quimicas

diversas (grupos electrodonadores o electroatractores, grupos polares,
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hidrofdbicos, asi como también voluminosos) con el objetivo de establecer una
relacion estructura-actividad de las moléculas sintetizadas a partir de
podofilotoxina. Para ello, se han realizado investigaciones respecto a la
interaccion de podofilotoxina y sus derivados con tubulina y topoisomerasa I,
dada su similitud con etopédsido y tenipdsido y otros derivados semisintéticos

C(4)-sustituidos.

2.2.1 Interaccion de Podofilotoxina y Derivados con Tubulina

Gussio y cols en 2005 [37] tomaron la estructura de rayos X del complejo
tubulina:DAMA-colchicina reportada anteriormente por Ravelli y cols [18] como
plantilla para un estudio por acoplamiento molecular y determinar los sitios de
union de una serie de inhibidores del sitio de union de la colchicina. Estos
modelos se utilizaron posteriormente para generar un farmacdéforo comun basado
en dichas estructuras. Se propuso que las moléculas utilizadas para el estudio se
pueden unir por siete grupos farmacoféricos, que consisten en tres aceptores de
puentes de hidrogeno (A1, A2 y A3), un donador de puente de hidrogeno (D1),
dos centros hidrofébicos (H1 y H2), y un grupo plano (R1), observando que A2,
H1, H2, y R1 son esenciales para la actividad, pues se presentaron en todos los

casos; entre las 15 moléculas se repiten de cinco a seis de estos grupos.

En la Figura 21 se muestra que los puntos H2 y R1, que son hidrofébicos y

planares, fungen como la porcion rigida de la plataforma molecular que satisface
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todos los requerimientos geométricos y estéricos para la union, mientras que los
puntos A1, A2, A3, D1 y H1 poseen interacciones cruciales con la proteina.

Ademas, se describen los residuos de aminoacidos de mayor interaccion en el

modelo.
Tubulina

Alap248, . - -
La actividad farmacolégica 7 grupos farmacoféricos:

Leup250 A3 @ requiere, al menos:

) b1 Tres aceptores de puente de H
eup255, S 1 tor d te de H
R1/ a1 aceptor de puente de Un donador de puente de H

¢

: 1 regién plana.

‘ 2 centros hidrofdbicos Dos centros hidrofébicos

Una region plana

H1

Figura 21. Mapeo de los Grupos Farmacoféricos del Sitio de Union de la
Colchicina.

Figura adaptada de J Med Chem, 2005, 48(19): 6107-6116.

Unos afios mas tarde, un estudio importante que ayudd a determinar las
interacciones moleculares entre podofilotoxina y derivados con tubulina fue el
realizado por Antunez-Mojica y cols. (2016) [33]. Se reportaron las interacciones
estructurales y bioquimicas con tubulina de lignanos aislados de Bursera
fagaroides: podofilotoxina (1), acetil podofilotoxina (2), 5’-desmetoxi-B-peltatina
A metil éter (3), 7°,8-dehidro acetil podofilotoxna (4), y burseranina (5) (Figura

22).
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Figura 22. Estructuras Quimicas de Lignanos 1-5 Aislados de B. fagaroides.

Figura reimpresa de J. Nat. Prod., 2016, 79, 2113-2121.

Se evaluaron los 5 productos naturales contra las lineas celulares cancerosas

A549 y A2780, obteniendo los resultados de la TABLA 2.

TABLA 2

Citotoxicidad de Compuestos 1-5 en Lineas Celulares A549 y A2780

ICs0 (NM)?
Compuesto A549 A2780
1 151 1811
2 2512 3415
3 3317 84110
4 263175 587158
5 867013000 12940+4000

A549: cancer de pulmodn; A2780: cancer de ovario.
aValores promedio + error estandar de tres experimentos independientes a 48 h de exposicion.
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En la tabla anterior se demuestra que los compuestos fueron altamente

citotoxicos contra ambas lineas, mostrando valores que van de 25 nM a 13 pM.

Para comprobar el mecanismo de accion llevaron a cabo diversos
experimentos. Observaron que los compuestos acumularon un mayor porcentaje

de células en fase G2/M de la linea 549 mediante citometria de flujo.

En el segundo experimento, confirmaron el sitio de union a la colchicina como
la diana molecular de estos compuestos al medir el grado de desplazamiento de
MTC [2-metoxi-5-(2,3,4-trimetoxifenil)2,4,6.cicloheptatrien-1-ona], un analogo de
colchicina que fluoresce a 350 nm cuando esta unido a la tubulina. El compuesto
(2) y podofilotoxina resultaron los mas activos, con un 65y 28% de fluorescencia,
respectivamente (se midié la disminucion de fluorescencia, directamente

proporcional al grado de desplazamiento de MTC).

Para el estudio de reconocimiento de estructuras moleculares entre el dimero
a/p tubulina, se llevd a cabo el estudio de Resonancia Magnética Nuclear de
Diferencia de Transferencia de Saturacién (STD-NMR, por sus siglas en inglés).

El fundamento de este se describe a continuacion.

Se basa en el efecto NOE (Nuclear Overhauser Effect) y en la observacion de
las sefiales de resonancia del ligando, asi como en el hecho de que, para una
union débil de ligando (constante de disociacion, Kp entre 108 mol/L a 10-3 mol/L),

hay un intercambio entre el ligando unido y libre. Este experimento involucra la
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sustraccion del espectro en el cual la proteina fue selectivamente saturada
(espectro “en resonancia” obtenido al irradiar a cierta region que contiene solo
resonancias de la proteina, con sefales Isat), de aquel espectro adquirido sin
saturaciéon de proteina (“fuera de resonancia” con sefales lp). En el espectro
diferencial (Istp= lo-Isat) solo permaneceran las sefales del ligando que
recibieron la transferencia de saturacién de la proteina (por efecto NOE) (Figura

23).

ligand nonligand

) k
‘ Ken -
Ko on
selective
saturation

X ‘"‘
«*

JLU_M_LJLU_ML

off-resonance on-resonance difference spoctra

Figura 23. Esquema del Experimento STD-NMR. El Intercambio entre Ligando
Unido y Libre Permite la Transferencia de Magnetizacién de la Proteina al
Ligando.

Figura reimpresa de J. Chem. Ed. 2011, 990-994.

Otros compuestos que puedan estar presentes pero que no se unen al
receptor no recibirdn ninguna transferencia de saturacion; sus sefales tendran

igual intensidad en los espectros “en resonancia” y “fuera de resonancia” y, como
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consecuencia, tras la sustraccion no se observaran sefales en el espectro
diferencial. La diferencia en intensidad a causa de la transferencia de saturacion
se puede cuantificar (Isto=l-Isat) y €s indicativo de la unién. Para una molécula
que se une a la proteina, solo aquellas sefiales de los hidrogenos que estan en
estrecho contacto con la proteina (5 A) y que reciban transferencia de
magnetizacion apareceran en el espectro diferencial y de éstos, los que estén
mas cerca a la proteina, tendran sefales mas intensas a causa de una

transferencia de saturacién mas eficiente.

Explicado el fundamento de esta técnica espectroscopica, se analizaron los
lignanos 1-3 por STD-NMR. Los lignanos 1 y 2 mostraron efectos STD mayores
para los hidrégenos H-3 y H-6 del anillo B, seguido de los protones en los anillos
Ay E. El compuesto 3 mostré efectos STD para H-3, H-5 y H-6' y de manera
importante para el OMe en C40, lo que indica proximidad con la proteina. Con
todo lo anterior se concluye que los anillos B y E presentan una interaccién clave

con la tubulina (Figura 24).
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Figura 24. Representacion Esquematica de los Protones que Interactuan con
Tubulina. En Rojo los Protones mas Afectados en el Complejo y en el Recuadro
Punteado la Regién que Interactua con la Proteina.

Figura reimpresa de J. Nat. Prod., 2016, 79, 2113-2121.

2.2.2 Interacciéon de Podofilotoxina y Derivados con Topoisomerasa |l

Existen al menos dos isoformas de topoisomerasa |l que comparten un 70%
de la secuencia de aminoacidos en vertebrados: lla y lIB. La primera es esencial
en la relajacién de la cadena de ADN y es esencial para la supervivencia de
células activas en crecimiento y su concentracion se incrementa en periodos de
proliferacion; en contraste, la topoisomerasa |l es de caracter constitutiva, es
decir, su concentracién no se ve afectada por el ciclo celular, es por ello por lo

que la isoforma a ha sido mas estudiada que la 3.

Como se ha descrito anteriormente, los derivados semisintéticos etopdsido y
tenipdsido ejercen su efecto citotdxico al inhibir la funcién de topoisomerasa II,

de ligar nuevamente el ADN que se escinde al formar complejos ternarios de
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ligando-enzima-ADN. En un estudio realizado por Wilstermann y cols. [38] se
utilizaron técnicas como STD-NMR vy electroforesis para definir los grupos
funcionales en etopédsido y otras moléculas ensayadas (Figura 25) que se
asocian con topoisomerasa Il de levadura Saccharomyces y topoisomerasa lla
humana, asi como para determinar la capacidad de los derivados estudiados

para formar complejos ternarios.

C4 Substitutions
n‘c\“ Hy
H H
H MC—$ B
H;C—& 02 s 0> o H,C-N
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" " H,CO OCH,
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Etoposide  Hydroxyphenyl- Phenyl-
H,CO OCH, yotop):)gldoy etoposide

E-ring Substitutions

Figura 25. Estructuras de Etopoésido y Derivados con Sustituciones en C4 o Anillo
E.

Figura reimpresa de Biochemistry, 2007; 46(28): 8217-25

Para el ensayo de electroforesis se utilizé plasmido pBR322 superenrollado
negativamente, las moléculas a probar y después del tiempo de reaccién (6
minutos) se digirid con proteinasa Ky se afiadié SDS para correr las muestras en

el gel, mostrando los resultados de la Figura 26:
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Figura 26. Escision de ADN por Etopdsido y Derivados.

Figura reimpresa de Biochemistry, 2007; 46(28): 8217-25.

En el gréafico de la izquierda, se observa la influencia del sustituyente en C4
con la capacidad de generar fragmentos de ADN observables por electroforesis,
siendo la molécula TOP-53 la que presentd mayor actividad respecto a etopdsido.
En contraste, en el grafico de la derecha se estudid la dependencia entre la
variacion de sustituyentes en el anillo E, concluyendo que, al reducir las
sustituciones en este anillo, también se reduce la actividad citotéxica sobre

topoisomerasa Il.

En el espectro diferencial de etopdsido se observaron efectos NOE con los
protones geminales del anillo A, H5 y H8 del anillo B, asi como con H2’, HE’, con
los metoxilos en 3’y 5’ del anillo E y no se observé ninguna interaccion con los

hidrégenos de la porcion glicosidica.
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Se encontré que el derivado TOP-53 que habia mostrado buena actividad en
el ensayo de electroforesis, presenta sefales en el espectro diferencial de STD-
NMR 'H (Figura 27) para los mismos hidrogenos que etoposido y, ademas, para

los hidrogenos de la cadena aminoalquilo.
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Figura 27. Interaccion de TOP-53 con Topoisomerasa |l de Levadura

Determinado por STD ['H]-NMR.
Figura adaptada de Biochemistry, 2007; 46(28): 8217-25.

2.3 Actividad Biolégica de Lignanos Naturales

Actualmente se cuenta con estudios de actividad citotoxica de ariltetralinas
naturales (TABLA 3): podofilotoxina, epipodofilotoxina (-OH en C4p),
podofilotoxona (analogo C4 cetdnico), y 3’-desmetoxi isoguaiacina. Se reportan
concentraciones que alcanzan el orden de nM para epipodofilotoxina y el resto
de los andlogos con concentraciones superiores a este mostrando una moderada

actividad citotodxica.
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TABLA 3

Actividad Citotoxica de Podofilotoxina y Derivados Frente a Diversas

Lineas Celulares Cancerosas Humanas

Compuesto

Linea celular

Actividad citotoxica

Podofilotoxona

QH
ST
o]
o o
Z (o]
oW

O\
Podofilotoxina

Epipodofilotoxina

HO
\OII;I

OH
3’-desmetoxi
isoguaiacina

DU145 (cancer de
prostata)
PC-3 (cancer de
prostata)

PC-3 (cancer de
préstata)

Bcap-37 (cancer de
mama)
DU145 (cancer de

préstata)
PC-3 (cancer de
préstata)

HT-29 (cancer de colon)

HT-29 (cancer de colon)

ACC375 (melanoma)
MCF7 (cancer de
mama)
SW480 (cancer de

colon)
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ICs50= 14.7£0.8 uyM, MTT
[39]

ICs0= 20.6£3.2 uyM, MTT
[39]

% Inhibicion celular a 20
uM= 52.0+5.6, MTT [40]

% Inhibicién celular a 20
MM=42.1+£6.3, MTT [40]
ICs0= 0.084£0.02 uM, MTT
[39]
ICs50=0.12£0.03 pM, MTT
[39]
IGso = 12 nM, SRB [41]

|Gso= 60 nM, SRB [41]

IC,,= 22 uM, SRB [42]
IC, = 9.6 UM, SRB [42]
IC, = 55.1 UM, SRB [42]

Ensayos de citotoxicidad realizado por el método de reduccién del colorante de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y union del colorante sulforrodamina B (SRB) a
proteinas.
Actividad citotoxica representada en porcentaje de inhibicion celular (%IC), Concentracién de
Inhibicion Media (ICso) o Concentracién Media de Inhibicion de Crecimiento (Glso).



Tabla adaptada de: Chem. — A Eur J, 2016, 23(19): 4467—4526.

2.4 Actividad Biolégica de 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina

Asi como la podofilotoxina, los ciclolignanos son también productos naturales
de tipo ariltetralina, por lo cual estan estructuralmente relacionados.
Recientemente, Favela-Hernandez y cols. [43] aislaron, caracterizaron
estructuralmente y evaluaron la actividad biolégica de 3’-desmetoxi-6-O-
desmetilisoguaiacina, reportada previamente por Konno y cols. [44] de la planta
Larrea tridentata. Se encontré que este fue activo frente a aislados clinicos de
Enterococcus faecalis (Concentracion Minima Inhibitoria, CMI=12.5-50 pg/ml),
siendo igualmente o dos a cuatro veces mas activo que el estandar levofloxacino
(CMI=50 pg/ml). Ademas, fue activo contra dos cepas multifarmacorresistentes

de M. tuberculosis (CMI=12.5 pg/ml) [43].
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipétesis

Al menos una de las ariltetralinas C(4)-funcionalizadas exhibe mayor
inhibicién de crecimiento celular contra una o varias de las lineas celulares
cancerosas humanas de glioblastoma (U251), adenocarcinoma de prostata (PC-
3), leucemia mieloide cronica (K-562), adenocarcinoma colorrectal (HCT-15),
adenocarcinoma mamario (MCF-7), adenocarcinoma de pulmén (SKLU-1) que

3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina y/o etopédsido.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo General

Semisintetizar ariltetralinas C(4)-funcionalizadas a partir de 3’-desmetoxi-6-O-
desmetilisoguaiacina y determinar su porcentaje de inhibicién de crecimiento

celular contra lineas celulares cancerosas.
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3.2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar analisis estructural y estereoquimico de 3-desmetoxi-6-O-

desmetilisoguaiacina.

2. Incorporar diversos grupos funcionales en la posicién C4 de los derivados

O-alquilados obtenidos de 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina.

3. Purificar los derivados semisintéticos.

4. Caracterizar estructuralmente las moléculas mediante técnicas

espectrométricas y espectroscoépicas.

5. Evaluar la inhibicién de crecimiento celular de los derivados semisintéticos

a 25 uM frente a lineas celulares cancerosas humanas y una linea celular

normal (COS-7).
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CAPITULO 4

PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Ubicacién de Infraestructura y Equipos

La semisintesis de los derivados obtenidos en este proyecto de tesis se llevd
a cabo en el Laboratorio de Quimica Farmacéutica, ubicado en la Division de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), asi como en el laboratorio 1-2 del Instituto de

Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Se realizé la espectroscopia y espectrometria de las moléculas de este
proyecto en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de

México.

La determinacioén de la actividad citotoxica de los compuestos se realiz6 en el

Laboratorio de Ensayos Biologicos del Instituto de Quimica de la Universidad

Nacional Autébnoma de México.
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4.2 Materiales y Métodos

4.2 1 Purificacion de Compuestos

La purificacién se realizé por Cromatografia en Columna (CC) a gravedad y
Cromatografia en Columna Flash utilizando silica (SiO2) con tamarfo de particula
de 63-200 um (70-230 mesh), y de 40-63 um (230-400 mesh), respectivamente
como fase estacionaria y disolventes como hexano (Hex), acetato de etilo

(AcOEt), diclorometano (DCM), metanol (MeOH) y acetona como fase movil.

Para el seguimiento de las columnas durante la purificacién, y de las
reacciones quimicas durante la sintesis de los compuestos, se utilizé la técnica
de Cromatografia en Capa Fina (CCF) con cromatofolios Merck Silica gel 60 Fosa.
Como reveladores se utilizaron una lampara de UV marca Spectroline ENF-260C
(A 254 y 365 nm), solucion de sulfato de cerio (IV), solucién de vainillina, solucion
de ninhidrina y vapores de yodo. Para eliminar el disolvente a presién reducida

se utilizaron evaporadores rotativos marca Buchi.

4.2.2 Semisintesis de Ariltetralinas C(4)-funcionalizadas

Todos los reactivos descritos a continuacion fueron adquiridos de Sigma-

Aldrich y utilizados sin posterior purificacion, a menos de ser especificado.
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El esquema general de sintesis se muestra en la Figura 28. Se protegieron los
grupos fendlicos de 3’-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina por dos
procedimientos: el primero fue la formacién del grupo 1,3-dioxolano a partir del
catecol, con dibromometano (CH2Br2) o bromoclorometano (BrCH2Cl) carbonato
de cesio (Cs2COs3) o carbonato de potasio (K2COs3), en acetonitrilo (MeCN) o N,N-
Dimetilformamida (DMF) a reflujo; el segundo procedimiento fue por metilacién

de los tres grupos hidroxilo en la molécula.

Para la O-metilacion del catecol y fenol se llevaron a cabo dos metodologias:
para la metilacion parcial se usé K2COs, yodometano (CHal) al 99.5% y acetona
a reflujo; para la metilacion total se utilizé, a 0 °C, hidruro de sodio (NaH) al 90%,
CHzsl al 99.5% en DMF anhidra [por agitacion en 6xido de bario (BaO) y posterior

destilacién a presién reducidal.

