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RESUMEN

Las quinonas tetraciclicas son compuestos de interés farmacolégico por sus capacidades
para combatir la proliferacion de células tumorales. De hecho, en quimioterapia es comdn
el uso de farmacos que posean este nucleo estructural, como lo son las antraciclinas. No
obstante, estas antraciclinas presentan diversos efectos negativos, como por ejemplo
cardiotoxicidad. Debido a esto, es que se hace imperativo desarrollar nuevos compuestos
que carezcan de dafios colaterales para el organismo del paciente sometido a quimioterapia.

Las anguciclinonas son compuestos naturales con esqueleto benz[a]antraquinona con un
amplio grado sustituciones en su esqueleto tetraciclico, lo que sitia a este grupo de
antibioticos, después de las tetraciclinas y antraciclinas, como la tercera clase de
antibioticos que presentan un esqueleto carbotetraciclico.

Se sintetizaron diez nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona empleando el (-)-&cido
shikimico como compuesto de partida. La actividad citotdxica de estos compuestos fue
medida in vitro en tres lineas tumorales; cancer de prostata (PC-3), cancer de colon (HT-
29), y cancer de mama (MCF-7). EI compuesto mas potente present6 una actividad de ICs
= 0,01 uM contra la linea MCF-7.

Con los valores de actividad citotdxica se logré desarrollar un modelo 2D-QSAR para la
linea MCF-7, y uno 3D-QSAR/CoMFA para la linea PC-3; ambos modelos cumplen con
exhaustivos criterios de validacion.

Adicionalmente se sintetizé una serie de ocho anadlogos de aminonaftoquinona; dos de los
cuales se sintetizaron a partir del (-)-acido shikimico, mientras que los seis restantes fueron
sintetizado a partir de aminas comerciales. Se midié la actividad citotoxica de estos
compuestos; el mas potente presentd un valor de 1ICso = 1,1 uM contra la linea HT-29.

Al comparar la citotoxicidad de la serie de 6-aza-anguciclinonas con la serie de
aminonaftoquinonas, se concluye que la estructura tetraciclica de las 6-aza-anguciclinonas
otorga a estos compuestos una mayor selectividad por las células tumorales, junto con una
mayor potencia.
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ABSTRACT

Tetracyclic quinones are compounds of pharmacological interest due to their ability to
combat the proliferation of tumor cells. In fact, in chemotherapy it is common to use drugs
with this structural nucleus, such as anthracyclines. However, these anthracyclines have
several negative effects, such as cardiotoxicity. Because of this, it is imperative to develop
new compounds without collateral damage to the organism of the patient undergoing
chemotherapy.

Angucyclinones are natural compounds with a benz[a]anthraquinone skeleton with a large
degree of substitution in its tetracyclic skeleton, which places this group of antibiotics, after
tetracyclines and anthracyclines, as the third class of antibiotics with a carbotetracyclic
skeleton.

Ten new 6-aza-analogues of anguciclinone were synthesized using shikimic (-)-acid as the
starting compound. The cytotoxic activity of these compounds was measured in vitro in
three tumor lines; prostate cancer (PC-3), colon cancer (HT-29), and breast cancer (MCF-
7). The most potent compound had an activity of 1Csy = 0.01 pm against the mcf-7 line.
With cytotoxic activity values, a 2D-QSAR model was developed for the MCF-7 line, and a
3D-QSAR/COMFA model for the PC-3 line; both models meet exhaustive validation
criteria.

Additionally, a series of eight aminaphthoquinone analogues was synthesized; two of which
were synthesized from (-)-shikimic acid, while the remaining six were synthesized from
commercial amines. The cytotoxic activity of these compounds was measured; the most
potent presented a value of ICsp = 1.1 um against the HT-29 line.

When comparing the cytotoxicity of the 6-aza-angucyclinones series with the
aminonaphthoquinones series, it is concluded that the tetracyclic structure of the 6-aza-
angucyclinones gives these compounds greater selectivity for tumor cells, together with
greater potency.
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1. INTRODUCCION
1.1 (-)-Acido shikimico

El (-)-acido Shikimico (1) es un &cido carboxilico ciclico de origen natural. Fue aislado por
primera vez por Eijkman en 1885 a partir del fruto de la planta llicium religiosum Sieb.! Es
un metabolito importante que puede encontrarse en diversas plantas y microorganismos.?
Las plantas del género Illicium son una buena fuente de (-)-acido Shikimico, pero hay mas
de 50 especies que presentan poderosas toxinas. La fuente natural mas segura para la
aislacion de este producto es el fruto anis estrellado (Illicium verum Hook. f.), en el que se
encuentra con una concentracion cercana al 8 %.° Aunque la presencia de (-)-acido
shikimico en la materia prima vegetal es relativamente abundante, la aislacion desde las
plantas del género Illicium resulta engorrosa y costosa, por lo que impide su aplicacion para
usos en sintesis a nivel comercial.** Por esta razon en la actualidad se emplean cepas de la
bacteria Escherichia coli modificadas mediante bioingenieria para la produccion comercial
de este compuesto mediante un proceso de fermentacién.® La importancia comercial de este
compuesto radica en su patrén estructural, un sistema carbociclico de seis miembros con
tres centros estereogenicos, los cuales han sido claves para la sintesis de compuestos de
interés farmacologico, como por ejemplo oseltamivir fosfato (2), un inhibidor de
neuramidasa GS4104, descubierto por Gilead Sciences y desarrollado por Roche
Pharmaceuticals bajo el nombre de Tamiflu® para ser usado como un antiviral oralmente
activo en el tratamiento y prevencion de la influenza humana.”™ Otra aplicacion es el uso
para la sintesis de diversas moléculas con implicacion terapéutica como: andlogos de la
vitamina D3 (3), (-)-Zeilenone (4) y el esqueleto 14-epi-hidrofenantreno de los alcaloides

10-12

tipo morfina (5) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del (-)-4cido shikimico (1), oseltamivir (2), analogo de vitamina D3
(3), (-)-zeilenone (4), y esqueleto 14-epi-hidrofenantreno de los alcaloides tipo morfina (5).
Los enlaces en rojo indican el esqueleto original del (-)-acido shikimico del cual estos

compuestos fueron derivados.

1.2 La problematica del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, tanto en paises
econémicamente desarrollados como en paises en vias de desarrollo.®* Se espera que el
problema incremente a nivel mundial debido al crecimiento y envejecimiento de la
poblacion, particularmente en los paises menos desarrollados donde el acceso a terapias
especializadas es menor; y en los cuales reside cerca del 82 % de la poblacién mundial.***°
En cuanto a la situacién en Chile, en 1960 las enfermedades cardiovasculares y las
defunciones por cancer, en conjunto, no superaban el 18 % del total de las muertes,
mientras que las enfermedades del sistema respiratorio eran responsables de casi el 21 % de

los fallecimientos. En 2009 en cambio, esta realidad fue muy diferente, las muertes por
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enfermedades respiratorias dan cuenta de menos del 10 % del total de defunciones,

mientras que las del sistema circulatorio y cancer llegan en conjunto al 52 %.'%*’

La quimioterapia es una de las formas mas frecuentes de tratar el cAncer mediante el uso de
farmacos capaces de suprimir la division celular (mitosis) de las células tumorales.'®*
Usualmente, la accion de estos farmacos va enfocada a inhibir la actividad de las enzimas
topoisomerasas. Estas son enzimas esenciales que controlan el estado topolégico del ADN
durante la replicacién, transcripcion, recombinacion y la decatenacién cromosomal para
facilitar la segregacién de los cromosomas durante la mitosis.”>?' Las topoisomerasas
humanas se clasifican en dos categorias: TOP1 y TOP2. TOP1 rompe transitoriamente una
sola hebra de una doble hélice de ADN mientras que TOP2 transitoriamente rompe las dos
hebras de una doble hélice de ADN.? La estabilizacién de complejos covalentes enzima-
ADN mediante inhibidores de topoisomerasa produce lesiones en el ADN que conducen a
la apoptosis. Los farmacos que tienen como blanco las topoisomerasas, que actualmente se
encuentran en uso clinico, incluyen las drogas de topoisomerasa | camptotecina, irinotecan
y topotecan, y las drogas de topoisomerasa Il daunorubicina, doxorubicina y etopésido.”®
Sin embargo, las células cancerosas varian ampliamente en su susceptibilidad a estos
agentes quimioterapéuticos. Muchos de los efectos secundarios de la quimioterapia se
deben al dafio sufrido por células normales que se dividen rapidamente, por lo que son
susceptibles a las drogas anti-mitéticas; como lo son las células de la médula dsea, del
tracto digestivo y los foliculos capilares. Lo anterior causa que los efectos secundarios mas
frecuentes de la quimioterapia sean la inmunosupresion (por la produccion reducida de
células sanguineas), inflamacién del revestimiento del tracto digestivo y alopecia.”
Tomando en consideracion la creciente incidencia de esta enfermedad en la poblacion y los
efectos adversos que produce el uso de agentes quimioterapéuticos tradicionales, se hace
necesaria la bdsqueda de nuevos compuestos capaces de combatir la proliferacion de

células tumorales de manera mas selectiva para limitar el dafio colateral al organismo.
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1.3 Anguciclinonas

Dentro de la familia de las quinonas policiclicas, las anguciclinas, y sus respectivas
agliconas (anguciclinonas), son los compuestos mas interesantes debido a su variedad
estructural y propiedades bioldgicas.”>?® Algunas anguciclinas y anguciclinonas presentan
actividad antitumoral, asi como inhibicion de enzimas hidroxilasa y/o mono-oxigenasa,
potentes inhibidores de agregacion plaquetaria, y ademas exhiben actividad antibacterial o
antiviral.”~* Estos compuestos corresponden a metabolitos secundarios de un variado
numero de microorganismos pertenecientes al grupo de bacterias actinomycetes, las cuales
son formadoras de esporas.®* Desde el punto de vista quimico, las anguciclinas contienen
un esqueleto benz[a]antraquinona con un grado variable de insaturaciones y fragmentos
oxigenados.®*** Por lo que este grupo de antibiéticos es, después de las tetraciclinas y
antraciclinas, la tercera clase de antibidticos que presentan un esqueleto carbotetraciclico.
Los patrones estructurales mas comunes e importantes de las anguciclinonas son una
funcion oxigenada en C-1 y un centro estereogénico en C-3, tal como se muestra en

ocromicinona (6a), rubiginona B2 (6b), y tetrangomicin (6¢).>* En el anillo A, se observa

un sistema altamente funcionalizado, como es el caso de (+)-rubiginona D2 (7), o la
37,38

aromatizacion de este anillo en el caso del compuesto 8 (Figura 2).