En la reaccion de bromacién bencilica se utilizé N-bromosuccinimida (NBS) al
99%, y perdxido de benzoilo (BPO) al 98% en tetracloruro de carbono (CCls) a

reflujo.

La reaccion de oxidacion bencilica se llevd a cabo con Oxone®, yoduro de

potasio (Kl), y una lampara de luz blanca de 100 W (watt) en MeCN y agua a

temperatura ambiente.
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Para realizar la reaccidon de adicidn nucleofilica de hidroxilamina, se utilizd
ésta en forma de clorhidrato de hidroxilamina (NH2OH<HCI) al 99% en MeOH y

piridina a reflujo.

A partir del derivado oxima, se acetilé con anhidrido acético (Ac20) al 99%, 4-

Dimetilaminopiridina (DMAP) al 99% en piridina.

En la reaccion de reduccion del derivado cetdnico a alcohol se utilizé hidruro

de litio y aluminio (LiAlH4) al 95% a 0 °C en atmdsfera de argon en éter etilico

(Et20) secado con sodio/benzofenona.
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Figura 28. Esquema General de Sintesis.
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4.2.3 Elucidacion Estructural de los Compuestos Obtenidos

Se determind la configuracion absoluta del producto natural 3’-desmetoxi-6-
O-desmetil isoguaiacina mediante DC con un espectropolarimetro JASCO J-
1500. Los puntos de fusidon de los compuestos se determinaron en un aparato
Fisher-Johns. Las estructuras cristalinas fueron obtenidas en un Difractémetro de

Monocristal Bruker, modelo D8 Venture.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H) de las
moléculas se obtuvieron en los instrumentos JEOL Eclipse (300 MHz), Bruker
(400 MHz) y Bruker AVANCE IIl HD (700 MHz) usando cloroformo deuterado
(CDCI3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como estandar interno,
reportando los desplazamientos quimicos (&) en partes por millén (ppm). Las
constantes de acoplamiento (J) se mostraron en Hertz (Hz); se describieron las
multiplicidades con las siguientes abreviaturas: singulete (s), doblete (d), triplete
(t), doblete de dobletes (dd), cuarteto de dobletes (qd), doblete de cuarteto de
doblete (dgd), multiplete (m) y sefal ancha (brs). Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de '3C (RMN '3C) se adquirieron a 75 (JEOL Eclipse 300
MHz), 125 (Bruker 400 MHz), y 175 (Bruker AVANCE Il HD 700 MHz) MHz en
CDCl3 y los desplazamientos quimicos se reportaron en ppm [mostrando una
sefal residual a 77 ppm de cloroformo (CHCI3)]. También se adquirieron
experimentos heteronucleares de HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) y HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) en el

espectrometro Bruker de 400 MHz.
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Los espectros de Infrarrojo fueron adquiridos en un espectrofotometro FT-IR
Bruker Tensor 27, reportandose las absorciones en nimero de onda (7, cm™).
Los espectros de masas de baja y alta resolucion se adquirieron en un

espectrometro JEOL The AccuTOF JMS-T100LC.

4.2.4 Determinacion de la Actividad Citotdxica

4.2.4.1 Preparacién 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%) y una mezcla de antibidticos-

antimicoticos al 10% en cajas Petri.

Las lineas celulares fueron adheridas a las cajas Petri para su crecimiento y
después de 24-48 horas de incubacion, se adiciond 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 suspensién fueron depositadas en tubos conicos y
centrifugadas por 3 minutos (min) para obtener el paquete celular que seria
resuspendido en medio de cultivo. A partir de esta suspensién, se tomd una
alicuota y se agreg6 azul de tripano, para el conteo de la poblacion de células

viables y ajustar la densidad del in6culo. Determinando el numero de células por
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ml (5000-10000, dependiendo de la linea celular), se hicieron los ajustes
necesarios para depositar el indculo en un volumen de 100 ul/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 (h) a 37 °C con una
atmésfera de 5% de CO2 y 100% de humedad relativa, para favorecer la

estabilidad de las células antes de adicionar las sustancias a probar.

4.2 4.2 Rastreo de Actividad Citotoxica a 25 yM.

Para un rastreo primario de actividad citotoxica de un compuesto puro, se
probd la concentracién de 25 pM. Todas las muestras fueron solubilizadas en
dimetilsulféxido (DMSQO) 100 veces mas concentradas que la concentracion a
probar. Después de la preparacion de las muestras en solucion y en el caso de
realizar curvas concentracion-respuesta (5 diluciones se probaron) se agregaron
100 pL, siendo el volumen final del pozo de 200 ul. Nuevamente la microplaca
fue incubada por 48 h bajo las condiciones antes mencionadas. Al finalizar el
periodo de incubacion de los compuestos con las células, éstas fueron
precipitadas (o fijadas) in situ anadiendo 50 ul de una solucion de acido
tricloroacético (TCA) frio al 50% e incubadas a 4 °C por 60 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
realizé con 100 ul de una solucién al 0.4% de SRB y se incubd por 30 min. a

temperatura ambiente. La SRB no unida se removi6 por 3 lavados con acido
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acético al 1% y se dejo secar al ambiente. A las placas tefidas se les agregaron
100 ul de un buffer de base tris y se agitaron por 10 minutos para favorecer la
disolucion del complejo; a continuacién se midio la densidad éptica (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, DODb). El

porcentaje de inhibicion del crecimiento (%IC) se calcul6 con la siguiente formula:

(7)

DO - DO
%IC = 100 — muestra blanco ) 100
<D0control negativo — DOblanco ( )

4.3 Disposiciéon de Residuos

La disposicion de los residuos generados en la etapa de semisintesis organica
y evaluacion biolégica se llevd a cabo bajo los lineamientos establecidos por el
Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UANL (Figura 29), por el Reglamento de Higiene y Seguridad del
Instituto de Quimica-UNAM vy por la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-

SSA1-2002.
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Figura 29. Clasificacion de Residuos para su Disposicién, Emitido por el
Departamento de Medio Ambiente y Seguridad.

TABLA 4

Disposicién y Cuantificacion de Residuos

Colector o
Residuos o Cantidad
recipiente
Soluciones de acidos
inorganicos, acidos
o Colector A 500 ml
organicos, bases
inorganicas
Sdlidos inorganicos Colector B 2 kg
Combinaciones organicas no
halogenadas liquidas, bases Colector C 30L

organicas y aminas
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Combinaciones organicas
halogenadas liquidas
Cancerigeno, organico
Combinaciones organicas
sélidas
Guantes de latex o nitrilo,
placas cromatograficas,
papel aluminio o papel
comun impregnados con
residuos peligrosos
Residuos sélidos de cultivos
y cepas de agentes
infecciosos
Residuos no anatémicos

solidos

Colector D
Colector E

Colector G

Basura industrial

Bolsa roja de

polietileno

Bolsa roja de

polietileno

6L
1L

1 kg

2 kg

4.4 Obtencién de 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina

El ciclolignano 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina fue extraido vy
purificado del extracto cloroféormico de las partes aéreas de Larrea tridentata
mediante cromatografia en columna previamente empacada con silica gel y
eluida con una mezcla de CH3Cl:MeOH 97:3, de acuerdo con el procedimiento
reportado por Favela-Hernandez y cols. [43]. EI compuesto de interés fue
obtenido como un sélido de color beige claro, del cual, 1 g fue provisto por la Dra.
Camacho-Corona. La estructura quimica se confirmd mediante el analisis de los

espectros de RMN '"H y RMN '3C y se establecid la configuracion absoluta de
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dicho producto natural mediante DC en la secciéon 5.2.1.6 Elucidacion Estructural

del Derivado EC-01.

4.4.1 Datos Fisicos y Espectroscopicos de 3’-desmetoxi-6-O-desmetil
isoguaiacina (LT8)

El producto natural es un sdlido beige claro; pf: 182-185 HB. Ho

HO s _2q
°C, R 0.17 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz,
HO 7 o7

CDCl3, DMSO-ds) & (ppm): 7.86 (brs, 1H, OH), 7.33 (brs, Z,

1H, OH), 6.81 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2, H-6"), 6.67 (d, J = SNGPX

8.1 Hz, 2H, H-3’, H-5’), 6.66 (brs, 1H, OH), 6.55 (s, 1H, H-
5), 6.28 (s, 1H, H-8), 3.51 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-1), 2.78 (dd, J = 16.5, 5.7 Hz, 1H,
H-4a), 2.36 (dd, J = 16.5, 7.2 Hz, 1H, H-4B), 2.00-1.94 (m, 1H, H-3), 1.88-1.79
(m, 1H, H-2), 0.83 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3-C3), 0.82 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-C2).
RMN '3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 154.8 (C4’), 142.8 (C6), 142.3 (C7), 138.7
(C1’), 130.1 (C2, Cf’), 130.1 (C9), 128.0 (C10), 116.9 (C8), 115.0 (C3. C5),
114.8 (C5), 50.0 (C1), 40.8 (C2), 35.0 (C4), 29.2 (C3), 16.0 (CHs-C3), 15.8 (CHs-
C2).

EM-AR (ESI*) m/z calculado para CigH2103 [M+H]* 285.14907, encontrado

285.14933.
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4.5 Obtencion de los Compuestos Semisintéticos

4.5.1 Obtencién de Subproductos Mono- y di- Metoxilados a Partir de 3'-
desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina (LT8)

En un matraz bola de 50 ml de dos cuellos se pesaron 200 mg (0.7033 mmol)
de LT8, se colocd un agitador magnético y se disolvié en 20 ml de acetona
(previamente secada con malla molecular). Se conecté el matraz a un
refrigerante para iniciar un reflujo a 70 °C y se afadié 389 mg (2.8134 mmol) de
K2COs (previamente secado en estufa) al 99.9% y 176 pl (2.8134 mmol) de CHal
al 99.5%, en ese orden, y se dejé bajo esas condiciones. Se monitored el
progreso de la reaccion por CCF utilizando una mezcla de Hex/Acetona 7:3 como
fase movil. Tras 16 horas de reaccion, se filtré a vacio el contenido del matraz a
través de celita y el filtrado se evaporo a presion reducida para obtener un crudo
de aspecto resinoso de color café-rojizo, el cual fue purificado posteriormente
mediante CC de 45.2x2 cm con silica gel como fase estacionaria y una mezcla
de Hex/Acetona en gradiente de polaridad, iniciando con una proporcion 99:1 y

finalizando con 86:14.
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4.5.1.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-02.

El producto es un sélido beige claro; pf: 103-105 °C; Rs: HB. Ha

HOs_Aq

0.5 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCls) &
~N
o7 92

(ppm): 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.80 (d, J = 8.7 i

6 2
Hz, 2H, H-3’, H-5'), 6.67 (s, 1H, H-5), 6.31 (s, 1H, H-8), 5.44 @

(s, 1H, OH), 3.78 (s, 3H, C4-OCHs), 3.69 (d, J = 5.7 Hz, 1H, ~

H-1), 3.68 (s, 3H, C7-OCHsa), 2.81 (dd, J = 16.5, 5.4 Hz, 1H, H-4q), 2.42 (dd, J =
16.4, 8.2 Hz, 1H, H-4pB), 2.04-1.95 (m, 1H, H-3), 1.94-1.85 (m, 1H, H-2), 0.90 (d,
J = 6.3 Hz, 3H, C3-CHs), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, C2-CHs). RMN '3C (75 MHz,
CDCls) & (ppm): 157.8 (C4’), 145.1 (C6), 143.9 (C7), 139.8 (C1’), 130.1 (C2', C6"),
129.5 (C9), 129.3 (C10), 114.2 (C5), 113.5 (C3, C5’), 112.7 (C8), 56.0 (C7-
OCHs), 55.4 (C4-OCHs), 50.8 (C1), 41.1 (C2), 34.5 (C4), 28.3 (C3), 16.9 (C3-
CHs), 154 (C2-CHs). EM-AR (ESI*) m/z calculado para CaoHzs0s [M+H]*

313.18037, encontrado 313.18005.

4.5.1.2 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-03.

El producto es una resina beige claro; R 0.47

HB, Ha
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (400 MHz, CDCls3) d (ppm): /O
6.93 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H2', H-6), 6.78 (d, J= 88 Hz, 2H, |"0 ¢ ©
H-3’, H-5"), 6.57 (s, 1H, H-5), 6.38 (s, 1H, H-8), 5.3 (s, 1H, SQE
OH), 3.86 (s, 3H, C6-OCH3), 3.78 (s, 3H, C4’-OCHa), 3.62 Oy

(d, J = 6.4 Hz, 1H, H-1), 2.88 (dd, J = 16.4, 5.2 Hz, 1H, H-4a), 2.46 (dd, J =16.4,
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7.2 Hz, 1H, H-4B), 2.05-1.99 (m, 1H, H-3), 1.96-1.88 (m, 1H, H-2), 0.89 (d, J = 6.8

Hz, 3H, C3-CHs), 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C2-CHa).

4.5.1.3 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-04.

El producto es un solido verde claro; pf: 140-142 °C; Rs:
0.4 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (400 MHz, CDCls) &
(ppm): 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 6.71 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H-3’, H-5’), 6.59 (s, 1H, H-5), 6.32 (s, 1H, H-8), 3.86

(s, 3H, C6-OCHs), 3.69 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H-1), 3.66 (s, 3H,

OH

C7-OCHs), 2.84 (dd, J = 16.5, 5.4 Hz, 1H, H-4q), 2.45 (dd, J = 16.4, 8 Hz, 1H, H-

48), 2.04-1.97 (m, 1H, H-3), 1.94-1.86 (m, 1H, H-2), 0.91 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C3-

CHs), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C2-CHs).

4.5.1.4 Datos Fisicos y Espectroscopicos del Subproducto 3’-desmetoxi

isoguaiacina (EC-06).

El producto es wuna resina amarilla; Rr 0.33
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (400 MHz, CDCls) & (ppm):
6.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3’, H-5'), 6.66 (s, 1H, H-5), 6.3 (s, 1H, H-8), 5.42 (s, 1H,

OH), 4.59 (s, 1H, OH), 3.68 (s, 3H, C7-OCHs), 3.67 (d, J =

OH

3.6 Hz, 1H, H-1), 2.8 (dd, J = 16.6, 5.4 Hz, 1H, H-4a), 2.42 (dd, J = 16.4, 8 Hz,
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1H, H-4B), 2.03-1.95 (m, 1H, H-3), 1.92-1.86 (m, 1H, H-2), 0.9 (d, J = 6.4, Hz, 3H,

C3-CHa), 0.88 (d, J = 6.4 Hz, 3H, C2-CHa).

4.5.1.5 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-28.

El producto es un sélido amarillo; pf: 63-64 °C; Rs: 0.34
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm):
6.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.7 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
H-3', H-5’), 6.57 (s, 1H, H-5), 6.39 (s, 1H, H-8), 5.34 (s, 1H,

OH), 4.73 (s, 1H, OH), 3.86 (s, 3H, C6-OCHs), 3.61 (d, J =

O

-

HO

Hp Ha

5
() Q
3
7 92

6 Hz, 1H, H-1), 2.87 (dd, J = 16.2, 5.4 Hz, 1H, H-4qa), 2.46 (dd, J = 16.3, 7.4 Hz,

1H, H-4B), 2.05-1.98 (m, 1H, H-3), 1.94-1.88 (m, 1H, H-2), 0.89 (d, J = 6.9 Hz,

3H, C3-CHs), 0.88 (d, J = 6.9 Hz, 3H, C2-CHs). RMN '3C (75 MHz, CDCls) &

(ppm): 153.7 (C4’), 145.1 (CB), 143.6 (C7), 139.5 (C1’), 131.0 (C9),130.3 (C2,

C6'), 127.9 (C10), 116.2 (C8), 115.0 (C3’, C5'), 110.7 (C5), 55.9 (C6-OCHs), 50.1

(C1), 40.8 (C2), 35.3 (C4), 29.1 (C3), 16.2 (C3-CHs), 15.8 (C2-CHs).
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4.5.2 Obtencién del Derivado EC-01 por O-metilacion

HO . ~o0 .

CHal (17.2 eq), NaH (10.2 eq) :

DMF anh. 0 —> 25°C . @

OH O

LT8 EC-01

Figura 30. Esquema de Sintesis del Derivado EC-01.

En un matraz bola de 25 ml de un cuello se pesaron 1.0655 mmol de LTS8, se
colocé un agitador magnético y se purgo el matraz con Argén. Posteriormente se
disolvié con 10 ml de DMF anhidra (previamente agitada en BaO y destilada a
presion reducida), y se introdujo el matraz a un bafio de hielo para entonces
afadir 10.8090 mmol de NaH al 90% en dos porciones. Finalmente, se retird el
bafo de hielo y se inyectd 18.3281 mmol de CHsl gota a gota, dejando la reaccién
en agitacion por 1 hora a 25 °C hasta observar el consumo total de la materia
prima por CCF. Una vez finalizada la reaccion, se adicion6 agua suficiente para
remover el NaH en exceso y se transfirié el contenido del matraz a un embudo
de separacion, en el cual se extrajo la fase organica tres veces con AcOEt, para
después secarla con Na>SOs, filtrarla y evaporarla a presién reducida para
obtener un aceite amairillo, el cual fue purificado posteriormente mediante CC de

20x2.5 cm con silica gel como fase estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona
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en gradiente de polaridad, iniciando con una proporcion 99:1 y finalizando con

97:3.

4.5.2.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-01.

El producto es un cristal incoloro rectangular; pf: 76 °C;

Rf‘. O -5 ( X- Ce ) ( M ) 5 7
O -

(ppm): 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.79 (d, J = 8.7

~J

6 2!

Hz, 2H, H-3', H-5"), 6.60 (s, 1H, H-5), 6.33 (s, 1H, H-8), 3.87 5,©3.
2

(s, 3H, C6-OCHs), 3.78 (s, 3H, C4-OCHs), 3.70 (d, J = 5.4 O

Hz, 1H, H-1), 3.67 (s, 3H, C7-OCHs), 2.84 (dd, J = 16.5, 5.4 Hz, 1H, H-4a), 2.45
(dd, J = 16.5, 8.1 Hz, 1H, H-4B), 2.07-1.96 (m, 1H, H-3), 1.96-1.86 (m, 1H, H-2),
0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3H, C3-CHs), 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 3H, C2-CHs). RMN '3C (75
MHz, CDCls) 5 (ppm): 157.8 (C4’), 147.4 (C6), 147.3 (C7), 139.6 (C1), 130.1 (C2,
C6), 129.7 (C9), 128.6 (C10), 113.4 (C3', C5'), 113.4 (C5), 111.3 (C8), 55.9 (C6-
OCHs), 55.9 (C7-OCHs), 55.3 (C4’-OCHs), 50.7 (C1), 41.1 (C2), 34.7 (C4), 28.4
(C3), 16.9 (C3-CHs), 15.3 (C2-CHs). IR (pelicula) o (cm™): 3005, 2958, 2870,
2838, 1608, 1584, 1510, 1457, 1454, 1441, 1358, 1354, 1302, 1264, 1246, 1230,
12011, 1205, 1175, 1116, 1019, 1018, 871, 839, 763. EM-AR (ESI*) m/z

calculado para C21H2703 [M+H]* 327.19602, encontrado 327.19637.
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4.5.3 Obtencidn de los Derivados 6,7-(1,3-dioxolano)
4.5.3.1 Preparacién del Derivado EC-15 por Metilenacion de Catecol.

K LK

K>CO3 (0.5 eq), BrCH,CI (1.5 eq)

© MeCN, reflujo = ©

OH OH

LT8 EC-15

Figura 31. Esquema de Sintesis del Derivado EC-15 por Metilenacién de Catecol.

En un matraz bola de 25 ml de dos cuellos se pes6 0.0176 mmol de LT8, se
colocé un agitador magnético y se disolvié en 1 ml de MeCN (secado con malla
molecular de 4 A). Luego, se adicioné 0.0088 mmol de K2CO3 y 0.0263 mmol de
BrCH2ClI para finalmente dejar la reaccion agitando a reflujo. Una vez finalizada
la reaccion (por monitoreo por CCF) se evapord el contenido del matraz a presién
reducida para purificarse por CC de 11x0.5 cm con silica gel como fase
estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en gradiente de polaridad, iniciando

con una proporcién 99:1 y finalizando con 96:4.
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4.5.3.1.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-15.

El producto es una resina incolora; Ry 0.43 HB_Ha
Hp O-s 10 /
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCIlz) & Ha§<zé) 72
&
(ppm): 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.72 (d, J = 6©2
5' 3'
8.4 Hz, 2H, H-3', H-5’), 6.56 (s, 1H, H-5), 6.29 (s, 1H, H- z
OH

8), 5.85 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H-2"a), 5.84 (d, J = 1.5 Hz,
1H, H-2"B), 4.53 (s, 1H, OH), 3.63 (d, J = 6 Hz, 1H, H-1), 2.84 (dd, J = 16.5, 5.1
Hz, 1H, H-4a), 2.44 (dd, J = 16.3, 7.6 Hz, 1H, H-4pB), 2.06-1.96 (m, 1H, H-3), 1.94-
1.85 (m, 1H, H-2), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 6H, C3-CHs, C2-CHs) EM-AR (ESI*) m/z

calculado para C19H2103 [M+H]* 297.14907, encontrado 297.14970.

4.5.3.2 Preparacion del Subproducto EC-16 por Metilenacién de Catecol.

HO 0
X G
HO 1 o

H Cs,CO3 (1.5 eq), BrCH,CI (1.5 eq)

© DMF, reflujo g O

OH OH

LT8 EC-16

Figura 32. Esquema de Sintesis del Derivado EC-16 por Metilenacién de Catecol.

En un matraz de 25 ml se pesaron 0.0352 mmol de LTS8, se colocé un agitador

magnético y se disolvié en 0.7 ml de DMF. Posteriormente, se adicionaron 0.0528
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mmol de Cs>CO3 y después se inyectaron 0.0528 mmol de BrCH2Cl para dejar la
reaccion a reflujo. Al finalizar la reaccion (por observacién por CCF), se filtr6 el
contenido del matraz a vacio a través de celita y se extrajo la fase organica tres
veces con AcOEt y agua, se seco la fase organica con NaxSOg4 para finalmente
evaporarla y obtener un sélido café oscuro, el cual se purifico por CC de 10.5x0.5
cm con silica gel como fase estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en

gradiente de polaridad, iniciando con una proporcién 99:1 y finalizando con 96:4.

4.5.3.2.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-16.

El producto es un sdlido blanco; pf: 154-156 °C; Rr. 0.4
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCI3) d (ppm):

7.47 (s, 1H, H-4), 7.08 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 7.04

(s, 1H, H-5), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3, H-5'), 6.64 (s, 1H,

H-8), 5.94 (s, 2H, H-2"), 4.96 (s, 1H, OH), 2.42 (s, 3H, C3-
CHa), 2.08 (s, 3H, C2-CHs). RMN "3C (75 MHz, CDCI3) & (ppm): 154.6 (C4"),
147.0 (C6), 146.7 (C7), 137.6 (C1), 133.8 (C3), 133.2 (C9), 132.0 (C2), 131.5
(C2, C6’), 129.0 (C1’), 128.9 (C10), 126.6 (C4), 115.5 (C3’, C5), 103.2 (C5),
103.1 (C2”), 100.9 (C8), 21.1 (C3-CHs), 17.6 (C2-CHs). EM-AR (ESI+) m/z

calculado para C19H1703 [M+H]+ 293.11777, encontrado 293.11649.
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4.5.4 Obtencién de Derivados Naftalénicos por Bromaciéon Bencilica

NBS (1.2 eg), BPO (10 mol%)

: +
@ CCly, reflujo ‘ O

O ) O

EC-01 EC-09 EC-12

Figura 33. Esquema de Sintesis por Bromacién Bencilica.

En un matraz bola de 25 ml de dos cuellos se pesaron 0.0306 mmol de EC-
01, se colocé un agitador magnético y se disolvid en 0.5 ml de CCla.
Posteriormente se adicionaron 0.0367 mmol de NBS y 0.0031 mmol de BPO para
finalmente dejar el matraz a reflujo en agitacion. Después de observar el patron
cromatografico de la reaccién por CCF, se enjuagdé el matraz de reaccion con
CHCI3 y se filtré a través de celita a vacio para después evaporar el disolvente a
presion reducida y obtener un sélido café oscuro, que se purificé por CC de
12.5x0.5 cm con silica gel como fase estacionaria y una mezcla de Hex/AcOEt
en gradiente de polaridad, iniciando con una proporcion 97:3 y finalizando con

95:5.
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4.5.4.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-09.

El producto es un sdlido blanco; pf: 87 °C; R 0.63
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCls3) & (ppm):
7.96 (s, 1H, H-5), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 7.04

(d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3', H-5'), 6.66 (s, 1H, H-8), 3.91 (s, 6H,

C6-OCHs, C7-OCHs), 3.67 (s, 3H, C4-OCHs), 2.49 (s, 3H,

C3-CHs), 2.11 (s, 3H, C2-CHs). RMN '3C (75 MHz, CDClIs) d (ppm): 158.7 (C4’),
151.4 (C6), 146.4 (C7), 137.3 (C1), 135.0 (C2), 134.1 (C3), 132.7 (C9), 131.3
(C2, C6’), 130.1 (C1"), 126.3 (C10), 125.9 (C5), 115.7 (C4), 114.1 (C3’, C5)),
106.4 (C8), 60.8 (C6-OCH3), 55.8 (C7-OCH3), 55.4 (C4’-OCHa), 21.4 (C3-CHs3),
17.7 (C2-CHg). IR (pelicula) o (cm™): 2999, 2934, 2834, 1738, 1609, 1511, 1481,
1463, 1419, 1407, 1284, 1256, 1242, 1210, 1174, 1145, 1040, 1026, 835, 810,
692. EM-AR (ESI*) m/z calculado para C21H22BrOsz [M+H]" 401.07523,

encontrado 401.07386.

4.5.4.2 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Subproducto EC-12.

El producto es un sélido beige claro; pf: 140-143 °C; Ry

0.5 (Hexano:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCls3) d
(ppm): 7.50 (s, 1H, H-4), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’, H-6"),

7.06 (s, 1H, H-5), 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3', H-5'), 6.64

(s, 1H, H-8), 3.98 (s, 3H, C6-OCHs), 3.91 (s, 3H, C4-OCHs),

3.69 (s, 3H, C7-OCHs), 2.44 (s, 3H, C3-CHa), 2.10 (s, 3H, C2-CHs). RMN 13C (75
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MHz, CDCls3) & (ppm): 158.6 (C4’), 148.8 (C6), 148.6 (C7), 137.1 (C1), 133.7 (C3),
133.1 (C2), 131.8 (C1’), 131.3 (C2, C&’), 127.7 (C9), 127.6 (C10), 125.9 (C4),
114.0 (C3’, C5’), 105.8 (C8), 105.6 (C5), 60.0 (C6-OCH3s), 55.7 (C7-OCH3), 55.4
(C4’-OCHs3), 21.2 (C3-CH3) , 17.6 (C2-CHs3). IR (pelicula) o (cm™): 2998, 2928,
2834, 1606, 1504, 1463, 1400, 1280, 1239, 1201, 1170, 1148, 1029, 1011, 915,
881, 850, 835, 766. EM-AR (ESI*) m/z calculado para C21H2303 [M+H]*

323.16472, encontrado 323.16637.

4.5.5 Obtencién del Derivado EC-18 por Oxidacion Bencilica

0) o)
XK SOETI OC
~0 : Ho >0 © - ~0

H Kl (0.5 eq), Oxone (2.2 eq) (e} Y .
© MeCN:H,O 13:1, luz 100 W @ O
0 o)
~ O\ ~
EC-01 EC-18 EC-12

Figura 34. Esquema de Sintesis por Oxidacion Bencilica.

En un matraz bola de 50 ml de un cuello se pesaron 0.5269 mmol de EC-01,
se colocod un agitador magnético y se disolvid el contenido en 28 ml de una
solucion en proporcion 1:1 de MeCN:H20. Después se encendié un foco de luz
blanca de 100 W a 2 cm del matraz de reaccién y se adicionaron
simultaneamente 0.3634 mmol de Kl y 1.1592 mmol de Oxone®, para dejar la

reaccion en agitacion a 25 °C, rodeando el matraz y el foco en aluminio. Posterior
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a observar el patrén cromatografico de la reaccion por CCF, se enjuago el matraz
de reaccion con AcOEt y se filtr6 a través de celita a vacio para después evaporar
la mayor cantidad del disolvente a presion reducida y obtener un liquido amarillo
oscuro, que se extrajo tres veces con ACOEt/H20. Se seco la fase organica con
Na>xSO4 para finalmente evaporarla a presion reducida hasta obtener un aceite
amarillo oscuro que se purificé por CC de 30x2.5 cm con silica gel como fase
estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en gradiente de polaridad, iniciando

con una proporcién 99:1 y finalizando con 80:20.

4.5.5.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-18.

El producto es un sélido beige; pf: 53-55 °C; R 0.45

0]
(Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 MHz, CDCls3) & (ppm): O 63
7.56 (s, 1H, H-5), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.83 hesh & - ’
(d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3", H-5), 6.42 (s, 1H, H-8), 3.99 (d, J = ©
5.1 Hz, 1H, H-1), 3.94 (s, 3H, C6-OCHs), 3.79 (s, 3H, C4*- 04\

OCHs), 3.77 (s, 3H, C7-OCHs), 2.76 (qd, J = 7.2, 4.2 Hz, 1H, H-3), 2.44-2.32 (m,
1H, H-2), 1.12 (d, J = 6.9 Hz, 3H, C3-CHs), 0.99 (d, J = 7.2 Hz, 3H, C2-CHs). RMN
13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 200.2 (C4), 158.4 (C4’), 153.8 (C7), 148.3 (C6),
138.9 (C9), 135.9 (C1°), 129.9 (C2', C6'), 125.7 (10), 114.0 (C3’, C5), 111.9 (C8),
108.2 (C5), 56.1 (C6-OCHs), 56.1 (C7-OCHs), 55.4 (C4-OCHs), 50.1 (C1), 42.8
(C2), 42.4 (C3), 16.0 (C3-CHs), 12.2 (C2-CHs). IR (pelicula) 7 (cm™): 3074, 2959,

2927, 2855, 1732, 1674, 1601, 1510, 1461, 1407, 1367, 1269, 1210, 1179, 1152,
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1092, 1072, 1035, 830, 768. EM-AR (ESI*) m/z calculado para C21H2504 [M+H]*

341.17528, encontrado 341.17463.

4.5.6 Obtencién del Derivado EC-47 por Reduccién

/Om /Om
~o 1) LiAlH, (3 eq), Et,0, 0°C ~o
© 2) H,0 (20 eq), NaOH 15% ©

EC-18 EC-47

Figura 35. Esquema de Sintesis del Derivado EC-47 por Reduccion de Carbonilo.

En un matraz bola de 10 ml se pesaron 0.1446 mmol de LiAlH4, se colocd un
agitador magnético, se purgd con Argén y se disolviéo en 4 ml de Et2O (anhidro
con sodio/benzofenona) para después colocarlo en bafo de hielo; en otro matraz
bola de 10 ml se pesaron 0.0482 mmol de EC-18, igualmente se purgd con argén
y se disolvié en 2 ml de Et2O anhidro para posteriormente canular su contenido
al matraz en bafo de hielo y dejar la reaccién en agitacién a 0 °C. Luego de
observar por CCF el progreso y finalizacion del experimento, gota a gotay 0 °C
se adicion6 0.9642 mmol de H20, luego 10 gotas de una solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) al 15% y nuevamente 0.9642 mmol de H>O al matraz de
reaccion y 1 hora después se filtr6é el contenido del matraz a través de celita a

vacio, se evaporo la mayor parte de disolvente a presion reducida y se extrajo la
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reaccion tres veces con AcCOEt/H20; la fase organica se recuperd y se secd con
Na>xSO4 para finalmente evaporarla a presion reducida hasta obtener un sélido
ligeramente amarillo que se purificé por CC de 12x0.5 cm con silica gel como
fase estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en gradiente de polaridad,

iniciando con una proporcion 99:1 y finalizando con 88:12.

4.5.6.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-47.

El producto es un cristal incoloro en forma de aguja;
pf: 157-160; Rr: 0.27 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (400 |-© 63
MHz, CDCl3) & (ppm): 7.13 (s, 1H, H-5), 6.98 (d, J = 8.8 oY

~J
6! 2'
Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.81 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-3', H-5’), ©3,

6.19 (s, 1H, H-8), 5.00 (s, 1H, H-4), 3.90 (s, 3H, C6- O

OCHa), 3.8 (s, 3H, C4’-OCHa), 3.60 (s, 3H, C7-OCH3), 3.54 (d, J = 10 Hz, 1H, H-
1), 2.24-2.18 (m, 1H, H-3), 2.06 (dqd, J = 9.6, 6.8, 2.8 Hz, 1H, H-2), 0.92 (d, J =
6.8 Hz, 3H, C2-CHzs), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 3H, C3-CHs). RMN *C (100 MHz,
CDCI3) & (ppm): 158.1 (C4’), 148.0 (C7), 147.9 (C6), 138.0 (C1’), 131.7 (C10),
130.8 (C9), 130.3 (C2, CF’), 113.75 (C3’, C5’), 112.5 (C8), 108.7 (C5), 72.7 (C4),
56.0 (C6-OCHs3), 55.9 (C7-OCHs), 55.4 (C4’-OCHs), 49.0 (C1), 40.2 (C2), 39.5
(C3), 17.8 (C2-CHa), 6.9 (C3-CHs). EM-AR (ESI*) m/z calculado para C21H2503

[M-H2O+H]* 325.18037, encontrado 325.17904.
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4.5.7 Obtencién de EC-41 por Adicion Nucleofilica a Carbonilo

~o NH,OH-HCI (2.3 eq) ~o
© MeOH:piridina 1:1, reflujo ©

EC-18 EC-41

Figura 36. Esquema de Sintesis del Derivado EC-41 por Adicién Nucleofilica a
Carbonilo.

En un matraz bola de 10 ml se pesaron 0.0306 mmol de EC-18, 0.0703 mmol
de NH2OH+HCl y se colocé un agitador magnético. Luego, se disolvié el contenido
del matraz en 1 ml de una solucion de MeOH:piridina en proporcién 1:1 y se llevo
la reaccién a reflujo. Después de observar el progreso del experimento por CCF
se enjuagd el matraz con AcOEt y el contenido se extrajo tres veces con
AcOEt:HCI 1 M, se recuperd la fase organica y se secd con Na>xSOs para
finalmente evaporar a presién reducida y obtener un sélido blanco ligeramente
amarillo, que se purificé por CC de 12x0.5 cm con silica gel como fase
estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en gradiente de polaridad, iniciando

con una proporciéon 99:1 y finalizando con 90:10.
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4.5.7.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-41.

El producto es un cristal incoloro en forma de aguja; pf:

+OH
N
163-165 °C; Rf. 0.3 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (300 O S
INE 1
3
MHz, CDCI3) & (ppm): 7.42 (s, 1H, H-5), 7.03 (d, J = 8.4 Hz, ~0 7
2H, H-2’, H-6), 6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3", H-5), 6.14 (s, e©2
5' 3'
1H, H-8), 3.90 (s, 3H, C6-OCHjs), 3.82 (s, 3H, C4’-OCHs), O‘"
~

3.69-3.64 (m, 1H, H-1), 3.63-3.60 (m, 1H, H-3), 3.57 (s, C7-
OCHs), 2.25-2.1 (m, 1H, H-2), 1.1 (d, J = 7.2 Hz, 3H, C3-CHs), 0.84 (d, J = 6.9
Hz, C2-CHs). RMN *3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 160.6 (C4), 158.3 (C4’), 150.3
(C7), 147.8 (CB), 136.7 (C9), 135.9 (C1’), 130.4 (C2', C6’), 122.0 (C10), 114.0
(C3, C5'), 112.0 (C8), 105.8 (C5), 55.9 (C6-OCHs), 55.7 (C7-OCHs), 55.4 (C4-
OCHs), 47.4 (C1), 39.0 (C2), 32.0 (C3), 17.1 (C3-CHs), 9.8 (C2-CHs). EM-AR

(ESI*) m/z calculado para C21H26NO4 [M+H]* 356.18618, encontrado 356.18574.
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4.5.8 Obtencién del Derivado EC-49 por Esterificacion

(0]
o D
0
0 N
-
m g
~0 : AczO (6 eq), DMAP (5 mol%) -
] Piridina (1.6 ml), 25 °C ) :
O\
2N
EC-41 EC-49

Figura 37. Esquema de Sintesis del Derivado EC-49 por Esterificacion.