63R1=R2=H 7 8
6b R1:CH3, RZ:H
6¢c R1 :CHS, R2:OH

Figura 2. Algunos ejemplos de anguciclinonas de origen natural.

Adicionalmente, en menor grado, se han encontrado en la naturaleza aza-anadlogos de
anguclinona, que presentan un a&tomo de nitrégeno formando parte de alguno de los anillos

del sistema tetraciclico. Los primeros 6-aza-analogos naturales de anguciclinona reportados
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fueron fenantroviridina (9a) y una aglicona, fenantroviridona (9b) aislados a partir de
Streptomyces murayamaensis, ambos compuestos con estructura de benzo[b]fenantridina,
los cuales fueron activos contra el carcinoma de pulmén, MBA9812, en ratones.***°
Adicionalmente, fenantroviridona (9b) tiene actividad antibacterial contra Staphylococcus
aureus y muestra citotoxicidad in vitro significativa contra células SF-268 (ICso = 0,09 uM)
y MCF-7 (IC50 = 0,17 pM).**? Otros 6-aza-analogos de anguciclinonas que han sido
estudiados a fondo corresponden a las jadomicinas, las que contienen un fragmento de
aminoacido como parte de un esqueleto de fenantridina. Un ejemplo de estos compuestos es
jadomicina B (10) (Figura 3), la cual exhibe interesantes propiedades antibacteriales y

citotoxicas.**

P 0
Me, O__O O \\§
OH O \ o)
9aR = Me L O_o% HO
HOU OH
NHMe 10
9bR=H

Figura 3. Ejemplos de 6-aza-andlogos de anguciclinona naturales.

Considerando estos antecedentes, este tipo de quinonas policiclicas son de gran interés y
fuente de inspiracion para la busqueda de nuevos compuestos capaces de actuar como

inhibidores de tumores, y asi desarrollar nuevas terapias contra el cancer.

1.3.1 Sintesis de anguciclinonas

Ademas de las anguciclinonas de origen natural, existen varios derivados sintéticos
obtenidos mediante diversas estrategias de sintesis, entre las cuales podemos encontrar
adiciones nucleofilicas, adiciones electrofilicas, acoplamiento cruzado mediado por metales

de transicién, ciclacion intramolecular, y reacciones de Diels-Alder.2**" % En el afio 2006
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Mal y colaboradores desarrollaron la sintesis de una anguciclinona clorada (15) mediante
una cicloadicién aniénica tipo [4 + 2] comUnmente llamada anulacién de Hauser.*® EI paso
clave de esta reaccion consistio en tratar la ftalida 11 con una base fuerte (terc-butéxido de
litio), lo cual generd un anion que reaccion6 con 12, dando lugar al esqueleto de la
anguciclinona. Tras la aromatizacion del anillo A con DDQ), y la posterior demetilacion e

hidrolisis del éster, se obtuvo la anguciclinona 15 (Esquema 1).

CO,Me

MeO
CO,Me CO,Me
CN 12

0 0
o)
LY =~ 10
o — > -
t-BuOLi, THF, ¢ 49% ol

I
c 0O -60 °C-ta, 71%

OMe OMe O  OH OMe O  OH

11 13 14

i) AICl3, 78%
ii) NaOH ac., 92%

COOH

)
A

OH O OH
15

Esquema 1. Sintesis de anguciclinona mediante anulacion de Hauser.

Un ejemplo de acoplamiento cruzado catalizado por metales de transicion, es la sintesis
llevada a cabo por Ding y colaboradores, en la cual el derivado de naftoquinona 16 se
alquila con el compuesto 17 mediante una alquilacién radicalaria decarboxilante iniciada
por AgNO3/(NH,),S,05 que da como resultado el compuesto 18 (Esquema 2).° Luego se
produce un acoplamiento intramolecular tipo Heck catalizado por Pd(OAc), para dar lugar
al anillo B del esqueleto de anguciclinona (compuesto 19), que tras ser aromatizado genera
la anguciclinona 20.
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Esquema 2. Sintesis de una anguciclinona mediante un acoplamiento intramolecular tipo
Heck.

En cuanto a las reacciones de Diels-Alder, estas destacan por ser las méas utilizadas para la
sintesis de los esqueletos tetraciclicos de las anguciclinas. Estas reacciones son reacciones
periciclicas concertadas, en las que un dieno y un dienéfilo forman un anillo mediante una
cicloadicion [p4s + n2s], lo que significa que la reaccion procede por una interaccion
suprafacial/suprafacial de un sistema de 4 electrones IT (dieno) con un sistema de 2
electrones IT (diendfilo). Variando la estructura de los dienos y dienofilos, la reaccion
puede ser utilizada para la construccion regioselectiva y estereoselectiva de los diferentes
anillos que conforman la estructura de las anguciclinonas. La sintesis de Guingant y Barreto
fue la primera aplicacion de esta metodologia para la sintesis total de ocromicinona (6a),

una anguciclinona natural.™

En el afo 2007 Kaliappan y Ravikumar emplearon una reaccion Diels-Alder entre 5-

acetoxi-2-bromo-1,4-naftoquinona (21) y un vinil ciclohexeno quiral (22) para la sintesis

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 13



enantioselectiva de dos anguciclinonas naturales estrechamente relacionadas, ocromicinona
(6a) y rubiginona B2 (6b) (Esquema 3).** En la primera etapa de la sintesis ocurre la
reaccion de Diels-Alder entre el dieno 22 y el diendfilo 21, la cual forma un cicloaducto
intermedio que al aromatizarse forma la anguciclinona 23. Luego se introduce un carbonilo
en C-1 mediante una foto oxidacion regioselectiva, dando lugar a 6a. Finalmente se metila

el hidroxilo en C-8 para formar 6b.

0
Br 1) Tolueno,
80 °C, 16h
+
=
OAc O 2) K,CO3 MeOH
21 22 23

hv, O,, benceno,
20h

AgOZ, CH3|

CH2C|21 ta, 5h

OH O

6b 6a

Esquema 3. Uso de una reaccion de Diels-Alder en la sintesis de ocromicinona y

rubiginona B2.

En el afio 2009 Maugel y Snider empleando la estrategia de la cicloadicidn de Diels-Alder,
sintetizaron derivados de marmicina A.>? Los vinil ciclohexenos 25a y 25b se prepararon
como una mezcla de regioisomeros (en proporcion 1,5:1) a partir de la reaccion de un
reactivo de Grignard con 3-metilciclohexanona (24) seguido de una deshidratacién. La
mezcla de dienos 25a y 25b, sin separar, se hizo reaccionar con la naftoquinona 26, y los

aductos de la reaccion de Diels-Alder formados se oxidaron para obtener las anguciclinonas

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 14



27a (63 % de rendimiento) y 27b (7 % de rendimiento). La aromatizacion del anillo Ay la

subsecuente reduccién del grupo nitro producen la anguciclinona 28 (Esquema 4).

ZMgB
Me R gsr Me Me
THF, 0 °C

2) THF/H,SO, (90:1)
50 °C N
25a 25b

24

» ]

NO, O
26
EtOH, 25 °C, 12h
25a + 25b -

2) A0, Oy 110°C NO, O
hexano, 4h

27a 27b

1) DDQ, benceno, 140 °C, 20 min
MW

2) Na,S, H,0
95 °C, 2h

Esquema 4.Uso de una reaccion de Diels-Alder para la construccién del esqueleto

carbotetraciclico de las anguciclinonas.

1.3.2 Sintesis de aza-analogos de anguciclinonas

Se ha observado que la sustitucion de un atomo o parte de la molécula por un isostero, el

cual es un grupo quimico con tamafio y propiedades electrénicas similares, produce

15
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analogos con igual o mayor potencia al mejorar las interacciones del compuesto con su sitio
de accidn. Un cambio isostérico comun es el reemplazo de uno o méas atomos de carbono de
un sistema ciclico por 4&tomos de nitrégeno.>*** Las caracteristicas bésicas y de atrayente de
electrones de los N-heterociclos aumentan su afinidad por dianas bioldgicas y la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) a través del ciclo redox, lo
que en el caso de las angucilinonas puede significar un aumento en su actividad

citotoxica.>®

Este tipo de sustitucion isostérica se ha llevado a cabo en algunas drogas anticancer, como
los 9-aza-antrapirazoles 29a y 29b (Figura 4) sintetizados por Krapcho y colaboradores.*®*’
Estas modificaciones han producido aza-analogos activos como antitumorales, lo que ha
situado a esta modificacion como una estrategia efectiva para el disefio de nuevos

compuestos con potencial actividad anticancer.

,(CH2);NH(CH3),OH
N

O NHR,

29a R, = (CH,),N(CH3),
29b R, = (CH5),NHCH;

Figura 4. 9-aza-antrapirazoles sintetizados por Krapcho y colaboradores.

En el afio 2006, Valderrama y colaboradores sintetizaron una serie de 5-aza-andlogos de
anguciclinona. Los autores emplearon la reaccion de Diels-Alder como pilar fundamental
en la construccién de estos nuevos compuestos. Por ejemplo, se realiz el acoplamiento
entre el dieno (31) y fenantridina-1,7,10-triona 30, por esta via se obtuvo el compuesto 32
que contiene nitrégeno en la posicion 5, el que posteriormente se transformo en los
derivados 33 y 34 (Esquema 5).
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1) HCI, THF-H,0
2) PCC

66%

HCI, THF-H,O
63%

Esquema 5. Sintesis de una 5-aza-anguciclinona mediante una reaccion de Diels-Alder.

Sissouma Yy colaboradores sintetizaron 5-aza-andlogos de anguciclinona mediante la una
reaccion hétero Diels-Alder entre 2-bromo-1,4-naftoquinona (35) y un dieno push-pull (36)
(Esquema 6).>° La reaccién se llevd a cabo empleando acetonitrilo como solvente y
calentando la mezcla de reaccion por dos dias. La reaccion, que fue regioselectiva, dio
como producto, con un 67 % de rendimiento, el 5-aza-analogo de anguciclinona 37 que

presenta una aromatizacion en el anillo B.

QOZMG (::OzMe
O O R Me O - Me
CH4CN
o, YT s
Br N 67%
0 ~
NM62
35 36 37

Esquema 6. Sintesis de la 5-aza-anguciclinona 37.