En un matraz bola de 10 ml se pesaron 0.0422 mmol de EC-41, 0.0021 mmol
de DMAP, y 0.2532 mmol de Ac20 se colocé un agitador magnético y se disolvio
el contenido en 1.6 ml de piridina, se tap6 el matraz y se dejo en agitacién a 25
°C. Al ya no observar progreso del experimento por CCF, se vacio el contenido
del matraz a un embudo de separacion para extraerlo tres veces con AcOEt/HCI
1 M; se recuperd la fase organica y se secoé con Na>SO4 para posteriormente
evaporarla a presion reducida y finalmente purificar el residuo por CC de 12x0.5
cm con silica gel como fase estacionaria y una mezcla de Hex/Acetona en

gradiente de polaridad, iniciando con una proporcion 99:1 y finalizando con 87:13.
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4.5.8.1 Datos Fisicos y Espectroscépicos del Derivado EC-49.

El producto es un sdlido blanco; pf: 197-200 °C; Rs:

0.33 (Hex:Acetona 70:30). RMN 'H (700 MHz, CDCls) & YO

(ppm): 7.6 (s, 1H, H-5), 7.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2’, H-6"), Ows Ao y

6.86 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6.16 (s, 1H, H-8), 3.92 |>~0o 7

(s, 3H, C6-OCHa), 3.82 (s, 3H, C4’-OCHs), 3.63 (d, J=11.2 6©2'
7

Hz, 1H, H-1), 3.58 (s, 3H, C7-OCHs), 3.53 (qd, J = 7, 4.2 o

Hz, 1H, H-3), 2.89 (s, 3H, CH3-COO0), 2.20-2.16 (m, 1H, H-

2),1.12(d, J =7 Hz, 3H, C3-CH3), 0.85 (d, J = 7 Hz, 3H, C2-CHs). RMN 3C (175
MHz, CDCI3) & (ppm): 169.5 (CH3-COO), 166.5 (C4), 158.5 (C4’), 151.6 (C7),
147.9 (C6), 137.6 (C1’), 136.2 (C9), 130.4 (C2’, C6’), 120.3 (C10), 114.0 (C3’,
C5’), 111.9 (C8), 107.1 (C5), 56.2 (C7-OCHj3), 55.8 (C6-OCH3), 47.4 (C4’-OCH3),
47.4 (C1), 39.4 (C3), 34.3 (C2), 20.1 (CH3-COO0O), 17.0 (C3-CH3), 10.2 (C2-CHs3).
EM-AR (ESI*) m/z calculado para Ca3H2sNOs [M+H]* 398.19675, encontrado

398.19836.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis Estructural de 3’-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina

Se cotejaron los datos espectroscdpicos reportados en al menos 4 referencias
y se observaron algunas discrepancias (letra color rojo, TABLA 5) que han sido

resueltas a continuacion.

Fronczek y cols. reportaron en 1987 la estructura cristalina del analogo
triacetilado de 3’-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina [45] determinando a partir
de ella (sin datos espectroscépicos ni espectrométricos) la configuracién relativa
de los tres centros quirales de la molécula y estableciendo que los metilos unidos
a C2 y C3 se encontraban cis entre ellos y frans respecto al anillo aromatico

sustituyente en C1 (Figura 38).
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Figura 38. Estructura Cristalina de Triacetato de 3'-desmetoxi-6-O-desmetil
isoguaiacina.

Figura reimpresa de J. Nat. Prod., 1987, 50(3), 497—499.

Tiempo después de los hallazgos de Fronczek, Konno y cols. en 1989 [44]
reportaron datos espectroscépicos para 6,3’-di-O-desmetil isoguaiacina (Figura
39), observando una J entre H-1 y H-2 de 6.3 Hz, similar a la observada para
LT8, (TABLA 5) lo que les permitié sugerir que el anillo aromatico unido a C1y
los metilos unidos a C2 y C3 se encontraban frans entre si en ambas moléculas.
Las sefales de estos metilos fueron similares a los observados en LT8 (que no
describen), por lo que dedujeron una estereoquimica igual para este ultimo. Los
desplazamientos de RMN "3C también fueron muy parecidos y, aunado a los

efectos Cotton negativos a 217 y 270 nm y el efecto Cotton positivo a 290 nm en
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6,3’-di-O-desmetil isoguaiacina dedujeron que H-1 se encontraba en B y los
metinos en a, estableciendo la estructura absoluta de 6,3’-di-O-desmetil

isoguaiacina y, por lo tanto, la de LT8.

Ha
T
HO" 7 8~2
:1,
6 2!
5'[ ]3' [ l
g OH

OH

3'-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina 6,3'-di-O-desmetil isoguaiacina

(LT8)

Figura 39. Estructuras Quimicas de LT8 y 6,3'-di-O-desmetil isoguaiacina.

Siguiendo su légica para determinar la estructura absoluta de ambos
ciclolignanos por similitudes espectroscépicas, hay que mencionar que asignaron
de manera incorrecta los hidrogenos diastereotépicos en C4 para 6,3’-di-O-
desmetil isoguaiacina pues, al cotejar los desplazamientos que otras tres
investigaciones reportan y la configuracion absoluta ya establecida para analogos
de este ciclolignano, H-4a es en realidad la sefial que se desplaza a & 2.8 ppm

con J = 16.5, 5.4 Hz (TABLA 5).

Mas tarde, Favela-Hernandez y cols. [46] reportaron en 2012 datos
espectroscopicos a partir de RMN 'H y '3C, COSY, HMQC y DEPT 90 y 135 de
LT8. A causa de una confusion en transcripcion de datos, aunque reportaron

correctamente los desplazamientos quimicos para H-2 y H-3, se asignaron al
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revés en los espectros, llevando el error a la asignacién de sus respectivos
carbonos en HMQC. Corrigiendo esto, C2 aparece a 6 40.68 ppm y C3 a 6 28.98

ppm, tal como se reporta después por Nufiez-Mojica y cols [47].

Otro error detectado en la investigacion de Favela y cols. es la asignacion
inversa tanto en desplazamientos quimicos como en asignacion en los espectros
de los hidrégenos aromaticos H-5 y H-8, que tampoco se corrigid en la
investigacion de Nufiez-Mojica y cols., sin embargo, resultd intrigante que pese a
dicho error se asignaran correctamente los carbonos C5 y C8 mediante HMQC,
ignorando que estaban observando correlaciones incorrectas. Dicho error se
detectd debido a que estos hidrogenos son asignados inversamente para LT8 en
la investigacion realizada por Gnabre y cols. [48] en 1995 y para otros
ciclolignanos analogos del presente proyecto de los cuales si se cuenta con
experimentos NOESY vy, en todos ellos, se asigna a H-5 como aquel singulete
aromatico que aparece a campo mas bajo por sus efectos NOE observados con
los protones diastereoméricos en C4. Con apoyo del espectro de HMQC
proporcionado por Favela y cols. se determina que C8 aparece a & 116.73 ppm
y C5 se desplaza a & 114.79 ppm. Otra inconsistencia observada en los datos
espectroscopicos de la investigacion de Favela y cols es la ausencia de 2

carbonos cuaternarios aromaticos, detallados en la TABLA 5.
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Datos Espectroscépicos de RMN 'H y '3C de Ciclolignanos

TABLA 5

aKonno y cols, 1989

bGnabre y cols,

bFavela-Hernandez y cols, 2012

®Nufiez-Moijica y cols,

1995 2017
Posicién 5 'H (J=Hz) 5 'H (J=Hz) 5 'H (J=Hz) 51C | 8'H(J=Hz)| &'C
1H, 3.61, d
1 1H, 3.51, d (6.3) 1H, 3.59,d (6.3) | 1H,3.53,d (6.4) 49.93 64) 49.93
1H, 1.88, m 1H, 1.9, m 1H, 1.8, m 2898 | 1H,1.92,m| 4067
1H, 2.02, m 1H, 2.01, m 1H, 1.9, m 4068 | 1H,2.02,m| 28.98
] ; 34.82 - 34.84
1H, 2.86,
1H, 2.37, dd (16.5, | 1H, 2.84, dd (16.3, 1H, 2.69, dd
4a - dd (16.42, -
7.7) 5.3) (16.4, 5.2)
5.38)
1H, 2.44,
1H, 2.42, dd (16.3, 1H, 2.28, dd
4B 1H, 2.8, dd (16.5, 5.4) - dd (16.42, -
7.2) (16.4, 7.6)
7.34)
1H, 6.56, s 1H, 6.62, s 1H, 6.24, s 11479 | 1H,6.33,s | 115.14
_ ) - 142.48 - 141.9
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1H, 6.26, s
10
C3-CHs
6H, 0.87, d (6.8)
C2-CHs
1’
2’ 1H, 6.44, s
2,7 61
3,7 51
5 1H, 6.71, d (8.7)
6’ 1H, 6.43, dd (8.7, 2.1)
4’

1H, 6.31, s

6H, 0.87, 0.88, d
(6.9)

2H, 6.89, d (8.5)

2H, 6.72, d (8.5)

1H, 6.55, s

3H, 0.84, d (2.8)

3H, 0.83, d (2.4)

2H, 6.82, d (8.3)

2H, 6.66, d (8.4)

141.99
116.73
NR
128.35

15.94

15.64

NR

130.10

114.71

154.20

1H, 6.64, s

3H, 0.9, d
(6.88)
3H, 0.89, d
(6.88)

2H, 6.9, d
(8.48)
2H, 6.74, d
(8.56)

141.3
116.99
130.72
129.23

15.91

15.67

139.51

130.17

114.85

153.58

aDesplazamientos reportados para 6,3’-di-O-desmetil isoguaiacina.
bDesplazamientos reportados para 3’-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina.

NR: No Reportado.
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De esta manera, las asignaciones de RMN de 'H y '3C se muestran en la

Figura 40 y Figura 41, respectivamente.

w0 o OO D W - TOOY ONYTrOOUITO-QOUAON—TOOON—C
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Figura 40. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) de LT8.
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Figura 41. Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCIs) de LT8.

La configuracién absoluta de LT8 se establecié mediante el analisis quiréptico
de su derivado EC-01 en la seccién: 5.2.1.6 Elucidacién Estructural del Derivado

EC-01.

5.2 Sintesis de Derivados Metoxilados a Partir de 3’-desmetoxi-6-O-
desmetil isoguaiacina
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Tras cotejar los datos espectroscopicos reportados para el producto natural
LT8 y establecer su configuracion absoluta, se procedidé a proteger los grupos

catecol y fenol presentes en la molécula.

Inicialmente se propuso obtener el derivado EC-01 por metilacién directa con
CHsl de los tres grupos fendlicos siguiendo el procedimiento reportado por Konno
y cols. [44] y, en los experimentos iniciales (experimentos 1y 2, TABLA 6), se
utilizé K2CO3 como base y acetona como disolvente a reflujo, sin embargo, en la
CCF se observo la formacion de al menos 4 productos menos polares que el
producto natural de partida; tras haber purificado los compuestos y analizado sus
espectros de RMN de 'H y NOESY, se confirmé que se trataban de isémeros
constitucionales de posicion mono y dimetilados, por lo que se requeria modificar
el experimento, ya sea aumentando el numero de equivalentes de base y

halogenuro de alquilo, cambiando la base y/o el disolvente.

Primero se modifico la temperatura de la siguiente prueba (experimento 3,
TABLA 6) a 50 °C, pero al disminuirla ya no se observo ningun producto formado.
Entonces, se opté por cambiar a una base mas fuerte, el NaH, ya que en el
mecanismo de esta reaccion es crucial la formacion de los iones fendxido que
atacaran al halogenuro de alquilo, por lo que esta base mas fuerte seria capaz
de reducir la proporcién de productos mono y dimetilados y favorecer la formacion
del producto deseado trimetilado al abstraer los hidrogenos de los fenoles con
mayor facilidad. Siendo asi, en el siguiente experimento (4, TABLA 6) se utilizé

NaH en THF (Tetrahidrofurano), obteniendo el mismo resultado (el producto

84



trimetilado deseado ademas de otros dos subproductos dimetilados) que en la

siguiente prueba en DMF (experimento 5, TABLA 6).

A partir de aqui, se establecié que la mejor base para esta reaccion es NaH,
pero aun se obtenia el derivado EC-01 en trazas, por lo que se prosiguid
aumentando los equivalentes tanto de base como de halogenuro de alquilo y, al
hacer incrementos de 2 eq en cada monitoreo por CCF, se alcanz6é un maximo
de 56% de rendimiento del producto EC-01 y la desaparicion de subproductos
con 17.2 eq de CHsl y 10.2 eq de NaH en DMF sin previo tratamiento

(experimento 6, TABLA 6).

Considerando el mecanismo de sustitucion nucleofilica bimolecular que sigue
esta reaccién, también era necesario tomar en cuenta la presencia de agua en
los disolventes como THF o DMF, que son muy higroscopicos, ya que el agua es
capaz de solvatar los iones fendéxidos formados por el NaH, disminuyendo el
rendimiento; por ello, en el ultimo experimento (7, TABLA 6) se utiliz6 DMF
anhidra (previamente agitada en BaO y destilada a presién reducida),

aumentando el rendimiento hasta un 92% y reduciendo el tiempo de reaccion.

TABLA 6
Optimizacidon de Reaccion de Metilacion a Partir de 3'-desmetoxi-6-O-
desmetil isoguaiacina

Halogenuro Base Temp. Tiempo
Exp de alquilo Disolvente Resultado
(eq) (°C) (h)
(eq)
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1 CHsl (3) Kz((;;) °  Acetona 70 20 ng;bg&
2 | CHsl (4) Kz((ig) °  Acetona 70 24 ng;b%s’
3 | CHsl (3.2) K(23C2(§3 Acetona 50 6 NA

4 | CHsl (3.2) gaz'; THF 0a25 4 NA

5  CHasl (3.2) gaz'; DMF 0a25 20 EC;O(;B’ 02
6 | CHasl (17.2) (1'\'06_‘;')3 DMF 0a25 2 E;g

7 | CHsl (17.2) (1'\'06_‘;')6 DMF® 0a25 2 Egi'g

aLa reaccion se llevé a cabo en atmdsfera de argén.
bEI disolvente fue secado previamente por destilacion a presion reducida.
NA: No Aislado.

5.2.1 Elucidacion Estructural de Derivados Metoxilados a Partir de 3’-desmetoxi-
6-O-desmetil isoguaiacina

5.2.1.1 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-02.

Este compuesto se reporta por primera vez en este proyecto. El espectro de
RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 42) muestra a campo bajo dos sefiales dobles
de los 4 hidrogenos de un sistema AA’BB’ del anillo para-disustituido, siendo la
sefal a & 6.93 ppm para los hidrégenos H-2’ y H-6’ por el efecto NOE observado
en el experimento NOESY (Figura 43) con el multiplete de H-2 a  1.94-1.85 ppm;
por consiguiente, el doblete a & 6.8 ppm es asignado a los hidrogenos H-3’ y H-
5’. En esta misma region aromatica resuenan a 6 6.67 y 6.31 ppm dos singuletes

que integran cada uno para un hidrogeno que corresponden a H-5 y H-8,
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respectivamente, por la interaccion NOE observada de H-5 con las sefales
dobles de dobles de los hidrégenos en C4. A campo mas alto se encuentra una
sefal simple a & 5.44 ppm del OH de la molécula. A continuacion, se observa un
singulete a ® 3.78 ppm que integra para tres hidrégenos del metoxilo unido al C4’
por su interacciéon NOE con el doblete aromatico de H-3’ y H-5’. Posteriormente
aparece, integrando para un hidrégeno, una sefial doble a & 3.69 ppm
correspondiente a H-1 con una J vecinal de 5.7 Hz y enseguida un singulete que
integra para tres hidrogenos del segundo metoxilo en la molécula, estando unido
a C7 por el efecto NOE observado con el singulete aromatico de H-8. A campo
mas alto resuenan dos sefiales dobles de dobles que corresponden a los
hidrogenos H-4a y H-4[3, observando el primero a 6 2.81 ppm por su interaccién
NOE con los dos dobletes de los metilos del ciclohexeno, y el segundo
apareciendo a 6 2.42 por su efecto NOE con el multiplete a d 2.04-1.95 ppm del
metino H-2. Finalmente se observan dos sefiales dobles que integran para 3
hidrogenos cada una y que convergen formando una sefal con apariencia de
triplete, siendo la sefial a & 0.9 ppm aquella del metilo unido a C3 y a 6 0.88 ppm

la que corresponde al metilo unido a C2.
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En el espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCI3) se observan 10 sefiales de
carbonos aromaticos: seis sefales de carbonos cuaternarios a & 157.8, 145.1,
143.9, 139.8, 129.5 y 129.3 ppm, dos sefales a 6 130.1 y 113.5 ppm de los
carbonos aromaticos del anillo para-disustituido C3’, C5’, y C2’, C6, y dos
sefales de carbonos terciarios a & 114.2 y 112.7 ppm correspondientes a los
carbonos C5y C8. A campo mas alto aparecen a 6 56.0 y 55.4 ppm los carbonos
de los metoxilos de la molécula, y posteriormente 6 sefiales en la region de 50.8-
15.4 ppm correspondientes a los carbonos del ciclohexeno y metilos de la

molécula.

5.2.1.2 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-03.

Se observa en el espectro de RMN '"H (400 MHz, CDCls, Figura 44) dos
dobletes que integran cada uno para dos hidrégenos a campo bajo que
corresponden al sistema AA’BB’ del anillo aromatico para-disustituido, siendo
aquel que aparece a ® 6.93 ppm correspondiente a H-2’ y H-6' debido a su
correlacion espacial observada en el experimento NOESY con el multiplete a 6
1.96-1.88 del metino H-2 y con el doblete que resuena a & 3.62 ppm que
corresponde a H-1; éste ultimo también muestra una interaccién NOE con los
dobletes de los metilos del ciclohexeno. En consecuencia, el siguiente doblete
aromatico corresponde a H-3’ y H-5, con el que también se aprecia una
correlacion espacial con el singulete a & 3.78 del metoxilo unido a C4’. A

continuacion, se observa un singulete en la region aromatica a 6 6.57 ppm de H-
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5 debido a su correlacion espacial con las sehales dobles de dobles de los
hidrogenos del metileno en C4 y, en consecuencia, la sefal simple a 6 3.86 ppm
con la que también muestra interaccion NOE corresponde a los hidrogenos del
metoxilo unido a C6. El siguiente singulete aromatico a 6 6.38 ppm es asignado
a H-8, que ademas muestra una correlacion NOE con la sefal doble de H-1. A
campo mas alto se observa una sefal doble de doble a 6 2.88 ppm de H-4a
debido a su correlacion espacial con el multiplete que aparece a 6 2.05-1.99 ppm
del metino H-3; por lo que la siguiente sefal doble de doble corresponde al
hidrégeno H-4, el cual tiene una interaccion NOE con los dobletes de los metilos
unidos a C3 y C2 que aparecen a & 0.89 y 0.88, respectivamente. Esta
informacion observada en los espectros de RMN fue cotejada con la reportada

por Nufez-Mojica y cols. [47], confirmando las asignaciones propuestas.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) del Subproducto EC-03.