Recientemente, en el afio 2015, Cuellar y colaboradores emplearon esta misma estrategia
para sintetizar 6-aza-analogos de anguciclinona.®® Para lo cual sintetizaron el aza-dieno (42)

a partir del (-)-acido shikimico (1). El primer paso para la obtencion del aza-dieno 42 fue la
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esterificacion de 1 para obtener el éster de metilo 38. A continuacion, se protegieron los
hidroxilos en cis dando como producto el éster 39. Luego se silil6 39 con cloruro de terc-
butil dimetilsilil para formar el éster 40 que luego fue reducido con DIBAL-H para formar
el alcohol 41. El aza-dieno 42 se obtuvo a partir de la oxidacion de 41 con PCC seguido por

un tratamiento con 1,1-dimetilhidrazina (Esquema 7).

4q 4

OH
HO \OH
HzS0, cat._ (220MP © WOH ovser © .OTBDMS
—_—
MeOH imidazole
07 “OH DMF

(e) OMe 19) OMe
1 38 39 40
DIBAL-H
tolueno
0 o)
(0) ~OTBDMS 1) pcc 0] OTBDMS
CH,CI, °
_ 2) N H2NM62
N CCly HO
NMez
42 41

Esquema 7. Sintesis del aza-dieno 42 a partir de (-)-acido shikimico.

El aza-dieno 42 se hizo reaccionar con cuatro naftoquinonas (43a-d) dando como producto
cinco nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona (44a-c y 45a, b) (Esquema 8). En el caso de
los compuestos 44a-c se formo el aducto de la cicloadicion de Diels-Alder, mientras que

los compuestos 45a y 45b presentan una aromatizacion completa del anillo B.
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\/LO #\0 #\o
R, O 0, OTBDMS T 0, ‘\\OTBDMSR .OTBDMS
X
CH;CN
- 0 LT
N
R, O \ NaHCO4 N
NMe, R, O Rs R, O
43aR;=R,=X=H 42 44aR, =R, =Ry =H (30%) 45a R; =Ry = OH (25%)
43b R, =R, =OH; X =Br 44b R, = H; R, = OAc; 45b Ry =R, =H (16%)
43c R1 = R2 = H, X =Br R3 = NM62 (20%)
43d Ry = H; R, = OAc; X = Br 44c R, = H; R, = OH;

R3 = NMe2 (48%)

Esquema 8. Reaccion hetero-Diels-Alder entre el aza-dieno 42 y los derivados de 1,4-
naftoquinona 43a, 43b, 43c, 43d.

1.6 Citotoxicidad de las anguciclinonas

Como se menciond con anterioridad, las anguciclinonas poseen una amplia variedad de
actividades biolégicas, entre ellas destaca su actividad antibacterial y antitumoral.”” % La
citotoxicidad de estos compuestos puede deberse a diferentes mecanismos de accion al
interior de las células. Por ejemplo, la kinamicina F (46), un derivado de anguciclinona que
presenta un grupo diazo, induce la apoptosis y desregula la ciclina D3 (proteina implicada
en el ciclo celular) en células de leucemia humana K562.°* También induce la ruptura del
ADN e inhibe la actividad de la topoisomerasa Ila en la linea celular K562 con un ICsp =
0,33 uM.%2 En el afio 2006, Feldman y Eastman publicaron un mecanismo para explicar la
reactividad de 46 mediante la reduccion a semiquinona, que luego por resonancia y un
subsecuente ataque intramolecular causa la salida de diazida como gas nitrogeno, formando

una especie radicalaria.®®

Figura 5. Estructura de la kinamicina F.
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Las marmicinas 47a y 47b (Figura 6), analogos de anguciclinonas producidos por
actinomycetes marinos, han mostrado actividad citotoxica destacable contra células de
cancer de colon humano HCT-116. Los compuesto 47ay 47b tienen un ICso de 60,5 nM y
1,09 pM, respectivamente.®* Cabe destacar que el derivado clorado fue mucho menos
activo que el no halogenado, a pesar que las halogenaciones usualmente mejoran la

citotoxicidad de las moléculas bioactivas.®*

47aR=H
47b R = Cl

Figura 6. Marmicinas aisladas a partir de actinomycetes marinos.

La landomicina A (48), un antibiotico de la familia de las anguciclinas aislado vy
caracterizado por Henkel y Rohr en 1990 a partir de Streptomyces cyanogenus S136, ha
mostrado actividad de disrupcion del ciclo celular, perturba el consumo de timidina [*H] en
células de musculo liso de murinos, disminuyendo en consecuencia la sintesis de ADN, y
ha presentado actividad contra varias lineas celulares de cancer.®®® En un estudio

realizado en la linea celular de cancer de mama MCF-7 present6 un ICs = 2,5 uM.%
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Figura 7. Estructura de landomicina A.

En cuanto a los aza-analogos de anguciclinona, podemos destacar las 5-aza-anguciclinonas
sintetizadas por Valderrama y colaboradores, las cuales fueron evaluadas in vitro contra
varias lineas de células tumorales humanas.’®®® La 5-aza-anguciclinona 33 mostré actividad
de ICso 1,6 ug mL™ contra células AGS (adenocarcinoma géstrico). La incorporacion de un
segundo nitrégeno en el anillo D en la posicion 8- produjo el compuesto mas prometedor,
49, el cual presentd un ICso con un rango entre 0,73-2,4 pg mL™ contra varias lineas
celulares, comparable al conocido inhibidor de topoisomerasa Il, etopésido (0,36-2,8 Ug

mL™), usado en el tratamiento de varios tipos de cancer.”

(0]
(0]
= X
8 _N
(0]
49

Figura 8. 5-aza-anguciclinonas sintetizadas por Valderrama y colaboradores (33 y 49).
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En cuanto a los 6-aza-analogos de anguciclinona, podemos mencionar los sintetizados por
Jakeman vy colaboradores, quienes sintetizaron varios derivados de jadomicina B
sustituyendo L- y D- amino &cidos en el fragmento oxazolona.”*"? Los compuestos al ser
evaluados en la linea celular de céncer de mama, MDA-MB-435, arrojaron buenos
resultados. Por ejemplo, el compuesto 50a presenté ECso = 1,06 uM, 50b 2,82 uM, 50c
1,15 uM, y 50d 1,34 uM (Figura 9). Ensayos de movilidad de gel demostraron que los

derivados de jadomicina pueden actuar como agentes de escisién del ADN.™

OH
- e
50aR= HO— 50cR= HO
Me
- e
50b R= HO— 50d R = MeOl
Me

Figura 9. Analogos de jadomicina B.
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1.7 Investigacion propuesta

Considerando los reportes sobre anguciclinonas que presentan actividad citotdxica contra
diferentes tipos de céncer, mas el hecho de que los cambios isostéricos C-N pueden
potenciar la actividad bioldgica de los compuestos, se propuso como trabajo de
investigacion la sintesis de nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona. Del anélisis
retrosintético mostrado en el Esquema 9, se desprende que los 6-aza-analogos de
anguciclinona, representados por la estructura general I, se obtendran a partir de una
reaccion aza-Diels-Alder entre los dienofilos derivados de naftoquinona Il y un aza-dieno
(111) derivado del (-)-acido shikimico 1. Los nuevos 6-aza-analogos que se obtengan seran
evaluados mediante ensayos de viabilidad celular en tres lineas de cancer humano: cancer
de préstata PC-3, cancer de colon HT-29, y cancer de mama MCF-7. Con los datos de
viabilidad celular se procederd a construir un modelo de relacion estructura-actividad
cuantitativa (QSAR, por sus siglas en inglés) que permita relacionar la estructura de los
compuestos con su actividad bioldgica, y de esta forma servir de orientacion para la sintesis

de nuevos compuestos.

.\\OP

aza- Dlels Alder

NM62
I 11 I
X=N,C X=N,C ﬂ
R;=OH, H R;=OH, H
R, =OH, H R, =OH, H OH
Rs3=Br, H HO WOH
0~ “OH

1

Esquema 9. Esquema retrosintético de la sintesis de 6-aza-anguciclinonas.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 23



Por otra parte, se propone realizar la sintesis de una serie de derivados de
aminonaftoquinona a partir del (-)-acido shikimico, representados por la estructura general
IV (Esquema 10) con el fin de establecer si la estructura tetraciclica de las anguciclinonas
juega un papel importante en el efecto citotoxico. En el andlisis retrosintético presentado en
el Esquema 10, se muestra que los derivados de aminonaftoquinona se obtendran mediante
una reaccion tipo Michael entre una amina primaria (V), derivada de 1, y las naftoquinonas
Il. Las aminonaftoquinonas sintetizadas seran evaluadas in vitro en las mismas lineas
celulares que los 6-aza-analogos de anguciclinona para efectos comparativos.

OP
PO
R, O ‘ R, O oP
= aza-Michael V PO WOP
———>
g g .
X N X Rs
| H |
R»] @) R1 O
HoN

~OP

1A% 11 \%
X=N,C X=N,C
R1=OH,H R1=OH,H
R, = OH, H R, = OH, H
Rs;=Br, H OH
HO \OH
0] OH

Esquema 10. Esquema retrosintético de la sintesis de aminonaftoquinonas.

Se propone el uso de 1 como compuesto de partida debido a sus grupos funcionales que
pueden ser sometidos a diversas modificaciones. Los grupos hidroxilos de 1 seran

protegidos con diferentes grupos protectores para otorgarle variabilidad estructural.
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2. HIPOTESIS

Dada la potencia que presentan ciertas anguciclinonas en los ensayos bioldgicos con células
cancerosas, se postula que los nuevos derivados de 6-aza-anguciclinonas que se
sintetizaran, tendran actividad bioldgica contra las lineas celulares de cancer, y que ademas
dicha actividad dependera de la estructura tridimensional restringida de estos compuestos,
junto con algunas propiedades de sus sustituyentes, como la lipofilia, electronegatividad,

volumen, y la orientacion espacial de estos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Desarrollar la sintesis y evaluacion de citotoxicidad para nuevos 6-aza-analogos de
anguciclinona y aminonaftoquinonas obtenidos desde (-)- &cido shikimico y
establecer un analisis in silico de relacién actividad estructura bajo modelos 2D
QSAR y 3D QSAR.

Obijetivos especificos:

e Desarrollar la sintesis de los dienos 56, 60 y 64, a partir del (-)-4cido shikimico.
(Esquemas 11,12 y 13)

e Realizar la sintesis de nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona, mediante una
reaccion de cicloadicion Diels-Alder entre los dienos 56, 60 y 64, y diferentes
naftoquinonas sustituidas (Esquemas 14, 15, 17, 18, 20 y 21)

e .Evaluar la citotoxicidad de los nuevos 6-aza-analogos, en 4 lineas celulares: MCF-7
(linea celular de cancer de mama), HT-29 (linea celular de cancer de colon), PC-3
(linea celular de cancer prostatico) y CoN (células epiteliales de colon normales;
linea de control).

e Desarrollar modelos 2D QSAR y 3D QSAR en base a resultados obtenidos para
establecer una relacion estructura-actividad de los nuevos derivados sintetizados.

¢ Realizar la sintesis de la amina primaria 102 desde (-)- acido shikimico. (Esquema
25)

e Sintetizar nuevas aminonaftoquinonas segin esquemas, mediante reaccion de
adicion de Michael entre la amina primaria 102 y diferentes naftoquinonas
sustituidas (Esquemas 26 y 27)

e Evaluar la citotoxicidad de las nuevas aminonaftoquinonas, en 4 lineas celulares:
MCF-7, HT-29, PC-3 y HEK (células embrionarias de rifion; linea de control).
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales y métodos quimicos

Reactivos: Todos los productos quimicos como biolégicos fueron obtenidos desde Merck®

y/o Sigma-Aldrich®.

Puntos de fusion (p.f.): Fueron determinados en triplicado, utilizando el aparato Stuart
SMP30®.

Rotaciones especificas ([a]p): Se determinaron en un polarimetro Polax-2L® con una
lampara LED (A = 589 nm, en la linea D) en una celda de 1 dm. Las mediciones se
realizaron en soluciones de diclorometano o cloroformo, segin se indique. Las

concentraciones se expresan en gramos por 100 mL.

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN-'H y **C): Se registraron en un
espectrémetro de 400 MHz modelo Bruker® Avance 400. Los espectros fueron llevados a
cabo en una solucion de cloroformo deuterado, utilizando como referencia las sefiales
residuales de CHCl3, & = 7,26 ppm y & = 77,0 ppm para *H y *C.

Cromatografia en capa fina: Se realizaron en cromatofolios de gel de silice marca
Merck® 60Fss. Se empled como eluyente mezclas de acetato de etilo/hexano en
proporciones adecuadas a cada muestra. Los cromatogramas se revelaron con Hanessian’s
(solucion de sulfato de serio y molibdato amonio en H,SO,4 10 %) y con luz UV (Lampara
UV (254 nm y 365 nm) Viber Loumat®).

Cromatografia en columnas: Se realizaron con gel de silice de Merck 60 (0.040-0.063
mm). Los eluyentes fueron mezclas de Acetato de etilo y hexano aplicadas en gradientes de
polaridad. Todos los productos fueron concentrados bajo presion reducida a 40 °C en un
Rotavapor Buchi® R210.
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4.2 Materiales y métodos computacionales

Modelacion de estructuras: Se utilizd el software ChemDraw® Ultra 12.0 para los
modelos bidimensionales.”*™ Para los modelos tridimensionales se emple6 el software
Chem3D® Pro 12.0.”

Minimizacion de energia: Para minimizar la energia de los conférmeros se empled la

herramienta de mecanica molecular MM?2 del software Chem3D® Pro 12.0.7°

Descriptores fisicoquimicos: Los descriptores fisicoquimicos de las moléculas, tales como
la lipofilia y la refractividad molar, se calcularon empleando el software ChemDraw® Ultra
12.0.”* Mientras que las cargas atémicas de Mulliken se calcularon con el software

Gaussian 09.”’

2D-QSAR: Los analisis de regresién multivariable para la obtencion del mejor modelo se
hicieron con el software de estadistica STATISTICA 12.7

3D-QSAR: Los modelos CoMFA y CoMSIA se desarrollaron mediante el software
SYBYL-X1.2.”

Analisis estadisticos: Los andlisis estadisticos necesarios para determinar la correlacion
lineal de los modelos y para producir los graficos, se llevaron a cabo con el software Prism
6.2° Los estudios de regresion lineal mltiple se hicieron con el software Statistica 12."

Ademas se empleo el software Microsoft Excel para uso general y manejo de datos.
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4.3 Materiales y métodos bioldgicos

Lineas celulares: Se utilizaron tres lineas de células tumorales: una de mama (MCF-7),
una de colon (HT-29) y una de prdstata (PC-3), ademas se utiliz6 una linea de células no

tumoral como control (epitelio de colon humano, CoN).

Cultivos celulares: Los cultivos celulares experimentales se obtienen de American Type
Culture Collection. Las células MCF-7 (linea de cancer de mama), HT-29 (linea de cancer
de colon), PC-3 (linea de cancer de préstata) y células epiteliales de colon (CoN) se
cultivan en medio DMEM que contiene 10 % de FCS, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina y 1 mM de glutamina. Las células se siembran en placas de
microtitulacion de 96 pocillos, se siembran 100 pL obteniéndose una densidad de 3x10°
células por pocillo. Para logara la fijacion de las células, estas son incubadas por 24 horas a
37 °C bajo ambiente humidificado con 5 % de CO,. Posterior a este proceso, las células
son tratadas con los compuestos de prueba a diferentes concentraciones e incubadas por 72
horas bajo las mismas condiciones. La solucion madre de los compuestos a probar se
prepara en DMSO vy la concentracion final de este disolvente se mantiene constante a 0,1

%. Los cultivos de control reciben solo DMSO al 0,1 %.

Ensayo de inhibicion de la viabilidad celular en lineas de cancer: El ensayo de
sulforrodamina se utiliza de acuerdo con el método de Skehan y colaboradores.** En
resumen, las células se montan en una densidad de 3 x 10° por pocillo, en una microplaca
de fondo plano (200 pL) de 96 pocillos. Las células son incubadas a 37 °C en una mezcla
humidificada de 5 % CO, y 95 % mezcla de aire y expuestas a los diferentes compuestos y
a diferentes concentraciones por 72 horas. Finalizando el tiempo de exposicion a las drogas,
las células son fijadas con &cido tricloroacético 50 % a 4 °C por una hora. Después de lavar
con agua, las células se tifien con sulforrodamina B (0,4 % en &cido acético 1 % (50
puL/pocillo) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), durante 30 minutos y posteriormente se lava
con acido acético 1 % hasta remover el excedente de tintura. Las proteinas unidas a la
tintura son solubilizadas con 100 pL de solucion de Tris tamponada 10 mM, y la densidad

celular se determina usando un lector de placas de fluorescencia (longitud de onda 540 nm).
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Los valores informados son la media £+ DE de tres experimentos independientes por

triplicado.

Andlisis estadistico: Todos los datos son expresados como porcentaje comparados con el
tratamiento control, que fueron asignados arbitrariamente con un 100 %. Para todas las
comparaciones las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para valores
de p < 0,05.

Lector de Placas: Se utilizo en la determinacion de la actividad inhibitoria del crecimiento
de células tumorales, un espectrofotometro multiscan Sensident Scan (Merck, Alemania), a
A=540 nm.
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Abreviaturas de RMN

RMN: resonancia magnética nuclear.

RMN-"H: resonancia magnética nuclear de protones.
RMN-C: resonancia magnética nuclear de carbono 13.
s: singlete.

sa: singlete ancho.

d: doblete.

da: doblete ancho.

t: triplete.

dd: doble doblete.

dt: doble triplete.

ddd: doblete de doble doblete.

ddt: doblete de doble triplete.

m: multiplete.

6: desplazamiento quimico (ppm).

J: constante de acoplamiento (Hz).

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation.
HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Connectivities.
NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy.
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Abreviaturas de reactivos

Me: CHa.

THF: tetrahidro furano.

PCC: clorocromato de piridinio.
NH,OAc: acetato de amonio.
EtOH: etanol.

MeOH: metanol.

ta: temperatura ambiente.
t-BuOL.i: terc-butdxido de litio.

DDQ: 2,3-Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona.

DBU: 1,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno.
MW: radiacién de microondas.

2,2-DMP: 2,2-dimetoxipropano.
TBDMSCI: cloruro de terc-butildimetilsilil.
DMF: dimetilformamida.

DIBAL-H: hidruro de diisobutil aluminio.

CAN: nitrato de cerio y amonio.

Abreviaturas de técnicas

CCF: cromatografia en capa fina.
CC: cromatografia en columna.
P.F.: punto de fusion.

[a]p: rotacion especifica.
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Enumeracion de posiciones atbmicas

Las posiciones de los 4&tomos de los compuestos sintetizados se enumeraron tal como se
muestra en la Figura 10. Se utiliza esta numeracion para describir las asignaciones

espectroscopicas de RMN-"H y *C.

Figura 10. Numeracién de derivados de (-)-acido shikimico, anguciclinonas vy

aminonaftoquinonas

Adicionalmente, los cuatro anillos que conforman las anguciclinonas, se nombran

empleando las letras, A, B, C y D, tal como se muestra en la Figura 11.

Figura 11. Identificacion de los cuatro anillos de las anguciclinonas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis de aza-dienos

Como primera etapa en la sintesis de los nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona fue
necesario llevar a cabo la sintesis de tres aza-dienos derivados del (-)-acido shikimico (56,
60, y 64); los que posteriormente fueron empleados en las reacciones de Diels-Alder que

dieron lugar a los nuevos derivados de 6-aza-anguciclinona.