5.2.1.3 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-04.

En el espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) (Figura 45) aparecen dos
sefales dobles a campo bajo correspondientes a los cuatro hidrogenos del
sistema AA’BB’ del anillo para-disustituido, aquella observada a & 6.87 ppm
corresponde a H-2’' y H-6’ debido a las interacciones NOE que presenta con el
doblete a & 3.69 ppm de H-1 y con el multiplete desplazado a & 1.94-1.86 ppm
del metino H-2; el doblete aromatico restante que aparece a & 6.71 ppm
corresponde a H-3' y H-5". En esta misma region de protones aromaticos se
observa un singulete a 6 6.59 ppm de H-5 por las correlaciones espaciales que
tiene con los dobletes de doblete de los hidrogenos diastereotépicos en C4. La

asignacion de H-5 permitié identificar al singulete en & 3.86 ppm como aquel
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unido a C6 por la interaccion espacial observada entre ellos y, por otro lado, el
singulete aromatico desplazado a 6 6.32 ppm corresponde a H-8, el cual presenta
una interaccidon NOE con el singulete a & 3.66 ppm, ubicando entonces al
metoxilo en C7. La sefal doble de doble que aparece a 6 2.84 ppm se asigno a
H-4a ya que presenta una correlacion espacial con el multiplete desplazado a ©
2.04-1.97 ppm de H-3, mientras que la siguiente sefal doble de doble observada
a 0 2.45 ppm es asignada a H-483, que ademas presenta un efecto NOE con los
dobletes a & 0.91 y 0.90 ppm que cruzan entre si y que corresponden a los
hidrégenos de los metilos unidos a C3 y C2, respectivamente. Esta informacién
fue corroborada con los datos espectroscopicos reportados por Nufiez-Mojica y

cols.[47], confirmando las asignaciones propuestas.
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Figura 45. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-04.
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5.2.1.4 Elucidacién Estructural del Subproducto 3’-desmetoxi isoguaiacina
(EC-06).

En el espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIls) (Figura 46) se observan dos
sefales dobles en la region aromatica que corresponden a los cuatro hidrégenos
del anillo para-disustituido de la molécula, el doblete a & 6.87 ppm corresponde
a los hidrogenos H-2' y H-6' debido a los efectos NOE observados con el
multiplete que se desplaza a & 1.92-1.86 ppm correspondiente del metino H-2 y,
por lo tanto, la siguiente sefal doble en la regidon de hidrégenos aromaticos que
resuena a d 6.71 ppm corresponde a H-3’ y H-5’. A continuacién, a 6 6.66 ppm
aparece el singulete de H-5 debido a las interacciones espaciales que se
observan con los dos dobletes de doblete de los hidrégenos diastereotopicos en
C4 en d 2.8y 2.42 ppm, siendo el primero aquel asignado a H-4a por su efecto
NOE observado con el multiplete desplazado a 6 2.03-1.95 ppm del metino H-3,
y el segundo a H-43 al presentar una interaccion espacial con los dobletes a &
0.9 y 0.88 ppm que son de los hidrégenos de los metilos unidos a C3 y C2,
respectivamente. Por ultimo, el singulete aromatico que aparece en & 6.3 ppm se
asigno a H-8, que a su vez presenta un efecto NOE con el singulete desplazado
a 6 3.68 ppm que corresponde a los hidrégenos del unico metoxilo en la molécula,

por lo cual se define su union a C7.
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Figura 46. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs3) de 3'-desmetoxi isoguaiacina.

Después de cotejar estos datos espectroscopicos con los reportados por
Nufez-Mojica y cols. [47] para la molécula 3,4’-dihidroxi-4-metoxi-6,7’-
ciclolignano (Figura 47), se determina que se trata de la misma molécula. En la
investigaciéon anteriormente citada, se asigndé la configuracion (S) a Cf1,
orientando al anillo aromatico para-disustituido en el mismo plano que los metilos,
justificando dicha orientacién por la J = 12.6 Hz observada para este hidrégeno,
sin embargo, esta sefal esta solapada con el singulete a & 3.68 ppm del metoxilo
unido a C7, aunado a que se observan sefiales de una impureza (quizas un
lignano analogo), lo que hace ambiguo este dato. Ademas, al observar que todos

los datos espectroscopicos en RMN 'H (TABLA 7) son muy similares tanto en la
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investigacién mencionada, por Gnabre y cols. [48] como en el presente proyecto
y, que la molécula propuesta en la presente investigacién proviene de una
reaccion de sustitucion nucleofilica bimolecular en la cual no se involucra la
conversion estereoquimica del C1 de la cual se obtuvo también el derivado EC-
01 cuyo espectro de dicroismo circular demuestra la configuracion relativa de C1
como (R) por el primer efecto Cotton positivo a 289 nm reportado para
ariltetralinas 1(R), se concluye que la estructura en cuestion posee una
configuracion relativa 1(R), refutando la estereoquimica propuesta por Nunez-

Mojica.

Es pertinente destacar ademas que gracias al espectro de DC obtenido del
derivado EC-01 (5.2.1.6 Elucidacion Estructural del Derivado EC-01.) que se
purificé a partir de la misma reaccion de la que se obtuvo 3’-desmetoxi

isoguaiacina, se confirma la orientacién a o 1(R).

OH

3,4'-dihidroxi-4-metoxi-6,7'-ciclolignano 3'-desmetoxi isoguaiacina

Figura 47. Estructuras Quimicas de 3,4-dihidroxi-4-metoxi-6,7'-ciclolignano y 3'-
desmetoxi isoguaiacina.
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TABLA 7
Desplazamientos Quimicos (5) de RMN 'H y Constantes de Acoplamiento

(J, en Hz, en Paréntesis) de 3'-desmetoxi isoguaiacina

Nunez-Mojica,

Posicion Gnabre, 1995* Presente proyecto*®

C2-CHs 0.88, d, (6.9) 0.9?%1, zs.es) 0.88, d, (6.4)

C3-CHs 0.89, d, (6.9) 0.92, d, (6.7) 0.9, d, (6.4)
H-1 3.61,d, (6.2) 3.68, d, (12.6) 3.67, d, (3.6)
H-2 1.9, m 1.9, m 1.89, m
H-3 2.02, m 2.0, m 1.99, m

H-4a | 2.87,dd (16.2,4.7) 2.82,dd, (16.4,5.3) 2.8, dd, (16.6, 5.4)

H-48 | 2.45,dd (16.2,7.2) 2.44,dd, (16.6,8.3) 2.42, dd, (16.4, 8)

C7-OCHs 3.86, s 3.7,s 3.68, s
H-5 6.57, s 6.68, s 6.66, s
H-8 6.39, s 6.32, s 6.3, s
H-2’, H-6’ 6.87, d (8.5) 6.9, d, (8.5) 6.87, d, (8.4)
H-3’, H-5 6.7, d, (8.5) 6.74, d, (8.6) 6.71,d, (8.4)
OH 4.78,5.35, s 473,547, s 459,542, s
*En CDCls.

5.2.1.5 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-28.

Se observa en el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) (Figura 48) a campo

bajo dos sefiales dobles a & 6.88 y 6.7 ppm que integran para dos hidrégenos
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cada una, correspondientes a los cuatro hidrégenos del sistema AA'BB’ del anillo
para-disustituido, siendo el primero de H-2’ y H-6’ y el segundo de H-3' y H-5'. En
la misma region aromatica se observan dos sefales simples a  6.57 y 6.39 ppm,
correspondiendo la primera de H-5 y la segunda a H-8 por el efecto NOE
observado de la segunda con la sefial doble en & 3.61 ppm que corresponde a
H-1; esta asignacion permitio identificar el carbono C6 al cual estd unido el
metoxilo en la molécula, pues su senal simple a & 3.86 presenta una interaccion
espacial con H-8. A campo mas alto se observan dos dobletes de dobletes de los
hidrogenos diastereotdpicos en C4 a 6 2.87 y 2.46 ppm, siendo el primero de H-
4a debido al efecto NOE observado con la sefial de multiplete que se desplaza a
0 2.05-1.98 ppm del metino H-3; por lo tanto el segundo doblete de doblete se
asigno a H-4B y el multiplete desplazado a & 1.94-1.88 al metino H-2. Por ultimo,
se observan dos sefales dobles a 6 0.89 y 0.88 ppm que convergen y que integra
cada una para tres hidrégenos, que corresponden a los metilos unidos a C3y C2,
respectivamente. Los datos espectroscopicos y asignaciones de RMN 'H y 13C

reportados por Nufiez-Mojica [47] coinciden con la molécula propuesta.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-28.

5.2.1.6 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-01.

Este compuesto se reporta por primera vez en este proyecto. En el espectro
de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) (Figura 49) aparecen a campo bajo dos sefiales
dobles que integran cada una para dos hidréogenos a & 6.92 y 6.79 ppm
correspondientes a los hidrégenos H-2’, H-6' y H-3’, H-5', respectivamente, que
conforman el sistema AABB’ del anillo aromatico para-disustituido. A
continuacion, resuenan dos singuletes en la misma regién aromatica a 6 6.60 y

6.33 ppm de los hidréogenos H-5 y H-8, respectivamente, seguidos de tres
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singuletes que integran cada uno para tres hidrogenos en la region de & 3.87-

3.67 ppm correspondientes a los hidrégenos de los tres metoxilos de la molécula.

o OOV NNO-FTETNONNORDODONOVINONNOTVOTNONVNEINNNITDTOOODON
©o Q(’)l")FO@FO@QNOO’N(O“)'—O’:S'\lONOO’@P‘)FQ’P‘)NFFOG’@N‘DP’)N'—'—OO@QNOOG
R RORNAVIONMNAENOOONNOOCOIOVOEIETIOCOCOCCONANANNANANVIXRNAN N
~ LOUQLODOULDOULODOODOWODOWMMOMMNNNNNNNNNNN NN~ 7T r cCoOoOC
B — s i " -

8885

C4-0CH; ODH®B®O

coocoo

SN

C68-0CHy C7-0CH; [ |‘<| ]

s N ! L OO coch,
[ 2 e ——————— H i '
. 3 2.05 1.95 1.85

T
(0] @© w0 T ON
~ £288 3893
iod aiaioiad
It SN

-—

092 0.88

5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 0.5 0.0
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 49. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDClIs) del Derivado EC-01.

Los cristales obtenidos de EC-01 fueron favorables para obtener la estructura
cristalina (Figura 50) de la molécula mediante difraccion de rayos X de
monocristal. A partir de ella se calcularon tedricamente las constantes de
acoplamiento para el metino H-1 y para los hidrégenos diastereotdpicos H-4a y
H-43 (magnéticamente distintos al no tener eje de simetria y pertenecer a un

metileno dentro de una molécula quiral) sustituyendo los angulos diedro (8) entre
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ellos y sus hidrogenos acoplados en la ecuaciéon de Karplus (8) [49], que describe

la correlacién entre las J y el angulo diedro entre hidrégenos vecinales.

(8)
J =(9.5) cos? 8 — (1.60) cos 8 + 1.80

-« 0 H3a-H4B= -76.45°

B 0 H3a-H4a= 40.87°

8 H1B-H2a= 177.31°

v v

Figura 50. Estructura Cristalina del Derivado EC-01.

Como se describe en la TABLA 8, la J experimental obtenida por RMN 'H para
cada protdn difiere en la forma cristalina principalmente para los hidrégenos H-1

y H-43.
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) TABLA 8
Comparativa Entre Angulo Diedro y Constante de Acoplamiento
Experimentales y Teéricas del Derivado EC-01

Estado sélido (cristal) En solucién (CDCls)
Angulo 1, 17) teorica 2 \ngulo J (Hz)
« diedro . .. diedro (0) .
Atomos . por difraccién L . experimental
experimental de ravos X teorico por or RMN 'H
(0) y RMN'H P
H1p-C1-C2- 177.31 JrtHz = 12.9 123 Jr1H2 = 5.3
H2a
H30-C3-C4- 40.87 JHa-Haa = 6.0 45 JHa-Haa = 5.4
H4a
H3G|-_|(i?é-04- -76.45 JHa-rap = 1.9 138 JHa-Hap = 8.2

Con lo anterior se plantea la existencia de diversos conférmeros en solucion
para el anillo de ciclohexeno y, por lo tanto, las constantes de acoplamiento
observadas en solucion por RMN de 'H son entonces el resultado de un promedio

de todos los conférmeros que puede tomar la molécula.

Para determinar la configuracion absoluta de la molécula (y diferenciarlo de
su respectivo enantiometro), se utilizé el experimento de dicroismo circular. En
ariltetralinas, los croméforos dominantes son los grupos aromaticos y los demas

son secundarios.

Todas las 1-ariltetralinas muestran dos efectos Cotton; el primero entre 290 y
297 nmy el segundo entre 250 y 230 nm. El signo del efecto Cotton depende de
la configuracion de C1; todos los compuestos 43 dan un primer efecto Cotton

negativo, y todos los 4a muestran un primer efecto Cotton positivo [50]. El primer
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efecto Cotton provee la mayor informacion estereoquimica porque su amplitud
depende de la configuracién del carbono quiral. Todos los lignanos muestran un
patron de absorcion tipica para compuestos aromaticos con tres bandas en las
regiones de 210, 230 y 280 nm que corresponden a los singuletes de estados
excitados 'Bap; 'La y 'Lb, respectivamente [51], esto porque las ariltetralinas
contienen dos cromoforos principales a los que se les atribuye estas bandas de

absorcion (tetrahidronaftaleno y anillo aromatico unido a C1).

La estructura obtenida por difraccion X permite visualizar una aproximacion
del conférmero promedio en solucién al llevar a cabo el experimento de DC.
Estableciendo los vectores de polarizacion para los croméforos de este derivado,
el vector 'Ly, ( eje longitudinal) corresponde al anillo para-disustituido y el vector
'La (eje transversal) corresponde al nucleo de ariltetralina (Figura 52), que dan

lugar a las absorciones electrénicas a continuacion:

TABLA 9

Datos de Dicroismo Circular del Derivado EC-01

289 +3.74699
273 -2.26916
255 -0.416411
236 -14.4331
218 +4.49711
212 +3.05954
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205 +11.2725

Ag: diferencia de extincion molar. Ae= [0]/3300, donde [0] es elipticidad molar

Como se observa en el espectro de DC del Derivado EC-01, (Figura 51) hay
dos efectos Cotton por acoplamiento de exciton de cromaoforos, siendo primero
positivo a A mas larga (289 nm) y después negativo a A mas corta (273 nm), lo
que concuerda con lo reportado por Ayres y cols. [50] para 1a-ariltetralinas, que
muestran dos efectos Cotton; el primero positivo entre 290 y 297 nm y el segundo

negativo entre 250 y 230 nm.

205 nm, 11,2725
10

218 nm, 4.49711
| 289 nm, 3.74699

|
|

273 nm, -2.26916

-10

236 nm, -14.4331

20 , A
200 250 300
Wavelength (nm)] 350

Figura 51. Espectro de DC del Derivado EC-01.
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Tras establecer los vectores de polarizacion del derivado EC-01 (Figura 52),
es posible aplicar la regla de la quiralidad del exciton para confirmar lo
anteriormente reportado por Ayres y cols. Situando al cromdéforo de tetralina
frente al croméforo del anillo de benceno para-disustituido, se observa un angulo
agudo entre estos dos en sentido de las manecillas del reloj, determinando de
esta manera la configuracién absoluta de la molécula al confirmar la quiralidad

positiva del carbono estereogénico C1.

Figura 52. Aplicacion del Método de la Quiralidad del Exciton al Derivado EC-
01.

5.3 Sintesis de Derivados 6,7-(1,3-dioxolano)

Ademas de proteger los tres grupos fendlicos presentes en 3’-desmetoxi-6-O-

desmetil isoguaiacina por metilacién de los tres en un solo paso, también se
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planteé proteger primero el catecol formando un anillo dioximetileno para
posteriormente metilar el C4’-OH libre. En este sentido, se sigui6 el procedimiento
reportado por Zelle y cols. [52] para llevar a cabo esta reaccion en el experimento
1 (TABLA 10). Se form¢é el anillo dioximetileno pero, ademas ocurri6 una
oxidacion del nucleo de tetralina a naftaleno, obteniéndose el subproducto EC-
16. Por ello, se prob6 secar y desgasificar el disolvente previamente para excluir
al oxigeno ambiental y al agua como catalizadores de la oxidacion (experimentos
9 y 10, TABLA 10), pero se observé el mismo resultado. Posteriormente se
cambid el halogenuro por CH2Cl2 pero la reaccion fue nula, por lo que se utilizé
también CH2Br2, no obstante se seguia formando el producto naftalénico en
mayor proporcion (experimentos 7-9, TABLA 10). Se decidié modificar la base a
K2COs3 (experimentos 3-6, TABLA 10) y como mejor resultado fue el obtenido en
el experimento 6 (TABLA 10), siendo el producto deseado EC-15 como el unico
formado, sin embargo se obtuvo en trazas, lo que sugiere que cantidades que
superan 1 eq de base, en combinacién con DMF como disolvente, favorecen la

oxidacion de la tetralina a naftaleno.

Como reporta Zelle y cols [52], el uso de DMF sobre MeCN favorece el
progreso de la reaccion a causa de que al utilizar el primer disolvente se logra
alcanzar una mayor temperatura de reflujo (punto de ebullicién de 153 °C) y a
que los fendxidos de cesio son mas solubles en DMF que en MeCN. Ademas, se
observo en los experimentos realizados en DMF en el presente proyecto y en el

de la referencia citada la formacion del subproducto naftalénico EC-16, lo que
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sugiere que el aumento de temperatura también promueve la aromatizacion del

producto natural.