5.1.1 Sintesis de aza-dieno 56

La sintesis del aza-dieno 56 se realiz6 en 6 pasos con un rendimiento global del 14 %

(Esquema 11).
OH OH OMe OMe
HO WOH HO \OH ; MeO OMe . MeO OMe
i : ii ' i
COOCOH COOMe COOH COOMe
1 51 52 53
iii
OMe
MeO OMe OMe OMe
v MeO “OMe iv MeO OMe
- -
—
N
NMe, CHO CH,OH
56 55 54

Esquema 11. Reactivos y condiciones: (i) CH3OH, H,SO, cat., reflujo, 6 h (99 %); (ii)
NaOH, CHgl, CH3CN, t.a., 8 h (73 %); (iii) DIBAL-H, tolueno anhidro, -78 °C, 2 h (92 %);
(iv) PCC, CH.CIy, t.a. 1 h (51 %); (v) N,N-dimetilhidrazina, CH,Cl,, t.a., 16 h (42 %).
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El primer paso consistid en la esterificacion de Fischer del compuesto 1, con lo que se logré
obtener el shikimato de metilo 51 como un sélido blanco y un rendimiento del 99 %. Luego,
los tres hidroxilos del éster 51 fueron metilados empleando NaOH como base para remover
los protones de los hidroxilos, y CH3l como agente alquilante. De esta manera se obtuvo el
acido carboxilico 52 como un aceite amarillo obscuro. Una de las limitantes observadas en
el proceso, es la hidrolisis del grupo metil éster del compuesto deseado, 53, esto es debido a
la fuerte condicion bésica de la reaccion. Como muestra el Esquema 11 mediante una
consecutiva esterificacion, el compuesto 53 fue obtenido como un aceite de color amarillo,
para el cual su estructura fue comprobada en base a las sefiales espectroscopicas de RMN-
'H y RMN-C. En el espectro de RMN-'H, se observa una sefial singlete & 3,71 ppm, que
integra para 3 hidrogenos, correspondiente al grupo metilo del éster, y otras dos sefiales
singletes a & 3,47 ppm y 3,39 ppm, que integran para seis y tres hidrogenos,
respectivamente, correspondientes a los hidrogenos de los grupos metoxilos. En el espectro
de RMN-3C, las sefiales correspondientes a los carbonos de los tres grupos metoxilos,
aparecen a 6 58,6, 57,3, y 51,1 ppm. Las sefiales anteriormente mencionadas concuerdan

con las reportadas en la literatura.®?

Una vez obtenido el compuesto 53, se procedio a reducir el grupo éster mediante el uso de
DIBAL-H, dando como resultado el alcohol primario 54 como un aceite incoloro con
rendimiento del 92 %.%° La obtencion de este compuesto se verifico al observar una sefial
singlete a & 4,00 ppm que integra para dos hidrogenos, la cual corresponde a los hidrogenos
carbinolicos (CH,OH). Ademés, en el espectro de DEPT-135 se aprecia una nueva sefal

del carbono carbindlico CH,OH a & 66,0 ppm.

Posteriormente el compuesto 54 se oxido empleando PCC, el cual es un agente oxidante
suave, capaz de oxidar el alcohol primario hasta el aldehido a,B-insaturado 55. El
compuesto 55 se obtuvo como un aceite de un color amarillo claro con un rendimiento de
reaccion de 51 %, y su estructura se comprob6 al observar en el espectro de RMN-'H una
sefial singlete a & 9,43, correspondiente al hidrégeno del grupo aldehido, y en RMN-*C
una sefial a 6 193,4 ppm correspondiente al grupo carbonilo. Finalmente, el aza-dieno 56 se
obtuvo al tratar el aldehido a,B-insaturado 55 con N,N-dimetilhidrazina. El aza-dieno 56 se

obtuvo como un aceite amarillo en un rendimiento del 42 %. La estructura del aza-dieno se
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confirmé por dos nuevas sefiales en el espectro de RMN-'H; la primera a & 2,83 ppm (6H,
s), la cual se asigno a los protones del grupo dimetilamina (N(CHjs),), y la segunda a & 6,93
ppm (1H, s) que fue asignada al protén de la imina. En el espectro de RMN-"C, la sefial
correspondiente a los dos carbonos del grupo dimetilamina aparece a ¢ 42,7 ppm, mientras

que la sefal del carbono del grupo imina aparece a 6 137,0 ppm.
5.1.2 Sintesis del aza-dieno 60

Teniendo en cuenta que algunas anguciclinonas naturales como ocromicinona (6a) y
rubiginona D2 (7) presentan un grupo carbonilo en C-1, se propuso sintetizar un dieno que
permitiera incorporar este patron estructural en los nuevos derivados propuestos. Para ello
se optd por un grupo protector que permitiera proteger los grupos hidroxilos vecinales trans
del (-)-&cido shikimico, dejando el hidroxilo de la posicién 3- libre para luego ser oxidado.

La sintesis del aza-dieno 60 se llevo a cabo en 4 pasos (Esquema 12).

MeO MeO Me
OH
HO 0 OMe OMe
—_— [
COOH COOMe CH,OH
1 57 58
\ iii
Meo, 1€ y
. e
o)\,<
MeO
o 0 OMe
OMe
-
~
N
NMez
60 59

Esquema 12. Reactivos y condiciones: (i) butanodiona, CH(OCHj3)3, H,SO, cat., MeOH,
reflujo, 48 h (49 %); (ii) DIBAL-H, tolueno anhidro, -78 °C, 4 h (67 %); (iii) PCC, CH,Cl,,
t.a., 2 h (52 %); (iv) N,N-dimetilhidrazina, CH,Cl,, t.a., 16 h (33 %).
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El primer paso consistio en la proteccion selectiva de los grupos hidroxilos en disposicion
trans mediante el uso de butanodiona y ortoformiato de trimetilo en metanol, calentando a
reflujo en medio acido; en este proceso se genera simultdneamente el éster de metilo. El
compuesto 57 se obtiene como un sélido blanco en un 49 % de rendimiento.®® La
proteccion de los hidroxilos trans se verifico mediante RMN mono y bidimensional, en el
espectro HMBC se observa una sefial a 6 4,37 ppm asignada como H-4 la cual presenta
correlaciones *Jic con uno de los carbonos cuaternarios del grupo protector (5 99,9 ppm) y
con C-2 (& 135,0 ppm), mientras que H-3 (& 3,61 ppm) presenta correlacion *Jyc HMBC
con C-1 (6 166,5 ppm), pero no con el grupo protector (Figura 12). En el espectro de RMN-
'H, las sefiales pertenecientes al grupo protector son: dos sefiales singletes a & 3,25 ppm y &
3,23 ppm, correspondientes a los dos grupos metoxilos del protector, y dos sefiales
singletes, que integran para tres hidrogenos cada una, a 6 1,32 ppm y & 1,28 ppm,
correspondientes a los dos metilos del protector. La sefial correspondiente al metilo del
éster se ubica a & 3,73 ppm como un singlete. Los datos espectroscopicos son concordantes

con los reportados en la literatura.®®

57

Figura 12. Principales correlaciones 3JHC HMBC.

Una vez obtenido el compuesto 57, se procedid a realizar una reduccion del éster con
DIBAL-H, dando como resultado el alcohol 58 como un solido transparente y un
rendimiento del 67 %. La formacion del alcohol 58 se verificd por una senal singlete a 6
4,05 ppm que integra para dos hidrogenos, correspondientes a los hidrogenos carbinolicos
CH,OH.
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En el proceso de oxidacion del compuesto 58 con PCC, se oxidé tanto el hidroxilo primario
en (CH,OH) asi como el alcohol alilico en C-3, produciéndose el compuesto dicarbonilo 59
como un aceite incoloro con un 52 % de rendimiento. La formacion de este producto se
verificd al observar dos sefiales en el espectro RMN-C, correspondientes a los dos
carbonilos, a 6 194,7 ppm (C-3) y a 6 192,5 ppm (HC=0).

Finalmente el compuesto 59 se traté con N,N-dimetilhidrazina por 16 horas a temperatura
ambiente dando como resultado el aza-dieno 60; el cual se obtuvo como un sélido color
amarillo y en un rendimiento del 32 %. En este proceso solo se forma la imina con el grupo
aldehido y no con la cetona en C-3. Esto fue evidenciado mediante el espectro de RMN-C
en donde se observa una sefial a 6 154,0 ppm, correspondiente al carbono de la imina
mientras que en el espectro de RMN-"H aparece una nueva sefial a 8 6,78 ppm que integra
para un hidrégeno, correspondiente al hidrogeno del grupo imina, ademas se observa una

sefial singlete a 6 2,68 ppm que integra para 6 hidrégenos, asignada al grupo dimetilamina.
5.1.3 Sintesis del aza-dieno 64

Previamente, el grupo de investigacion del Dr. Mauricio Cuellar realizo la sintesis y
evaluacion bioldgica de nuevos 6-aza-andlogos de anguciclinona a partir del aza-dieno (42)
derivado del &cido shikimico, cuya caracteristica estructural principal era la presencia de un
grupo cetal en las posiciones C-3 y C-4 y un grupo terc-butil dimetilsilil que protege el
hidroxilo en C-5 (Esquema 7 y 8).%® Posteriormente nuestro grupo de investigacion
sintetiz6 un aza-dieno similar, 64, que posee la proteccion del grupo cetal en C-3 y C-4,
pero carece del grupo protector terc-butil dimetilsilil en C-5, quedando el hidroxilo libre,
para asi poder estudiar los efectos que tienen los sustituyentes sobre la citotoxicidad de los
derivados de anguciclinona contra células tumorales (resultados no publicados). Como
parte del trabajo de esta tesis, se decidio repetir la sintesis de 64 con el fin de acoplarlo con
derivados de naftoquinonas que no habian sido utilizados previamente, y asi incrementar el
ndmero de compuestos a estudiar. La sintesis del aza-dieno 64 se llevo a cabo en 5 pasos

con un rendimiento total del 37 % (Esquema 13).
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Esquema 13. Reactivos y condiciones: (i) CH3OH, H,SO, cat., reflujo, 6 h (99 %); (ii)
acetona, 2,2-DMP, acido p-toluensulfonico, 24 h, ta. (99 %); (iii) DIBAL-H, tolueno
anhidro, -78 °C, 2 h (63 %); (iv) PCC, CH.CI,, t.a. 2 h (73 %); (v) N,N-dimetilhidrazina,
CHCl,, t.a., 16 h (82 %).

El primer paso consistio en la formacion del éster de metilo 51 mediante una esterificacion
de Fischer con un rendimiento del 99 %. Luego se protegen los hidroxilos en cis mediante
la reaccion de 51 con 2,2-DMP en acetona; dando como producto el éster 61 como un
aceite amarillo palido y un rendimiento del 99 %. Como evidencia espectroscopica de la
obtencién de este producto, se pueden mencionar dos sefiales del espectro de RMN-'H, a &

1,38 ppm y a 6 1,34 ppm, correspondientes a los dos metilos del protector cetal.

El éster 61 fue reducido con DIBAL-H en tolueno anhidro, dando como resultado el
alcohol primario 62 como un aceite incoloro. La reaccion tuvo un rendimiento del 63 %. La
obtencién de este compuesto se verific al observar que en el espectro de RMN-"H aparecié

una nueva sefal singlete a 6 4,05 ppm que integra para dos hidrogenos, la cual corresponde
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a los hidrogenos carbinolicos (CH,OH). Ademas, en el espectro de DEPT-135 se aprecia

una nueva sefial del carbono carbindélico CH,OH a 6 65,5 ppm.

Posteriormente, el alcohol 62 fue oxidado con PCC para formar el aldehido 63 como un
aceite levemente amarillo. Esta reaccion tuvo un rendimiento del 73 %. Como evidencia
espectroscépica de la formacion de este compuesto, se destaca la sefal singlete a 6 9,45

ppm en el espectro de RMN-"H corresponde al hidrégeno del grupo aldehido.

A diferencia de lo ocurrido con el compuesto 59, en el que tanto el hidroxilo primario como
el secundario en C-3 se oxidan, en el caso del aldehido 63 so6lo el hidroxilo primario se
oxidd, quedando el hidroxilo en C-5 sin reaccionar. Esta diferencia en la reactividad se
explica por la formacion de una cetona o,pB-insaturada (59) favorecida por la oxidacién del

hidroxilo en C-3.

Finalmente, el aza-dieno 64 se obtuvo al tratar el aldehido 63 con N,N-dimetilhidrazina. El
producto fue un aceite amarillo con un 82 % de rendimiento. Como evidencia
espectroscopica, en el espectro de RMN-'H se aprecia una sefial singlete a & 2,81 ppm que
integra para 6 hidrogenos, correspondiente al grupo N(CHj3),, y otro singlete a 6 6,92

correspondiente al hidrogeno del grupo imina (HC=N).
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5.2 Sintesis de 6-aza-analogos de anguciclinona

Una vez obtenidos los aza-dienos 56, 60, y 64, se procedidé a hacerlos reaccionar con
diferentes derivados de 1,4-naftoquinona, mediante una reaccion de Diels-Alder, para

producir los nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona.
5.2.1 Reaccion del aza-dieno 56 con 1,4-naftoquinona

Mediante reaccién de cicloadicion Diels-Alder, se procedio a acoplar el azadieno 56 con
1,4-naftoquinona (43a). Esta reaccion se llevo a cabo empleando acetonitrilo anhidro como
solvente y calentando a reflujo por tres dias. La reaccién se monitore6 por CCF
observandose una mezcla compleja de productos. El solvente se evaporé mediante presion
reducida y la mezcla de productos se separ6 mediante CC empleando una mezcla de acetato
de etilo/hexano como eluyente con gradiente de polaridad. De esta manera se logro separa

tres nuevos compuestos, 65, 66 y 67 (Esquema 14).

OMe
MeO OM
o e R e I%eo
. CH,CN | N
= —_— N/
reflujo 3 dias
NM62 (0]
43a 56 65 66 67

Esquema 14. Reaccién de Diels-Alder entre 1,4-naftoquinona y el aza-dieno 56.

Se puede observar que, de los tres productos obtenidos, el compuesto 65 corresponde al
aducto de la cicloadicion, y se obtuvo como un sélido rojo y un rendimiento del 7 %. El
compuesto 66, es producido a partir de la perdida de dimetilamina del compuesto 65, y se
obtuvo como un solido morado en un 23 % de rendimiento. Finalmente, el compuesto 67 se
forma por la aromatizacion de 66, y se obtuvo como un so6lido marrén con un 20 % de

rendimiento.

La estructura de estos compuestos fue determinada mediante el uso de técnicas

espectroscopicas de RMN-'H y *C, junto con la combinacién de experimentos 1D y 2D
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(HSQC y HMBC). Como ejemplo, en el caso del compuesto 65, se observa una sefial tipo
singlete ancho en el espectro RMN-"H a & 2,70 ppm que integra para seis hidrégenos la
cual corresponde a los hidrogenos del fragmento dimetilamina (-NCHz)2). Adicionalmente,
se observa una sefial a & 6,00 ppm que integra para un hidrégeno, que corresponde al
hidrogeno tipo enamina de la posicion 5 (H-5). Esta sefial aparece a 6 5,99 ppm en el
compuesto 66, mientras que en el compuesto 67 la sefial correspondiente a H-5 aparece a &

8,83 ppm, ya que el anillo B es aromatico.

Respecto de la estereoquimica de C-12b, en los compuestos 65 y 66, esta fue asignada
mediante espectroscopia de RMN-'H en donde la sefial doblete cercana a & 4,2 ppm
correspondiente al hidrégeno H-12b, posee una constante de acoplamiento J de 9,96 Hz con
el hidrégeno H-1, concordante con los valores esperados segun relaciones de Karplus, para

angulos dihedro (¢) cercanos a 180°.%

Las reacciones de Diels-Alder son reacciones periciclicas concertadas, que implican un
estado de transicion con geometria ciclica en la que se produce una interaccion
suprafacial/suprafacial de un sistema de electrones 4x (dieno) con un sistema de electrones
21 (dien6filo).® En el caso de la reaccién del Esquema 14, la presencia de grupos
atrayentes de electrones (carbonilos) en el dienofilo hace que la reaccion de Diels-Alder sea
de demanda normal. En este tipo de reacciones un estado de transicion endo se ve
favorecido, produciendo la estereoselectividad observada en los compuestos 65 y 66.
Adicionalmente, la preferencia por un estado de transicién endo es tipicamente mayor

cuando el dienofilo es rigido; como es el caso de las naftoquinonas.®**°

5.2.2 Reaccion del aza-dieno 56 con 2-bromo-1,4-naftoquinona.

Se ha reportado que las haloquinonas como la 2-bromo-1,4-naftoquinona (43c) es mas
reactiva en las reacciones de Diels-Alder, ya que al poseer el halogeno como sustituyente,
este modula y dirige la reaccion de cicloadicion al polarizar el doble enlace de la
quinona.®** Por lo tanto, se decidi6 estudiar la reaccién de Diels-Alder entre el aza-dieno
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56 con la quinona 43c. En esta reaccion se utilizé acetonitrilo anhidro como solvente y se
agreg6 42 mg (0,50 mmol) de NaHCO3 con el objetivo de neutralizar el &cido bromhidrico
que se libera durante la reaccion, la mezcla de reaccion se calentd a reflujo por 5 horas
(Esquema 15). Una vez finalizada la reaccion se removié el solvente a presion reducida;
obteniéndose un residuo que fue purificado por CC, dando como resultado los compuestos
68 y 69.

OMe
\OMe
CH,CN,
NaHCO3
Bl’ ref luJo 5h
NM62
43¢ 56 68 69

Esquema 15. Reaccién de Diels-Alder entre 2-bromo-1,4-naftoquinona y el aza-dieno 56.

El compuesto 68 se obtuvo como un sélido amarillo claro con un rendimiento del 30 %,
mientras que el compuesto 69 se obtuvo como un aceite amarillo con un rendimiento del
18 %.

Al caracterizar la estructura del compuesto 68 mediante las técnicas espectroscopicas de
RMN antes mencionadas, se observa la pérdida del grupo metoxilo en C-3. Esto se
comprueba ya que el espectro de RMN-"H muestra sélo dos sefiales singletes que integran
para tres hidrégenos cada una, correspondientes a dos grupos metoxilos, a & 3,61 ppm (C-2
OMe) y & 3,47 ppm (C-1 OMe). Por otra parte, H-3 aparece como un doble doblete (J =
9,6, 5,4 Hz) a & 6,54 ppm, region del espectro caracteristica de los grupos alquenos. Esta
sefial presenta un acoplamiento con H-4 (6 6,84 ppm, doblete, J = 9,6 Hz) y con H-2 (8
4,20 ppm, doble doblete, J = 5,4, 1,3 Hz). En el fragmento aromatico (anillo B), H-5

aparece como un sefial singlete a 6 8,87 ppm.
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En el espectro HMBC, H-3 presenta correlacion *Juc con C-4a (8 132,7 ppm). Por su parte
H-4 presenta correlaciones HMBC con C-2 (3Juc, & 72,0 ppm), C-3 (“Juc, 8 132,1 ppm) C-
12b (Juc, & 142,3 ppm), y con C-5 (3Juc, 8 152,7 ppm) (Figura 14).

Figura 13. Correlaciones HMBC %Jyc (azul) y “Jic (rojo) de H-4.

La determinacion estructural del compuesto 68 fue comprobada de forma inequivoca
mediante estudio cristalogréfico de difraccion de Rayos-X, el cual confirma la inversion de

la configuracién en C-1 (Figura 15).

Figura 14. Estructura molecular del compuesto 68. Los elipsoides termales se muestran
con una probabilidad del 30 %.

Por otra parte, la asignacion estructural del compuesto 69 se realizé por técnicas de RMN
mono y bidimensionales. En el espectro de RMN-"H se observa una sefial singlete a & 4,04
ppm, que integra para tres hidrogenos, correspondiente al unico metoxilo que posee la
molécula. La sefial singlete a 6 9,47 ppm que integra para un hidrogeno se asigné como H-
5, confirmando que el anillo B es aromético. H-5 presenta una correlacién HMBC 3Jic con
C-4 a 6 120,3 ppm y con C-12b a 123,4 ppm. Esta molécula ademas tiene el anillo A
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aromatizado, ya que en la region comprendida entre 8,34 ppm y 7,33 ppm se observan
sefiales propias de hidrogenos aromaticos cuyas integrales suman 7 hidrogenos en total. La
sefial correspondiente a H-2 aparece como un doblete a & 7,33 ppm. H-2 es el hidrégeno
mas apantallado por efecto de su cercania con el grupo metoxilo, que actiia como dador de
carga, en C-1 (6 156,7 ppm); esto explica por qué H-2 sale a un campo maés alto que las
demés sefiales aromaticas. H-2 presenta correlacion HMBC *Jiic con C-4 a § 120,3 ppm y
con C-12b a 6 123,4 ppm (Figura 16). Adicionalmente, los protones del grupo metoxilo (&
4,04 ppm), al igual que H-3 (8 7,83-7,81 ppm, multiplete), presentan una correlacién %)
HMBC con C-1 (3 156,7 ppm).

Figura 15. Correlaciones HMBC ®Jyc de H-2, H-3, H-5, y CH50.