TABLA 10

Optimizacién de Reaccion de Metilenaciéon de Catecol

(1.5)

Halogenuro
Base Temp Tiempo
Exp Disolvente de alquilo Resultado
(eq) °C) (h)
(eq)
Cs2COs3 BrCH2CI
1 DMF 110 4 40 % EC-16
(1.5) (1.5)
Cs2CO03 BrCHCI Trazas EC-
2 MeCN 82 25
(1.5) (1.5) 15
KoCOs3 BrCH.CI
3 MeCN 82 4 EC-16
(1.5) (2.5)
K2CO3 Trazas EC-
4 DMF BrCH2CI (3) 82 2
(1.5) 15 + EC-16
KoCOs3
5 MeCN 7) CH2Cl2 (7) 65 3 N. A.
K2CO3 Trazas EC-
6 MeCN BrCH2Cl (2) 110 151
(0.5) 15
Cs2CO0O3
7 DMF CH2Br2 (1.5) 60 1 EC16
(1.5)
MeCN Cs2CO3 Trazas EC-
8 CH2Br2 (1.5) 80 54
anhidro (1.5) 15 + EC-16
Cs2CO03
9 DMFa-¢ CH2Br2 (1.5) 40° 16 EC-16
(1.5)
Cs2CO03
10 DMFa-¢ CH2Br2 (1.5) 25 144 N. A.

aDisolvente anhidro.
bLa reaccion procedio en atmdésfera de argon.
°Disolvente desgasificado.
N. A. No aislado
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5.3.1 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-15.

Este compuesto se reporta por primera vez en este proyecto. En el espectro
de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) (Figura 53) aparecen a campo bajo dos sefiales
dobles integrando cada una para dos hidrégenos que corresponden al sistema
AA’BB’ del anillo para-disustituido a & 6.88 y 6.72 ppm correspondientes a H-2’,
H-6' y H-3’, H-5', respectivamente. A continuacion, se aprecian dos sefiales
simples en la misma region aromatica, una desplazandose a 6 6.56 ppm de H-5
y la otra a & 6.29 ppm de H-8. Posteriormente resuenan dos dobletes a & 5.84-
5.85 ppm con una J geminal de 1.2 y 1.5 Hz que se asignaron a los hidrogenos
diastereotopicos H-2” del grupo funcional 1,3-dioxolano. A & 3.63 ppm aparece
el doblete del metino H-1 y posteriormente dos sefiales dobles de dobles a 6 2.84
y 2.44 ppm que corresponden a los hidrégenos diastereotépicos unidos a C4.
Estas sefales y los multipletes que se observan en la region de & 2.06-1.85 ppm
de los metinos H-2 y H-3 confirman que la molécula no se encuentra aromatizada.
Finalmente aparece a © 0.88 ppm una sefial doble que integra para seis

hidrogenos que corresponde a los dos metilos unidos al ciclohexeno en C2 y C3.
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Figura 53. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDClIs) del Derivado EC-15.

5.3.2 Elucidacién Estructural del Subproducto EC-16.

El derivado EC-16 se reporta por primera vez en esta investigacion. En la
regién aromatica del espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) (Figura 54) aparece,
a comparacion de los 6 hidrogenos presentes en los derivados de tipo tetralina,
7 hidrogenos aromaticos en total, siendo aquella sefal simple a & 7.47 ppm la
correspondiente a H-4. Enseguida a 6 7.08 ppm resuena una sefial doble de H-
2’y H-6’, a d 7.04 ppm un singulete de H-5, a  6.94 ppm un doblete de H-3’ y H-
5’, asi como un singulete a & 6.64 ppm de H-8. A campo mas alto, resuena a &
5.94 un singulete que integra para dos hidréogenos correspondientes a H-2” del

grupo funcional 1,3-dioxolano. A continuacién, se corrobora también la
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aromatizacion del nucleo de tetralina por la simplificacion en la multiplicidad de
las senales correspondientes a los metilos de la molécula, siendo ahora

singuletes a © 2.42 y 2.08 ppm que integran para tres hidrégenos cada uno.
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Figura 54. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-16.

La aromatizacién del producto obtenido se confirma en el espectro de RMN
13C (75 MHz, CDCIs) al observar nueve carbonos cuaternarios, dos carbonos
terciarios, y uno secundario en el rango de & 154.6-100.9 ppm y solo dos
carbonos primarios en la region alifatica de 6 21.1 1 17.6 ppm correspondientes

a los metilos de la molécula.
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5.4 Sintesis de Derivados Naftalénicos por Bromacion Bencilica

El objetivo de llevar a cabo esta reaccion en el proyecto fue obtener una
tetralina bromada en la posicién C4 para posteriormente realizar reacciones de
sustitucién nucleofilica. Todos los experimentos se realizaron en CCls, y se inicio
probando 10 mol% de BPO como iniciador de radicales (experimento 1, TABLA
11) y, tras caracterizar los dos productos obtenidos, se confirmé que se trataba
del derivado naftalénico bromado en C4 EC-09 y del producto naftalénico sin
sustituyente EC-12. Estos resultados sugieren que prevalecen las condiciones
oxidativas favorecidas por el BPO, promoviendo el paso de propagacion de la
reaccion, aunado a que el radical bencilico en C1 es mucho mas estable que
aquel formado en C4 debido a la mayor densidad electronica proporcionada por
los dos anillos aromaticos cercanos, propiciando aun mas el paso de
propagacion. Esta reaccion se describe en la seccidén 5.5 Sintesis del Derivado

EC-18 por Oxidacion Bencilica.

Por ello, se redujo la cantidad de BPO (experimento 2, TABLA 11) a 10 mol%
obteniendo el mismo resultado y, al reducir a 3 mol% ya no prosiguio la reaccion
(experimento 3, TABLA 11). Al utilizar luz en lugar de altas temperaturas para
iniciar la formacion de radicales (experimento 4, TABLA 11) se seguia obteniendo
el mismo resultado que en las pruebas anteriores, por lo que se optd por cambiar
el agente oxidante a azobisisobutironitrilo (AIBN) y, sin embargo, se obtenia

solamente el producto naftalénico (experimentos 5y 6, TABLA 11).
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TABLA 11

Experimentos de Bromacion Bencilica a Partir del Derivado EC-01

Iniciador de

Exp NBS (eq) radicales Temp (°C) Tiempo Resultado

(mol%)
EC-01, 09
12 2 BPO (15) 77 39
y 12
EC-01, 09
2@ 2 BPO (10) 77 29
y 12
3 2 BPO (3) 50 2 NR
EC-01, 09
4° 2 BPO (3) 25 25
y 12
5 1.2 AIBN (3) 120 21 EC-12
6 1.2 AIBN (3) 70 22 EC-12

aEl experimento se llevé a cabo en atmdsfera de argén.
bEl experimento se irradié con un foco de 100 W.
NR: No Reaccion.

Los experimentos anteriores demostraron que, en presencia de un agente
oxidante que catalice la reaccion, se favorecera el paso de propagacion de
radicales, llegando a oxidar inclusive el nucleo de tetralina a naftaleno, a causa
de la gran estabilidad que poseen los radicales bencilicos generados durante la

reaccion.
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5.4.1 Elucidacién Estructural de Derivados Naftalénicos Obtenidos por
Bromacién Bencilica

5.4.1.1 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-09.

Este es el primer reporte de esta molécula. Se obtuvo el subproducto
naftalénico bromado en un 14%. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls)
(Figura 55) aparecen dos senales dobles en la region aromatica a d 7.14 y 7.04
ppm que integran cada una para dos hidrégenos, correspondientes a H-2’, H-6’ y
H-3’, H-5" del anillo aromatico para-disustituido, respectivamente. También a &
7.96 y 6.66 ppm aparecen los hidrogenos H-5 y H-8 como singuletes.
Posteriormente a & 3.91 ppm resuena una senal simple que integra para seis
hidrogenos de los metoxilos unidos a los carbonos C6 y C7 y a & 3.67 ppm el
singulete de los hidrégenos del tercer metoxilo de la molécula unido a C4’. La
aromaticidad del producto se confirma con los singuletes a § 2.49y 2.11 ppm que
integran cada una para tres hidrogenos, correspondiendo a los metilos del
derivado y a la ausencia de sefales para los hidrogenos diastereotépicos en C4,
asi como para los metinos unidos a C1, C2 y C3 observados en los derivados

ariltetralinas.
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-09.
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Aunado a esto, en el espectro de RMN '3C aparecen un total de 14 sefales

de carbonos aromaticos distintos, de los cuales 10 corresponden a carbonos

cuaternarios, lo que confirma una sustitucion en C4, misma que ha sido

corroborada en el espectro de masas de baja resolucion (Figura 56), mostrando

un pico M+2 con una relacién 1:1 de intensidad respecto a la observada para el

pico del ion molecular a m/z 401, demostrando la sustitucion en C4 por un atomo

de bromo.
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Figura 56. Espectro de Masas de Baja Resolucion del Subproducto EC-09.

5.4.1.2 Elucidacion Estructural del Subproducto EC-12.

Se obtuvo el subproducto naftalénico EC-12 en un 22% y se reporta por
primera vez en este proyecto. En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls)
(Figura 57) se observa en la regién aromatica un total de siete hidrégenos, siendo
4 de ellos los que conforman el sistema AA’BB’ del anillo para-disustituido. Los
dobletes que aparecen a & 7.18 y 7.03 ppm corresponden a los hidrégenos H-2’,
H-6'y H-3’, H-5’, respectivamente. En esta misma region resuenan dos singuletes
a0 7.06y6.64 ppm de los hidrégenos H-5 y H-8 de la molécula y, adicionalmente,
se desplaza a & 7.5 ppm el singulete de H-4. A campo mas alto aparecen tres

singuletes en la regién de & 3.98-3.69 ppm cada uno integrando para tres
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hidrogenos atribuibles a los tres metoxilos de la molécula y, en seguida, otros dos
singuletes que también integran para tres hidrégenos a & 2.44 y 2.1 ppm de los

metilos unidos a C3 y C2 del naftaleno, respectivamente.
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Figura 57. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-12.

El ntcleo de naftaleno se corrobora con el espectro de RMN de '3C al observar
un total de catorce sefiales de carbonos aromaticos en la region de 6 158.6-105.6
ppm y solo 5 sefiales en el rango de & 60.0-17.6 ppm correspondientes a los
carbonos de los tres metoxilos y los dos metilos en la estructura asi como con los

datos cristalograficos obtenidos por difraccién de rayos X de monocristal (Figura

58).
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Figura 58. Estructura Cristalina del Subproducto EC-12.

5.5 Sintesis del Derivado EC-18 por Oxidacion Bencilica

Para optimizar la oxidacién selectiva de la posicion C4, se realizaron un total
de 43 experimentos y en la TABLA 12 se describen aquellos mas representativos
de entre las modificaciones realizadas en cuanto a equivalentes de reactivos y
diferentes disolventes. Para aquellas reacciones que reportan cantidades traza o
nula de producto deseado se observé un patron cromatografico de mas de 10
subproductos, que no pudieron purificarse debido a la poca cantidad de materia

prima utilizada para cada reaccion.

Se inicié utilizando un solo agente oxidante por prueba, por ejemplo acido 2-
yodoxibenzoico (IBX) (experimento 5, TABLA 12) en microondas (MW) e
hidroperdxido de terc-butilo (TBHP) (experimento 9, TABLA 12), observando en

muy poca cantidad al producto deseado en el primer experimento. Después se
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probd con un agente oxidante y un catalizador por reaccion, por ejemplo peréxido
de di terc-butilo (DTBP) con cloruro ferroso (FeCl2) (experimento 6, TABLA 12),
(diacetoxi)yodobenceno (DIB) con azida de sodio (NaNs) (experimento 10,
TABLA 12), acido peryodico (HslOs) con éxido de cromo (V1) (CrO3) (experimento
12, TABLA 12), TBHP con KIl, FeCls (cloruro férrico) y acetato de cobre (ll)
[Cu(OAc)2] (experimento 13, 15y 17, respectivamente), obteniendo los mismos

resultados desfavorables en todos los casos.

Al observar la formaciéon de muchos subproductos en todas las pruebas, se
optd por probar el oxigeno ambiental acompafado de otros oxidantes en
cantidades cataliticas como 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) o
N-hidroxiftalimida (NHPI), sin embargo, la oxidacién tampoco resulté selectiva,
generando una gran cantidad de subproductos. (experimentos 16 y 18, TABLA

12).

Tras estos hallazgos se exploraron combinaciones entre los oxidantes ya
mencionados junto con el acido 3-cloroperoxibenzoico (MCPBA) (experimentos
3, 4, TABLA 12) y clorito de sodio (NaClO2) (experimento 11, TABLA 12)
esperando reducir el numero de subproductos formados, pero los resultados

también fueron infructuosos.

Fue hasta que se utilizé como agente oxidante el monopersulfato de potasio
(2KSO5°KHSO4°K2S04), conocido como Oxone® comercialmente, que se

obtuvieron resultados que permitieron proponer el mecanismo radicalario de la
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reaccion. Primero, como catalizador se utilizé el bromuro de potasio (KBr)
siguiendo la reaccion reportada por Moriyama y cols. [53] (experimento 7, TABLA
12) y se obtuvo un unico producto en un 92% de rendimiento, EC-27, una

ariltetralina bromada en C8 del anillo aromatico.

A continuacion, se hicieron otras pruebas sustituyendo el KBr por Kl, en primer
lugar, utilizando nitrometano (MeNO2) como disolvente (experimento 1, TABLA
12), recuperando la materia prima en su totalidad. Posteriormente se prob6 una
mezcla de DCM:H20O (experimento 2, TABLA 12) observando la formacién del
derivado cetonico esperado en un rendimiento muy bajo (7%), lo que sugiere que
el agua esta involucrada en el mecanismo de la reaccion. Finalmente, al cambiar
solamente el disolvente por DMF sin secar y manteniendo iguales el resto de las
variables del experimento anterior, se obtuvo un aumento moderado en el
rendimiento, alcanzando un 34% del producto esperado y unicamente el derivado
EC-12 como subproducto (experimento 8, TABLA 12). Al comprobar que el agua
tenia un papel importante en la reaccién, en el ultimo experimento se utilizé
MeCN:H20 en proporcion 13:1 (experimento 18, TABLA 12), como reporta Yin y
cols. [54] confirmando el mecanismo propuesto por ellos, aumentando
ligeramente el rendimiento a 40% y obteniendo nuevamente el subproducto EC-

12.
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TABLA 12

Optimizacion de Reaccion de Oxidacion Bencilica

_ _ . Temperatura  Condicién ~ Tiempo Rendimiento
Exp Disolvente Oxidante (eq) Catalizador (eq) _
(°C) especial (h) (%)
1 MeNO: Oxone (4) Kl (1.5) 95 - 141 N. A.
2 | CH2Cl2:H20 (9:1) Oxone (2.7) Kl (2.7) 60 - 141 EC-18 (7)
DIB (3), TBHP
3 MeCN - 25 - 43 Trazas
(3), mCPBA (2)
IBX (3), TBHP
4 DMSO - 25 - 2 Trazas
(3), mCPBA (2)
DMSO IBX (3) - 60 - 28 Trazas
6 CICH2CHCI DTBP (1.2) FeCl2 (0.1) 120 - 102 N. A.
Luz blanca
7 | CH2Cl2:H20 (9:1) Oxone (3,2) KBr (2.7) 120 54 EC-27 (92)
100 W
Luz blanca
8 DMF Oxone (2.7) Kl (2.7) 60 22 EC-18 (34)
100 W 2h
))) 90-247
9 - TBHP 70% (10) - 170 vy 0.5 N.A.
10 | MeCN:H20 (1:1) DIB (2) NaNs (0.1) 25 - 30 N. A.
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11

12
13
14
15

16

17

18

MeCN:H20 (3:1)

MeCN anhidro
MeCN anhidro
DMSO

Piridina
MeCN anhidro
Dioxano

MeCN:H20 (13:1)

TBHP (5)
NaClO2 (1.2)
Hs10s (7)
TBHP (3)
02
TBHP (3)

02
TBHP (6)

Oxone (2.2)

CrO3(0.05)
Kl (0.2)
t-BuONa (2)
FeCls (0.02)
DDQ (0.0125),
NHPI (0.05)
Cu(OAc)2(0.2)

Kl (0.5)

60

25
25
50
115

82

110

25

Reflujo
Reflujo

Reflujo
Luz blanca
100 W

29

24

20

19

Trazas

Trazas
Trazas
N. A.
N. A.

N. A.
Trazas

EC-18 (40)

N. A.: No Aislado.
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Para explicar la reaccion de sustitucion electrofilica aromatica que sufre el
derivado EC-01 para formar el subproducto EC-27 se propone el mecanismo a
continuacion (Figura 60). Inicialmente Oxone® y KBr reaccionan entre si para
generar Br el cual, al reaccionar con el agua presente en el medio, genera acido
hipobromoso (HBrO), un acido débil cuyo pKa es de 8.55 [55], por lo que a pH

neutro en solucidn se encuentra parcialmente ionizado:

9)
Brz + Hzo = HBrO + HBr

(10)
HBrO + H,0 = H;0" + BrO~

La especie BrO™ es finalmente la fuente de bromo electrofilico que sera
atacado por el anillo aromatico del derivado EC-01 utilizado como materia prima
para la oxidacion bencilica, generando entonces el subproducto EC-27. Este
compuesto es favorecido por los dos metoxilos unidos al anillo que fungen como
grupos activadores, proporcionando una mayor densidad electronica sobre el
sistema anular por efecto resonante, aumentando su reactividad para llevar a
cabo la sustitucion electrofilica aromatica (Figura 59). Este tipo de subproductos
también fueron observados por Yin y cols [54] y Khan y cols. [56] cuando
probaron esta reaccion en anillos aromaticos sustituidos con grupos como
metoxilos o hidroxilos, prevaleciendo la sustitucidon electrofilica aromatica sobre

la oxidacion C-H bencilica.
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En contraste con lo propuesto, al utilizar KI como catalizador no se genera el
subproducto yodado en el anillo aromatico, esto debido a que el pKa del acido
hipoyodoso (HIO) es de 10.5 [55], haciéndolo un acido todavia mas débil que
HBrO, por lo que la cantidad formada de la especie 10" en el medio de reaccién

€S muy escasa.