Se propuso un mecanismo que explique la formacién de los compuesto 68 y 69 (Esquema
16). En el caso de 68 la inversion de la configuracion en C-1 puede deberse a la formacion
del intermediario 70 (no aislado), el cual via aromatizacion del anillo B puede llevar a la
captura de un dtomo de hidrégeno en C-1 dando origen al compuesto 68 (ruta a), el cual
posee los grupos metoxilos (C-1 y C-2) en configuracion anti (mas estable). La obtencion
del compuesto 69 puede deberse a que en el proceso de aromatizacion este produce la
pérdida de un segundo grupo metoxilo en C-2, obteniéndose el compuesto aromatizado 69
(ruta b) (Esquema 16).%

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 45



OMe OMe

%eo “OMe %go .OMe
_NHCH;),
| /2 |
N N
NM92 (@] H
65 66
[O]
-CH;0H
OMe B ]

68 70 69

Esquema 16. Mecanismo propuesto para la formacion de los compuestos 66, 68 y 69.

Al comparar la reactividad entre el aza-dieno 56 junto con las quinonas 43a y 43c, se
observa que al utilizar el derivado bromado de 1,4-naftoquinona (43c) el tiempo de
reaccion fue mucho mas breve (5 horas) en comparacion con 1,4-naftoquinona, 43a. Sin
embargo, los productos obtenidos fueron distintos, ya que presentan aromatizacion en el
anillo B. En el caso del compuesto 68 se observa ademéas aromatizacion en el anillo A. Por
lo tanto, se concluye que la reaccion de Diels-Alder del aza-dieno 56 con 43a produce
principalmente productos cinéticos (menos estables), mientras que la reaccion de 56 con

43c produce productos termodindmicos (mas estables).
5.2.3 Reaccion del aza-dieno 56 con juglona

Se procedié a reaccionar el aza-dieno 56 con juglona (71). A una solucion de 56 en
acetonitrilo se le afiadié 71; la mezcla de reaccién se agit6 a reflujo por 3 dias. Luego de

concentrar a presion reducida y purificar el crudo resultante por CC, se obtuvo como Unico
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producto el compuesto 72 como un solido de color verde y un rendimiento del 45 %

(Esquema 17).
OMe
o MeO “OMe
9@
+ e
N/ reflujo, 3 d
OH O NMe, 45%
71 56 72

Esquema 17. Reaccion de Diels-Alder entre aza-dieno 56 y juglona (71).

La estructura del compuesto 72 fue determinada mediante técnicas de RMN. A modo de
ejemplo, en el espectro de RMN-"H se observa una sefial doblete a & 4,26 ppm (1H, d, J =
10 Hz) que fue asignada como H-12b y que muestra una correlacién HSQC Jyc con el
carbono C-12b a 34,7 ppm y una correlacién HMBC ®Jic con el carbono carbonilico C-12 a
8 182,2 ppm. También H-12b muestra una correlacion HMBC %Jyc con el carbono
cuaternario C-6a (8 139,6 ppm) y otra de tipo “Juc con el carbono cuaternario C-12a (3
115,9 ppm). Por otra parte, la sefial a 6 7,62 ppm, asignada como H-11, muestra una
correlacion HSQC (YJuc) con C-11 (& 118,0 ppm) y correlaciones HMBC ®Jyc con C-12 (5
182,2 ppm) y con C-9 (6 121,9 ppm) (Figura 17).

OMe

Figura 16. Correlaciones HMBC ®Jyc (flechas azules) y 2Juc (flecha roja).

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 47



Adicionalmente, se realizd una cristalografia por difraccion de Rayos-X. En la Figura 18 se
aprecia la formacion de un puente de hidrégeno intramolecular, entre el hidrégeno del

hidroxilo en la posicion 8- y el oxigeno del carbonilo en la posicién 7-.

Figura 17. Estructura molecular del compuesto 72. Los elipsoides termales se muestran

con una probabilidad del 30 %.

Al analizar la estructura molecular de 72 se puede observar que la reaccion de Diels-Alder
fue estereoselectiva (produjo un solo estereoisdmero) y regioselectiva (se produjo un solo

regioisémero, con el nitrégeno cis respecto del hidroxilo de la juglona).**

5.2.4 Reaccion del aza-dieno 56 con naftazarina

Se hizo reaccionar el aza-dieno 56 con naftazarina (73) empleando acetonitrilo como
solvente. La mezcla se calentd a reflujo por tres dias. Una vez completada la reaccién, se
evaporé el solvente a presion reducida y el crudo resultante se purific6 por CC
obteniéndose el compuesto 74 como un solido morado en un rendimiento del 55 %

(Esquema 18).
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OMe

OH O MeO .OMe
O
+ — =
N/ reflujo, 3 d
I 55%
OH O NMe, 0
73 56 74

Esquema 18. Reaccidn de Diels-Alder entre aza-dieno 56 y naftazarina (74).

La estructura del compuesto 74 fue determinada por RMN 1D y 2D. En el espectro de
RMN-'H se observan dos sefiales singletes a & 13,23 y & 11,65 ppm, que fueron asignadas
como los hidroxilos 11-OH y 8-OH, respectivamente. Estas sefiales salen a campo bajo
debido a que los hidrogenos se encuentran muy desapantallados por efecto de un puente de
hidrégeno con los a&tomos de oxigeno de los carbonilos. La sefial que aparece a 6 4,16 (1H,
d, J = 10,2 Hz) fue asignada como H-12b y presenta correlaciones HMBC con C-1 (5 83,2
ppm, 2Juc), C-12a (5 140,8 ppm, 2Juc) y con C-5 (8 118,6 ppm, *Jic).

5.2.5 Reaccion del aza-dieno 56 con bromoquinolin-5,8-dionas

Continuando con los esfuerzos por sintetizar aza-anguciclinonas con diversos sustituyentes
en el anillo D, se procedié a hacer reaccionar el aza-dieno 56 con dos bromoquinolin-5,8-
dionas (79 y 80). Estos analogos de naftoquinona permitirian la incorporacién de un nuevo
atomo de nitrogeno en el anillo D en los compuestos a sintetizar. Las quinonas 79 y 80
fueron sintetizadas a partir de 8-hidroxiquinolina y 8-hidroxi-2-metilquinolina segun
Esquema 19. Primero se realiz6 la bromacion con Br, en metanol, y luego se procedio a

oxidar los correspondientes dibromo-fenoles con 4cido nitrico (Esquema 19).%
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Br (0]

SN Br,, CH;0H N HNO;, 0 °C X
| —— ——
_ ta, 5 min _ 30 min =
R™ N R™ "N Br R™ °N Br
OH OH o]
75SR=H 7TR=H (97%) 79R=H (53%)
76 R = CH; 78 R = CH; (98%) 80 R = CH; (70%)

Esquema 19. Ruta sintética de las quinolinas-5,8-dionas 79 y 80.

La reaccion de las bromoquinolin-5,8-dionas, 79 y 80, con el dieno 56 se realiz6 empleando
acetonitrilo como solvente y 45 mg de NaHCO3. La mezcla de reaccién se agitd por tres
horas calentando a reflujo (Esquema 20). Pasado ese tiempo, el solvente se evapord por

presion reducida y el crudo resultante se purifico por CC.

OMe
0 MeO “OMe
CH,CN,
A NaHCO;
| ; Nallos
R N/ Br N/ reflujo, 3 h
|
0 NMe,
79R=-H 56 8IR=H (29%)
80 R = CH, 82 R = CH, (24%)

Esquema 20. Reaccidn de Diels-Alder entre aza-dieno 56 y las quinonas 79 y 80.

Al igual que en la reaccion de 56 con 2-bromo-1,4-naftoquinona (43c), se obtuvo un
producto que presentd la pérdida del metoxilo en C-3, inversion de la estereoquimica en C-
1, y aromatizacion del anillo B. Los compuestos 81 y 82 se obtuvieron como soélidos

marrones con un rendimiento del 29 % y 24 %, respectivamente.

La confirmacion estructural de ambos compuestos fue determinada por estudios de RMN
1D y 2D. Para el compuesto 81, en el espectro RMN-'H, se aprecia una sefial singlete a &
8,82 ppm asignada como H-5 y otra sefial a 6 9,16 (dd, J = 4,6, 1,4 Hz) asignada como H-9.
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Se aprecian dos sefiales singletes, que integran para tres hidrogenos, a 6 3,59 ppm y 6 3,44
ppm, asignadas como los metoxilos en C-1 y C-2, respectivamente. También se observan
dos sefiales a 6 6,84 ppm (1H, d, J = 9,6 Hz) y ¢ 6,55 ppm (1H, dd, J = 9,6, 5,4 Hz),
asignadas a H-4 y H-3, respectivamente, cuyo desplazamiento quimico es caracteristico de
hidrogenos de alquenos. H-3 presenta ademas un acoplamiento vecinal con H-4 y con H-2
(8 4,18 ppm, dd, J = 5,4, 1,8 Hz) y correlaciones HMBC 3Jyc con C-1 (8 71,4 ppm) y C-4a
(8 132,4 ppm). Por su parte, H-4 presenta correlaciones HMBC con C-2 (3Juc & 71,8 ppm),
C-3 ({nc, 8 131,2 ppm), C-12b (*Jc, & 142,5 ppm), y con C-5 3y, & 153,0 ppm).

81

Figura 18. Correlaciones HMBC *Jiic (flechas azules) y “Juc (flecha roja).

En el espectro de RMN-'H del compuesto 82 los hidrégenos correspondientes al metilo en
C-9 aparecen como un singlete que integra para tres hidrogenos a & 2,81 ppm. En general,
los espectros de RMN-"H y *3C de 82 son muy similares que los del compuesto 81. A §
8,93 ppm se aprecia una sefial singlete, que integra para un hidrégeno, asignada como H-5.
Los hidrogenos H-3 y H-4 aparecen en la region de los alquenos, a 6 6,59 ppm (1H, dd, J =
9.5,5.4 Hz) y 6 6,88 ppm (1H, d, J = 9,5 Hz), respectivamente. H-3 presenta correlaciones
HMBC 3Jc con C-1 (8 71,2 ppm) y C-4a (8 132,1 ppm). Por su parte, H-4 presenta
correlaciones HMBC con C-2 (3Juc & 71,8 ppm), C-3 (3Juc, & 130,9 ppm), C-12b (e, &
142,2 ppm), y con C-5 (*Juc, & 153,0 ppm). H-11 muestra correlaciones HMBC *Jc con C-
12 (5 184,1 ppm) y C-9 (6 166,0 ppm)

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 51



Figura 19. Correlaciones HMBC ®Jyc (flechas azules) y 2Juc (flecha roja).