Moriyama y cols. [53] obtuvieron los subproductos bromados en posicion
bencilica principalmente en moléculas con cadenas alquilicas largas y con
sustitucién de grupos electroatractores en el anillo aromatico, lo que confirma el
intermediario (2) propuesto. Por su parte, Yin y cols [54] también realizaron
experimentos para determinar la fuente del oxigeno en el producto cetdnico
deseado. Realizaron pruebas en atmodsfera de argén obteniendo el producto
oxidado esperado y utilizaron H>O'®, recuperando el producto también marcado
en una proporcién 2:1 respecto al no marcado. Por lo tanto, la caracterizacion de
subproductos bromados en posicién bencilica y la obtencién del producto final
marcado a partir de H2O permite proponer una sustitucion nucleofilica
unimolecular del intermediario yodado y posterior oxidacion del intermediario
alcohol 4 formado para generar el producto cetdnico final en un 40% de

rendimiento.

Inicialmente, Kl reacciona con Oxone para generar lo. Después sucede una
escision homolitica bajo irradiacion con luz para formar el I', el cual genera el
radical bencilico 1 que después sera yodado a partir de |2 para generar de nuevo

I'. Después el intermediario yodado en posicidén bencilica 2 sufre una sustitucién
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nucleofilica unimolecular por el agua formando posteriormente otro intermediario
de tipo alcohol 4 que por ultimo se oxida por una segunda molécula de Oxone

para formar la cetona final [54].

Tal como ocurre la reaccion de sustitucién nucleofilica unimolecular sobre el
intermediario catiénico bencilico, a su vez sucede una eliminacion de tipo E1 en
presencia de un disolvente prético y nucledfilo no basico como el agua, lo que
explica la generacion del subproducto naftalénico EC-12 en un 10%. Es
importante mencionar que la reaccion de eliminacion es igualmente favorecida a
causa de que el carbocatién generado en C1 es incluso mas estable que aquel
formado en C4 (3) a consecuencia de que el primero es un carbocatiéon en
posicion bencilica a dos anillos aromaticos, a comparacion de uno en el caso del

carbocatién en C1 (Figura 59).

Posicion C4 desactivada y
poco electrofilica por
ariltetralina 6,7-dimetoxilada y

metilo de C2 y C3 en B.

Activadores de anillo
aromatico y

desactivadores de C4 .
C1 forma radical o

e carbocatién bencilico

mas estable que C4

Figura 59. Factores Estéricos y Electréonicos que Afectan la Reactividad del
Derivado EC-01.
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HBr X X | -°
EC-01 \_7-/ X
Oxone
KX

Figura 60. Mecanismo de Reaccion de Oxidacion Bencilica con Oxone/Kl.
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5.5.1 Elucidacién Estructural del Subproducto EC-27

En la region aromatica del espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) (Figura 61)
aparecen solamente 5 hidrégenos, siendo cuatro de ellos los correspondientes al
sistema AA'BB’ del anillo para-disustituido, desplazandose a 6 6.89y 6.79 ppmy
ambos con J = 8.7 Hz, dos dobletes asignados a los hidrégenos H-2’, H-6’ y H-
3’, H-5, respectivamente. En esta misma zona, a 6.41 resuena un singulete
correspondiente a H-5. En la region de 3.85-3.68 ppm aparecen tres singuletes,
dos de ellos integrando para tres hidrégenos de los metoxilos unidos a C6 y C7
y aquel desplazado a 6 3.78 ppm integra para cuatro hidrégenos, debido a los
protones del metoxilo unido a C4’ y al solapamiento de la sefal que del metino

H-1.

A campo mas alto se aprecian dos dobletes de dobletes de los hidrégenos
diastereotopicos del metileno en C4, uno a 6 2.82 ppm con J geminal de 17.4 Hz
y J vecinal de 5.7 Hz, correspondiente a H-4a y otro a & 2.36 ppm con una J
geminal de 17.4 Hz y J vecinal de 8.3 Hz correspondiente H-4[3. A continuacion,
aparecen dos singuletes en el rango de 6 2.05-1.84 ppm de los metinos H-3 y H-
2, respectivamente. Por ultimo, resuenan a 6 0.93 y 0.89 ppm dos sefiales dobles
con J vecinal de 6.9 Hz para ambos que corresponden a los hidrogenos de los

metilos unidos a C3 y C2, respectivamente.
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Figura 61. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del Subproducto EC-27.

La ausencia de otro singulete en la region aromatica con integracion para un
hidrégeno presume una sustitucién en el anillo aromatico dimetoxilado, la cual se
confirma que se trata de un atomo de bromo en el espectro de masas de alta
resolucién (Figura 62), mostrando un pico [M+H]* de m/z 405.10591 y otro con
una intensidad en proporcion casi 1:1 correspondiente a [M+H]+2 de m/z

407.10503. Esto corresponde al primer reporte de esta molécula.
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Data:U-3525-EC27 Acquired:9/19/2019 2:08:223 PM

Sample Name:Dr. Luis D. Miranda - Erika Castillo Operator/AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal Peg 600
lonization Mode:ESI+ Created:9/27/2019 11:34:28 AM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Cormrect Base[];:Smooth[5]]:Cormrect Base[5.0%];Average(MS|... Created by:

Charge number:1 Tolerance:100.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 12.0 (Fraction:Both)
Element:'2C:1.. 21, '"H:1 .. 26, "Br:1 .. 1, *%0:1.. 3

Relative Intensity

304
405.10591 407.10503
20
406.10402
104
404.09959 408.10790
0 |
T T T T T T T T v T T T T T v T T T
400.0 4050 4100 415.0
m/z
¥ Mass Difference | Mass Difference s .
Mass Intensit, Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
mdll (mmu) (ppm) |
405.10591]  56093.01]  405.10653] -0.62 -1.53]2C21'Has"°Br1 03 8.5

Figura 62. Espectro de Masas de Alta Resolucion del Subproducto EC-27.

5.5.2 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-18

Como primer reporte de este compuesto, en el espectro de RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) (Figura 63) aparece a & 7.56 ppm un singulete aromatico de H-5
que, a comparacion del desplazamiento quimico de ese mismo hidrégeno en el
derivado EC-01 de partida (6 6.6 ppm), aparece a campo mas bajo a causa del
efecto de desapantallamiento ejercido por el carbonilo formado en C4. Después
a 6 6.97 y 6.83 ppm resuenan dos dobletes que integran cada uno para dos
hidrégenos, asignados a H-2’, H-6’ y H-3’, H-5" del anillo para-disustituido,
respectivamente. A continuacion, se observa un singulete a & 6.42 del hidrogeno
aromatico H-8. A 8 3.99 ppm se desplaza un doblete con J vecinal de 5.1 Hz que
del metino H-1, que esta acoplado con el metino H-2 que aparece como multiplete

a 0 2.44-2.32 ppm.
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En el rango de & 3.94-3.77 resuenan tres singuletes que integran cada una
para tres hidrogenos, correspondientes a los tres metoxilos de la molécula; a
campo mas alto se observa un cuarteto de doblete a & 2.76 ppm que corresponde
al metino H-3 con una Jna.cHs vecinal de 7.2 Hz al acoplarse con los hidrogenos
del metilo unido al mismo carbono y una Jnsz-H2 también vecinal de 4.2 Hz por su
acoplamiento con el metino en el C2. La simplificacién de esta multiplicidad
respecto a la observada para dicho hidrégeno en EC-01 comprueba que C4 ya
no esta saturado de hidrogenos, sino unido a un oxigeno por doble ligadura, que
se confirma también por su desplazamiento quimico en RMN '3C, siendo de &
200 ppm, tipico de un carbono de carbonilo ceténico, y por la banda de absorcion
a 1674 cm™ observada en el espectro de Infrarrojo correspondiente a un
estiramiento del doble enlace C=0. Por ultimo, a campo alto se observan dos
dobletes que integran cada una para tres hidrogenos a 6 1.12 y 0.99 ppm de los
metilos unidos al ciclohexeno, cuyos desplazamientos quimicos estan mas

separados respecto a los observados para los mismos hidrogenos en EC-01.
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Figura 63. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDClIs) del Derivado EC-18.

5.6 Obtencion del Derivado EC-47 por Reduccién de Carbonilo

A partir del derivado cetdnico se obtuvo el producto EC-47 de tipo alcohol
mediante una reduccidon en atmosfera inerte (argdén) a 0 °C en Et2O anhidro y
LiAlH4 como agente reductor. Se realizaron solamente tres pruebas, siendo la
primera de ellas (TABLA 13) con borohidruro de sodio (NaBH4) y aun cuando se
utilizaron 4 eq no se observo el producto deseado tras 6 horas de reaccion.
Después se experimentd con 1.6 eq de LiAlH4 (2, TABLA 13) y si se formo el

derivado EC-47, pero en bajo rendimiento. Finalmente, al aumentar los eq de
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este reductor (3, TABLA 13) se logré también mejorar el rendimiento, alcanzando

un 54%.

TABLA 13

Optimizaciéon de Reaccion de Reduccion de Carbonilo

Exp Reductor (eq) Disolvente Temp (°C) Tiempo (h) Resultado

1 NaBH4 (4) MeOH anh 0a25 6 N. A.
2 LiAIH4 (1.6) Et20 anh 0 5 22%
3 LiAlH4 (3) Et20 anh 0 2 54%

N. A.: No Aislado.

Los aldehidos son generalmente mas reactivos que las cetonas en adiciones
nucleofilicas por efectos estéricos y electronicos. Estéricamente, la presencia de
sustituyentes largos o voluminosos en un carbonilo cetdnico significa que el
nucledfilo se aproximara con mayor dificultad a comparacion de un aldehido. Este
factor también explica por qué solo se obtuvo el diasterémero 4(S) con el grupo -
OH en B; al considerar que esta reaccion es una adicidén nucleofilica a carbonilo,
el ataque del nucledfilo se lleva a cabo a un angulo de 10545 °, conocido como
angulo Burgi-Dunitz [57]. Este angulo describe la geometria de ataque
(aproximacion) de un nucledfilo en un centro trigonal plano insaturado, como lo
es un grupo C=0, siendo 6ptimo para el solapamiento entre el orbital molecular
mas alto ocupado (HOMO) del nucledfilo y el orbital molecular mas bajo vacio

(LUMO) del centro trigonal plano insaturado, en este caso el orbital s del H y el
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orbital Tm* de C=0 perpendicular al plano, respectivamente. En esta aproximacion
el nucledfilo evita solaparse con los orbitales de los grupos a los cuales el grupo

electrofilico esta unido.

Al observar un modelado in silico del derivado ceténico EC-18 (Figura 64) se
aprecia un mayor impedimento estérico en la cara diastereotopica Si de la
molécula por los dos metilos en  unidos a C2 y C3 y, considerando que la
reaccion quimica se produce en solucion, también se toman en cuenta las ligeras
torsiones que esos dos carbonos puedan tener, dificultando aun mas el ataque
nucleofilico por dicha cara. En contraste, al observar la cara diastereotdpica Re
de la molécula se aprecia un menor impedimento estérico pues el anillo aromatico
unido a C1 esta en posicidn pseudo ecuatorial, dejando menos impedida esta
cara promoviendo el ataque nucleofilico de H™ “por detras del plano”. Lo anterior
justifica una reaccion estereoselectiva que dio lugar unicamente al diasteromero

4S.
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Figura 64. Angulo Biirgi-Dunitz en ataque nucleofilico a carbonilo de EC-18.

Ademas de tomar en cuenta los factores estéricos anteriores,
electronicamente las cetonas son menos reactivas que los aldehidos por su
menor polarizacion del grupo carbonilo, es decir, al poseer dos sustituyentes en
lugar de uno como en los aldehidos, se estabiliza mejor la carga parcial positiva
del carbono, haciéndolo menos electrofilico; afiadiendo que las cetonas
bencilicas son todavia menos reactivas a causa del efecto electrodonador
resonante del anillo aromatico. Es por ello que cuando se probé NaBH4 como
agente reductor, no fue posible la reduccién. Sin embargo, el LiAlH4 si fue lo
suficientemente reactivo para reducir el carbonilo estéricamente impedido y poco
electrofilico de EC-18, pues es un agente reductor mas fuerte que NaBH4 porque

el enlace Al-H se encuentra mas polarizado que el enlace Na-H [58].
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5.6.1 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-47

En el espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) (Figura 65) aparece a d 7.13 ppm
un singulete aromatico correspondiente a H-5, que presenta efectos NOE en el
experimento NOESY (Figura 66) con el singulete ancho a & 5.0 ppm que integra
para un hidrégeno que corresponde a H-4 y con el singulete a & 3.9 ppm que
integra para tres hidrogenos que corresponde entonces al metoxilo unido a C6.;
por lo tanto el siguiente singulete aromatico a 6 6.19 ppm corresponde a H-8, que
a su vez presenta un efecto NOE con la sefal simple que resuena a d 3.60 ppm
y que integra para tres hidrégenos que se asigné entonces al metoxilo unido a

C7.

A 8 6.98 y 6.81 ppm aparecen dos dobletes correspondientes a los cuatro
hidrégenos del sistema AA’BB’ del anillo para-disustituido, asignandose el
primero a H-2' y H-6’ por las interacciones espaciales observadas con el dqd a
2.06 ppm correspondiente a H-2 (JH1-H2 = 9.6 Hz, Jn2-cH3 = 6.8 Hz y Jh2-H3 = 2.8
Hz), con el doblete desplazado a 6 0.92 ppm que integra para tres hidrégenos y
que del metilo unido a C2, y con la sefial doble a & 3.54 ppm del metino H-1; por
lo tanto, el doblete a & 0.90 ppm que integra para tres hidrégenos es del metilo
unido a C3 y el doblete aromatico a & 6.81 ppm corresponde a H-3’, H-5’, que
presenta interaccion espacial con el singulete a & 3.8 ppm que integra para tres
hidrogenos del metilo unido a C4’. El singulete ancho a 6 5.0 ppm asignado a H-
4 también presenta un efecto NOE con el dqd de H-2 y la sefial de multiplete

desplazada a & 2.24-2.18 ppm del metino H-3, lo que confirma que el grupo OH
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en C4 del producto estd en posicion B, adquiriendo este carbono una

configuracion 4S. Lo anterior representa el primer reporte de esta molécula.
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Figura 65. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) del Derivado EC-47.
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Figura 66. Espectro NOESY (400 MHz, CDCIs) del Derivado EC-47.

Tras asignar los hidrégenos con ayuda de los experimentos de RMN 'H y
NOESY, es posible asignar también los carbonos primarios, secundarios y
terciarios de la molécula a partir del experimento HSQC (Figura 67). A 6 108.7 y
112.5 ppm se desplazan los carbonos terciarios aromaticos C5 y C8,
respectivamente, y a 6 130.3y 113.75 ppm aparecen las senales de los carbonos
aromaticos equivalentes C2’, C6’ y C3’, C5’, en ese orden. A campo mas alto el

hidrogeno H-4 correlaciona con la sefial a & 72.7 ppm.
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Figura 67. Espectro HSQC (400 MHz, CDCls3) del Derivado EC-47.

En la ampliacion de la Figura 68 se observa con mayor detalle las
correlaciones de los tres singuletes de metoxilos; la sefal asignada para C6-
OCHs a & 3.9 ppm corresponde al carbono en & 56.0 ppm, la sefal que se
desplaza a 6 3.80 ppm de C4’-OCHs correlaciona con la sefal de carbono a &
55.4 ppm, y el singulete a & 3.6 ppm asignada para C7-OCHs presenta una
correlacion con el carbono a & 55.9 ppm. A campo mas alto el doblete de H-1

correlaciona con el carbono a & 49.0 ppm.

136



C4'-OCH
C7-OCH;

48

50
51
52

53

_ 2L, 154
/ /7/' N\ W\ 5 3
C4'-OCH, P IS NN A ; 155

\
o o] ]

\ ,; ~
T3e  \
=N = -

Desplazamiento quimico (ppm)

CT7-OCH, j

C6-OCH,

56

-57

58
3.62 3.58 3.54 3.50

390 386 382 az8 . 374 370 366
esplazamiento quimico (ppm)

Figura 68. Ampliacion (45-60, 3.5-3.9 ppm) de Espectro HSQC (400 MHz, CDCls)
del Derivado EC-47.

En la region alifatica también se hizo una expansién (Figura 69) para mostrar
con claridad las correlaciones. La sefal dqd asignada para H-2 correlaciona con
el carbono a 6 40.2 ppm, mientras que el multiplete de H-3 correlaciona con la
sefal de carbono a & 39.5 ppm. A campo mas alto los dobletes a & 0.92 y 0.90
ppm de los dos metilos de la molécula unidos a C2 y C3 correlacionan con los

carbonos desplazados a ® 17.8 y 6.9 ppm, en ese orden.
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Figura 69. Ampliacion (5-45, 0.6-2.4 ppm) de Espectro HSQC (400 MHz, CDCls)
del Derivado EC-47.

Para asignar las seiiales de RMN "'3C de los carbonos cuaternarios se analizo
el espectro de HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) que correlaciona
hidrégenos y carbonos a dos o mas enlaces. En la ampliacion de la regién
aromatica del eje de '3C (Figura 70) aparece una sefial de carbono cuaternario a
0 158.1 ppm que ha sido asignada a C4’ ya que presenta una correlacion a tres
enlaces con el doblete a d 6.98 ppm correspondiente a H-2’, H-6’, a dos enlaces
con el doblete asignado a H-3', H-5 y a tres enlaces con el singulete
correspondiente a los hidrégenos del metoxilo anteriormente asignado para aquel
unido a C4’. La senal de carbono cuaternario desplazada a & 138.0 ppm

corresponde a C1’ ya que presenta una correlaciéon a tres enlaces con el doblete
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asignado a los hidrégenos H3’, H-5'. El carbono cuaternario que resuena a &
131.7 ppm se asigna a C10 por su unica correlacion observada a dos enlaces
con H-5, mientras que el carbono cuaternario que aparece a & 130.8 corresponde

a C9 por sus correlaciones a dos enlaces con H-1 y H-8.

# & g
8112 I8
8 I3 |
H2' H-3 “
H-5 H-6' H-5 H-8 -
= =
e | U
c2, e . | l bl
‘694 g i/ 130
c10 1 'f l
1135
ot~ ——4 i
' t140 S
[=]
8
o, H £
Hsc’o"‘g o o, s
; ‘ HyCo | . 2
= B i 077X > et ! £ 2
H ~H . 150 §
61 2" ©
H H @
' a
1155
Osch,
ca — S fi,
: 1160
H165
7.0 6.5 45 4.0 35

6.8 55 .. 50
esplazamiento quimico (ppm)

Figura 70. Ampliacion (130-165, 3.5-7.0 ppm) de Espectro HMBC (400 MHz,
CDCl3) del Derivado EC-47.

Con ayuda de otra ampliacion se han asignado los carbonos cuaternarios
aromaticos del nucleo de tetralina unidos a oxigeno (Figura 71). El carbono
cuaternario a & 148.0 ppm se asigna a C7 pues correlaciona a tres enlaces con

los hidrogenos del metoxilo unido a C7 y a tres enlaces con H-5, mientras que la
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sefal cercana a 6 147.9 se asigna a C6 pues correlaciona a tres enlaces con los

hidrégenos del metoxilo unido a C6 y a tres enlaces con H-8.
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Figura 71. Ampliacion (147-149, 3.5-3.9 ppm) de Espectro HMBC (400 MHz,

CDCI3) del Derivado EC-47.

Tras este andlisis se logré asignar inequivocamente todas las senales

observadas en el espectro de RMN '3C (Figura 72).
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Figura 72. Espectro de RMN "3C (100 MHz, CDCls) del Derivado EC-47.

Por ultimo, al adquirir el cromatograma del espectro de masas de alta
resolucién de este derivado, se observo un pico base a m/z 325 y no el ion
molecular [M+H]* a 343 esperado, aun aumentando gradualmente la temperatura
de ionizacion de 50 a 300 °C, lo que confirma que con esta técnica la molécula
fue facilmente deshidratada para obtener el pico base a m/z [M-H.O+H]*

325.17904 en el espectro de masas de alta resolucion.
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5.7 Sintesis del Derivado Oxima EC-41 por Adiciéon Nucleofilica

Para obtener el producto imina de hidroxilamina (oxima) se probo primero con
2.15 eq de NH2OH+HCI, en MeOH:piridina en proporcién 1:1 a reflujo (110 °C)
por 3 h, lo que permiti6 obtener el derivado oxima EC-41 en un 78% de
rendimiento. En un segundo y ultimo experimento, se aumenté a 2.3 eq de
NH2OH+HCI y se dejé progresando la reaccion hasta 4.5 h, obteniendo un

aumento de reaccion casi cuantitativo de 93%.

5.7.1 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-41

En el espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) (Figura 73) se observan dos
singuletes en la regién aromatica a 6 7.42 y 6.14 ppm de los hidrégenos H-5y H-
8, respectivamente. En esta misma region también aparecen dos sefiales dobles
a 0 7.03 y 6.85 ppm con constantes de acoplamiento orto- J = 8.y y 8.7 Hz
correspondientes a los hidrogenos H-2', H-6’ y H-3’, H-5’ del sistema AA’BB’ del
anillo aromatico para-disustituido, respectivamente. A continuacion, en la region
de & 3.9-3.57 ppm se desplazan tres singuletes cada uno integrando para tres
hidrogenos de los metoxilos unidos a C6, C4’ y C7 y, en esta misma zona a ®
3.69-3.64 y 3.63-3.60 ppm, se observan dos multipletes que integran para un
hidrogeno cada uno de los metinos H-1 y H-3 del ciclohexeno, en ese orden.
Posteriormente a & 2.18 ppm aparece otro multiplete que integra para un

hidrogeno del metino H-2, luego se observan dos senales dobles a d 1.1y 0.84
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ppm integrando cada uno para tres hidrogenos de los metilos unidos a los

carbonos C3 y C2 del ciclohexeno, respectivamente.
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Figura 73. Espectro de RMN "H (300 MHz, CDClIs) del Derivado EC-41.

En el espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCIs) ya no se observa el carbono a d
200 ppm del carbonilo de la materia prima EC-18, sino que ahora aparece
desplazado a 8160.6 ppm, confirmando la formacién del grupo funcional imina
C=N. En la region aromatica aparecen también un total de 6 carbonos
cuaternarios, también las sefales de los carbonos equivalentes C2’, C6’ y C3’,
C5’ del anillo aromatico para-disustituido a & 130.4 y 114.0 ppm, respectivamente
y ademas las senales de los carbonos terciarios C8 y C5a 6 112.0 y 105.8 ppm,

en ese orden. En la region alifatica aparecen en el rango de 6 55.9-55.4 ppm las
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sefales correspondientes a los carbonos de los tres metoxilos de la molécula,
posteriormente a & 47.4, 39.0 y 32.0 ppm se observan las sefiales
correspondientes a los carbonos C1, C2 y C3 del ciclohexeno, en ese orden v,
finalmente, se desplazan a 6 17.1 y 9.8 ppm las sefiales correspondientes a los
metilos unidos a C3 y C2, respectivamente. Estos datos espectroscopicos

apoyan la estructura propuesta, siendo la primera vez que se reporta.

5.8 Sintesis del Derivado EC-49 por Acetilacion

Para optimizar esta reaccién solo se llevo a cabo un experimento, en el cual
se utilizaron inicialmente 4 eq de Ac2O y 5 mol% de DMAP en piridina a 25 °C.
Tras 3 horas de reaccién se observé en CCF tanto la materia prima EC-41
(derivado oxima) como el producto O-acetilado EC-49, por lo que se adicionaron
2 eq mas de Ac0, sin observar progreso 6 horas de haber iniciado la reaccion,
obteniendo al final un 12% de rendimiento y recuperando un 70% de materia

prima.

5.8.1 Elucidacioén Estructural del Derivado EC-49

Como primer reporte de EC-49, en el espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCls)
(Figura 74) se observan a campo bajo dos senales simples a 6 7.6 y 6.16 ppm
de los hidrégenos aromaticos H-5 y H-8, respectivamente y, en esta misma zona,
resuenan a & 7.01 y 6.86 ppm ambos con Joto 8.4 Hz, dos dobletes de los

hidrogenos H-3’, H-5’ y H-2’, H-6’ del sistema AA'BB’ del anillo aromatico para-
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disustituidos. A continuacién, en la region de & 3.92-3.58 ppm aparecen tres
singuletes que integran para tres hidrogenos cada uno, asignados a los
hidrégenos de los tres metoxilos de la molécula unidos a C6, C4’ y C7; en esta
misma zona resuena a ® 3.63 ppm un doblete atribuido al metino H-1. A & 3.53
ppm se observa una senal de cuarteto de doblete del metino H-3 con Jhs-chs =
7.4y Juz-H2 = 4.2 Hz. Posteriormente, se aprecia un singulete a & 2.89 ppm que
integra para tres hidrogenos del metilo del grupo acetilo incorporado a la
molécula; enseguida resuena un multiplete a 6 2.20-2.16 ppm atribuido al metino
H-2 y, a campo mas alto, se desplazan a & 1.12 y 0.85 ppm dos dobletes que
integran para tres hidrogenos cada uno de los metilos unidos a los carbonos C3

y C2 del ciclohexeno.
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Figura 74. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDClIs) del Derivado EC-49.

En el espectro de RMN '3C aparecen, a diferencia del espectro para la materia
prima EC-41, dos carbonos extra que se desplazan a 6 169.5 y 20.1 ppm, que
corresponden al carbonilo y metilo del grupo acetilo incorporado a la molécula.

5.9 Determinacién de la Actividad Biolégica de Ariltetralinas

5.9.1 Rastreo de Actividad Citotoxica

Algunas de las ariltetralinas de este proyecto se sometieron a un rastreo de

actividad citotoxica a 25 yM mediante el ensayo de SRB (TABLA 14).
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Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Celular a 25 yM

% de inhibicion del crecimiento por linea celular

TABLA 14

Muestra

HO:@C(
HO Y
OH

LT8

U-251

5.09

13.51

16.6

7.74

PC-3

49.0

23.49

11.3

11.9

K-562

44.54

31.96

73.18

8.99

HCT-

15

4.15

NC

22.47

NC

MCF-7

NC

24

NC

12.3

SKLU-

1

13.86

37.96

20.99

32.91

COS-7

12.12

7.29

24.32

18.52



5.0 19.16 25.0 NC NC 13.39 11.18

Q 1.4 18.11 53.2 11.0 7.3 22,29 29.07

Q 8.9 16.56  27.45 NC 12.4 19.25 4.34

EC-47

Etoposido | 92.17  29.28  93.71 74.19 68.2 96.4 82.39

U251: glioblastoma humano; PC-3: adenocarcinoma de préstata humano; K-562: leucemia
mieloide crénica humana; HCT-15: adenocarcinoma colorrectal humano en estadio C de Dukes;
MCEF-7: adenocarcinoma mamario humano; SKLU-1: adenocarcinoma de pulmén humano; COS-
7: células de rifdn de mono verde africano transformadas con SV40.

Se aplicé la prueba de Anderson-Darling para determinar si los valores
obtenidos siguen una distribucion normal debido a que, para realizar
posteriormente pruebas paramétricas como ANOVA o t-student, se requiere una
distribucion normal de datos. Se utilizé el software Minitab para llevar a cabo la
prueba de normalidad de Anderson-Darling con una significancia estadistica de

0.05, que plantea las siguientes hipotesis:

Ho= la distribucion de los datos no es distinta a la distribucién normal.

Ha= la distribucion de los datos es distinta a la distribucidon normal.
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Se obtuvo el siguiente grafico:

Prueba de Normalidad de Anderson Darling
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Figura 75. Prueba de Normalidad de Anderson-Darling.

Como el valor de p es menor al 0.05 de significancia estadistica, se rechaza
la Ho y se concluye que los datos no siguen una distribucion normal. Por lo tanto,

no se pueden usar pruebas paramétricas para el analisis de dichos datos.

A continuacion, se realizé una prueba de Friedman, que es una alternativa no

paramétrica de la prueba ANOVA de dos factores, pues la TABLA 14 contiene

datos dependientes de dos factores: la linea celular y la molécula ensayada. Esta
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prueba se utiliza para determinar si la mediana del efecto del tratamiento difiere
en un disefio de bloques aleatorizado (no se comparan medias porque la
distribucion de datos no es normal). En este proyecto, se desea evaluar la
mediana del efecto citotoxico de las 8 moléculas en 7 lineas celulares. Los
bloques entonces son un grupo de ensayos que se llevan a cabo en condiciones
constantes, cuando se representan los efectos de la variable de bloque, el efecto

del tratamiento se puede evaluar con mayor precision.

Como las moléculas son la variable de tratamiento que constituye el principal
interés de estudio y se desea analizar si existen diferencias entre ellas, se
ingresaron los datos en el software Minitab de la siguiente manera: en
“tratamiento” se introdujeron las moléculas ensayadas, en “respuesta” la columna
de los valores de % de inhibicidén de crecimiento celular, y en “bloques” la columna

de lineas celulares, arrojando la siguiente informacion:
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Method

Treatment = Molécula
Block = Linea celular

Descriptive Statistics

Molécula N Median Sum of Ranks
EC-01 7 16.1594 315
EC-04 7 21.7069 34.0
EC-18 7 147106 26.5
EC-28 7 113944 17.5
EC-41 7  20.5094 34.0
EC-47 7 12.7856 245
Etoposido 7 821756 55.0
LT8 7 13.8831 29.0
Overall 56  24.1656

Test

Null hypothesis H_: All treatment effects are zero

Alternative hypothesis H_: Not all treatment effects are zero

Method DF Chi-Square P-Value
Not adjusted for ties 7 20.02 0.006
Adjusted for ties 7 20.51 0.005

Figura 76. Prueba de Friedman con Lineas Celulares como Bloques.

Para determinar si cualquiera de las diferencias entre las medianas de las
moléculas es estadisticamente significativa, se compara el valor p con el nivel de
significancia para evaluar la hipétesis nula (0.05). La hipétesis nula indica que las
medias de poblacion son todas iguales. Un nivel de significancia de 0.05 indica
un riesgo de 5% de concluir que existe una diferencia cuando no hay una

diferencia real.

Si el valor p es menor que o igual al nivel de significancia, se rechaza la

hipotesis nula y se concluye que no todas las medianas de las moléculas son
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iguales. En este caso, al ser p menor que 0.05, se rechaza la hipoétesis nula y se

concluye que algunas medianas de las moléculas son distintas.

Es importante mencionar que esta diferencia en las medianas es atribuida
principalmente al etopdsido y, para comparar los derivados semisintéticos
respecto a LT8, se prescinde de etopdsido para hacer la nueva comparativa, que

se muestra en la siguiente figura:

Method

Treatment = Molécula
Block = Linea celular

Descriptive Statistics

Molécula N Median Sum of Ranks
EC-01 7 15.8529 315
EC-04 7 21.0886 340
EC-18 7 139214 26.5
EC-28 7 11.1800 17.5
EC-41 7 201243 340
EC-47 7 13.1957 245
LT8 7 138571 28.0
Overall 49 15.6029

Test

Null hypothesis H_: All treatment effects are zero

Alternative hypothesis H_: Not all treatment effects are zero

Method DF Chi-Square P-Value
Not adjusted for ties 6 6.40 0.380
Adjusted for ties 6 6.63 0.356

Figura 77. Prueba de Friedman sin Etopodsido con Lineas Celulares como
Bloques.

Ahora la p calculada es mayor a la significancia de 0.05, no hay evidencia

suficiente que permita rechazar la Ho y se concluye que las medianas de las
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moléculas son iguales, es decir, no se puede afirmar que alguna de ellas sea
distinta a LT8. No es conveniente realizar pruebas pareadas no paramétricas de
comparacién porque en principio no se encontraron diferencias significativas en

la prueba de Friedman con lineas celulares como bloques.

Para conocer la diferencia de respuesta de las lineas celulares, se realiza de
nuevo la prueba de Friedman, ahora tomando a las moléculas como bloques y
comparar las medianas entre lineas celulares. Utilizando Minitab para esto, se

obtuvieron los siguientes resultados:

Method

Treatment = Linea celular
Block = Molécula

Descriptive Statistics

Linea

celular N Median Sum of Ranks
COs-7 8  13.0550 35.0
HCT-15 8 3.5136 175
K-562 8  31.0250 49.0
MCF-7 8 3.217 185
PC-3 8 16.5179 34.0
SKLU-1 8 20.8964 46.0
U-251 8 9.2300 24.0
Overall 56 13.9221

Test

Null hypothesis H_: All treatment effects are zero

Alternative hypothesis H_: Not all treatment effects are zero

Method DF Chi-Square P-Value
Not adjusted for ties 6 25.57 0.000
Adjusted for ties 6 25.62 0.000

Figura 78. Prueba de Friedman con Moléculas como Bloques.
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Como la p calculada es menor al nivel de significancia de 0.05, se rechaza la
Ho, por lo que se concluye que algunas de las lineas celulares son

significativamente distintas entre si.

Globalmente, ningun compuesto evaluado mostré mayor actividad citotoxica
que etopdsido que se utilizd como control positivo. Ademas, se observa poca o
nula actividad citotoxica en la linea celular HCT-15 para todos los compuestos
evaluados, excepto para EC-04 con un 22.47% de inhibicién de crecimiento
celular, el cual es mas alto que el 4.15% observado para LT8. Respecto a los
efectos sobre las estirpes de MCF-7 y U-251, tampoco se observé una actividad
citotoxica considerable para ninguna de las moléculas evaluadas y, para la linea
celular de PC-3, ningun derivado semisintético fue mas citotdéxico que el producto

natural LTS8.

Las diferencias mas notorias se observaron en las lineas celulares K-562 y
SKLU-1. En la primera los derivados EC-04 y EC-41 presentan un % de inhibicion
de crecimiento celular de 73.18 y 53.2%, respectivamente, superando al 44.54%
observado para LT8. En la estirpe SKLU-1 también aparece el derivado EC-01
como el compuesto semisintético mas citotoxico (37.96%), seguido de EC-18
(32.91%), ambos superando el porcentaje observado para LT8 (13.86%).
Finalmente, se destacan los derivados EC-04 y EC-41 al mostrar un 24.32% vy
29.07% de inhibicion de crecimiento celular, respectivamente en la linea normal

COS-7, respecto al 73% y 53.2% observados para K-562, en ese orden.
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1.

CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Se determiné la configuracion absoluta de (1R,2R,3R)-3’-desmetoxi-6-O-
desmetil isoguaiacina a partir de los datos cristalograficos por difraccion
de rayos Xy del espectro de dicroismo circular obtenidos del derivado EC-

01.

Se obtuvieron 5 isémeros constitucionales de posicibn mono- y di-

metilados por metilacion parcial de LT8 y el derivado EC-01 trimetilado en

un 92%.

Se semisintetizaron 14 moléculas a partir de LT8, 4 de ellas C(4)-

funcionalizadas.

De las 14 moléculas obtenidas, 10 son reportadas por primera vez en esta

investigacion.
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. La obtencién de los derivados naftalénicos EC-09, EC-12 y EC-16 permitid
confirmar la mayor estabilidad del intermediario carbocation o radical

dibencilico a altas temperaturas o radiacion con luz blanca.

. Se propuso el mecanismo de reaccidn que sigue la oxidacion bencilica de
EC-01 con Oxone/Kl irradiada con luz blanca a partir de la purificacion de
los subproductos EC-27 y EC-12, ocurriendo simultdneamente una

sustitucion nucleofilica unimolecular y eliminacion E1.

. Se llevé a cabo la reduccion estereoselectiva del grupo carbonilo del
derivado EC-18 con LiAlH4 con un rendimiento de 54%, comprobando los

factores estéricos involucrados en ambas caras del carbonilo.

. Se logro la adicién nucleofilica al carbonilo EC-18 con NH2OH<HCI, siendo
un nucledfilo pequefio, a pesar del impedimento estérico atribuible a los

metilos unidos a C2 y C3 en B, para sintetizar la imina EC-41.

. Se llevo a cabo la acetilacion del derivado oxima EC-41 con Ac2O y DMAP
para obtener el derivado EC-49 en un 12% y recuperando un 70% de
materia prima, por lo que se proponen nuevos experimentos utilizando
cloruro de acetilo que, al ser mas reactivo que el anhidrido, favoreceria la

esterificacion.
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10. Estadisticamente, se rechaza la hipétesis alternativa de este proyecto que

11.

establece que al menos uno de los derivados semisintéticos presentara
mayor actividad citotéxica respecto a etopdsido y/o LT8 frente a alguna de

las lineas celulares evaluadas.

Los derivados EC-04 y EC-41 presentan un % de inhibicion de crecimiento
celular de 73.18 y 53.2%, respectivamente, superando al 44.54%
observado para LT8, y exhiben un 24.32% y 29.07% de inhibicion de
crecimiento celular, respectivamente en la linea normal COS-7, lo que
demuestra cierta selectividad de estas moléculas frente a lineas celulares
cancerosas, posicionandolas como los compuestos mas promisorios de

esta investigacion.
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APENDICE

Espectroscopia de Infrarrojo, RMN 'H y '*C, y Dicroismo
Circular.
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