5.2.6 Reaccion del aza-dieno 60 con 2-bromo-1,4-naftoquinona

Se intentd realizar una cicloadicién de Diels-Alder entre el dieno 60 y 2-bromo-1,4-
naftoquinona (43c) siguiendo las mismas condiciones de reaccion descritas anteriormente
para la sintesis de los analogos de aza-anguciclinona. Sin embargo, aun siendo 43c una
quinona muy reactiva, no hubo reaccion; incluso luego de haber prolongado el tiempo de

reflujo a 3 dias sélo obteniendo compuestos de descomposicion.

La falta de reactividad del dieno 60 puede explicarse por dos factores. EI primero tiene que
ver con el volumen del grupo protector de los dioles trans que puede interferir en el estado
de transicién de la reaccion, impidiendo la interaccion dieno-dienofilo. EI segundo factor
tiene que ver con la densidad de carga electrénica sobre el dieno, ya que para que una
reaccion Diels-Alder de demanda normal se lleve a cabo, el dieno tiene que ser rico en
electrones, mientras que en el dieno 60 el grupo carbonilo en C-3 retira densidad de carga

del dieno.”’

Al no poder emplearse el dieno 60 en las reacciones de Diels-Alder, y teniendo encuenta
los bajos rendimientos y la dificultad en la purificacion de algunos intermediarios, se
decidi6é descontinuar los esfuerzos por desarrollar una serie de anguciclinonas basadas en

este dieno.
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5.2.7 Reaccion del aza-dieno 64 con 7-bromoquinolin-5,8-diona (79)

El aza-dieno 64 se hizo reaccionar con la quinona 79 empleando acetonitrilo como solvente
y NaHCOj; para neutralizar el &cido bromhidrico generado en la reaccion. La reaccion se
llevd a cabo a agitando a temperatura ambiente por 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se
procedid a evaporar el solvente a presion reducida; el crudo resultante se purificé por CC,

dando lugar al compuesto 83 como un aceite naranja y un rendimiento del 26 % (Esquema

21).
N
O “OH “OH
O . .
| ~ + CH,CN
— ~
N Br N 24 h, ta
|
O NMe,
79 64 83
Esquema 21.

La estructura del compuesto 83 fue asignada mediante espectroscopia de RMN 1D y 2D.
En el espectro HMBC se observa un acoplamiento 2J entre H-11 (5 8,44 ppm) y el carbono
carbonilico C-12 (6 180,4 ppm). Por otra parte, H-12b (6 3,71 ppm) presenta correlaciones
3J con C-12, C-5 (5 82,5 ppm), y C-4 (8 27,4 ppm) (Figura 19); confirmandose de esta

manera la regioselectividad de la reaccion de Diels-Alder.

Figura 20. Correlaciones HMBC J del compuesto 83.
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5.3 Evaluacion de la citotoxicidad in vitro de los derivados de 6-aza-anguciclinonas

Se evalud la actividad citotoxica de los 10 nuevos 6-aza-andlogos sintetizados, junto con
otros 13 sintetizados anteriormente por el grupo de investigacion del Dr. Mauricio Cuellar,
determinando el efecto sobre la viabilidad celular en 4 lineas celulares diferentes: PC-3
(cancer de prostata),”® HT-29 (cancer de colon),®® MCF-7 (cancer de mama),"® y CoN
(linea control, no tumoral, de epitelio de colon). Los resultados se presentan en la Tabla 1
expresados como ICsy UM, es decir, la concentracién micromolar a la cual el compuesto
inhibe el 50 % de la poblacion de células tumorales. También se muestra entre paréntesis el
indice de selectividad; valor que permite la comparacion de la selectividad de los

compuestos por celulas tumorales.

El indice de selectividad (S) se calcula segun la siguiente ecuacion:

__ ICgq linea control (1)
ICs linea tumoral
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Tabla 1. Actividad citotoxica de las 6-aza-anguciclinonas.®

Actividad citotdxica (ICso [UM])

Compuesto Estructura
PC-3 HT-29 MCF-7 CoN
OMe 348+03 292+68 781+69 816%158
lgeo\gbd\OMe
65*
| (2.3) (2,8) (1,0)
QL
(0] NMez
OMe
geo\?“\OMe
66*
SN
o H
OMe
(l\)/IeO “OM
67* B
N/
(6]

68*
69*

MeO,

OH O 2
* -

OH O

OMe

236 +3,7 429+84

(4.9)

3,9+0,6
(3.0)

6,4+0,8

(1.4)

(2.7)

33+0,9
(3,6)

21,0+3,6
(0.8)

37+1.2
(6.4)

53%08

(2.9)

40+0,3

(2,2)

(1,0)

11,9+15
(1,0)

128+14
(1.4)

140+17
L.7)

115+31

(1.3)

13,5+0,9

(©.7)

118,1+10,8 115,7+17,8

118+13

174+20

236+3,4

155+31

88+13

2PC-3: cancer de prostata. HT-29: cancer de colon. MCF-7: cancer de mama. CoN: linea no tumoral de epitelio de colon.

* Compuestos sintetizados en esta tesis.
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Tabla 1. Continuacion.?

Actividad citotoxica (ICso [uM])

Compuesto Estructura
PC-3 HT-29 MCF-7 CoN

0,08+0,01 0,10+0,01 0,01+0,005 0,04+0,01

81* (0,5) (0,4) (4,0)
0,42+0,04 0,39+0,04 0,19+0,04 0,30+0,02
g 0,7) (0,8) (1,6)
o 57+13 78+0,9 42 +472 13,8+1,0
442 i ‘Gj (24) (L8) (3.3)
QLX)
o H

24+09 21%12 121+40 08201
(0.3) (0.4) (0.1)

<
o O?QTBDMS
44b
se8

|
OAc O  NMe,

N 07+01 02+01 160+119 23+03
o O OTBDMS (3,3) (11,5) 0,1)
N
OH O NMe,
N 131420 150442 283+40 156+21
OH o O\ OTBDMS (1,2) (1,1) (0,6)
45a N
|
N/
OH O
N 76+12 37+08 178+30 28+04
0,4) 0,8) 0,2)
45b

#PC-3: cancer de prdstata. HT-29: cancer de colon. MCF-7: cancer de mama. CoN: linea no tumoral de epitelio de colon.
* Compuestos sintetizados en esta tesis.
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Tabla 1. Continuacion.?

Actividad citotoxica (ICso [uM])

Compuesto Estructura
PC-3 HT-29 MCF-7 CoN
WLO 18+0,1 26118 28+24 1,3+0,2
0 OTBDMS
o o 7
o *g) 0n 05 09
N
(0] NMez
o 2,9+0,03 3,8+05 38+04 49+0,3
0 OTBDMS
o 1,7 1,3 1,3
o *gj w ey wy
|
LI,
0,3+004 25+003 24%0,03 33+12
OTBDMS (11) (1’3) (1’4)
86
29110 123+£0,5 129+£56 228+56
.OTBDMS 7.9 1,9 1,8
87 (7,9) (1.9) (1.8)
WLo 6,8+2,0 235+42 36 +6,1 0,8+£0,1
o 0 WOH
88 i 0,1) (0,03) 0,2)
N
o H
#\O 32+18 128+13 48 2,7 126+x15
~OH (3,9 (1,0 (2,6)
89

O,
Rl
Q)

N
H

OH O

4PC-3: cancer de prostata. HT-29: cancer de colon. MCF-7: cancer de mama. CoN: linea no tumoral de epitelio de colon.

* Compuestos sintetizados en esta tesis.
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Tabla 1. Continuacion.?

Actividad citotoxica (ICso [uM])

Compuesto Estructura
PC-3 HT-29 MCF-7 CoN
88+34 209+0,7 76 +48 152+53
oH o ° 1,7 0,7) (2,0
OH O
5Lo 16+08 47+12 54+19 7.8+06
o O WOH
83* . (4.9) 1.7) (1,4)
U0
o H
39+18 64+28 90%23 159+83
91

j\o
o \é} 1) (2.5) (1,8)
jeey

NMe,

#PC-3: cancer de prostata. HT-29: cancer de colon. MCF-7: cancer de mama. CoN: linea no tumoral de epitelio de colon.

* Compuestos sintetizados en esta tesis.
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5.4 Relaciones estructura-actividad de las 6-aza-anguciclinonas

En relacion con los valores de ICso y la estructura quimica de los compuestos

sintetizados, no se pudo establecer una relacion estructura-actividad consistente. No

obstante, hay caracteristicas estructurales que merecen ser consideradas, tomando en

cuenta tres fragmentos de estos 6-aza-analogos de anguciclinona:

iii)

Al considerar el tamafio de los grupos protectores en el anillo A, la evidencia
parece indicar que los grupos mas lipofilicos incrementan la actividad
citotoxica. Este comportamiento se observa claramente en todas las lineas
celulares cuando se compara 84 contra 65 y 44a contra 66. La misma
tendencia se observa cuando se compara 44c con 72.

En relacion con el anillo B, no es posible establecer una relacion directa entre
la aromaticidad de este anillo y la citotoxicidad de estos 6-aza-andlogos de
anguciclinona producto de la influencia de los grupos protectores. De hecho,
para aquellos compuestos con grupos voluminosos en el anillo A, la
citotoxicidad se vio reducida en el sistema aromatico (44a contra 45b). Sin
embargo, cuando los grupos protectores era metoxilos, se aprecia un
incremento significativo en la actividad (casi 10 veces mayor) cuando el
anillo B es aromatico (66 contra 67). Este efecto se observa en las tres lineas

celulares.

Finalmente, cuando el anillo de benceno (anillo D) esta sustituido en C-8 por
un grupo donante de electrones (grupo hidroxilo), esta modificacion genera
un incremento en la citotoxicidad. Este efecto se observa para 72, 85, y 89,
comparados con sus homologos 66, 44a, y 88, respectivamente. Por otra
parte, el reemplazo isostérico del anillo de benceno por uno de piridina
condujo a un incremento en la potencia de los respectivos derivados. Ejemplo

de esto son los compuestos 81 contra 68 y 83 contra 88.
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5.5 Estudios de relacién estructura-actividad cuantitativa (QSAR)

Los modelos QSAR son modelos de regresidn en los que se relaciona una serie de variables
101

independientes, Ilamadas predictores, con la actividad (variable dependiente).
En el modelamiento QSAR, los predictores consisten en propiedades fisicoquimicas o
descriptores moleculares teéricos.'® Los modelos QSAR resumen la relacién existente
entre la estructura quimica y la actividad bioldgica. Pero, su mayor utilidad radica en

predecir la actividad de nuevos compuestos.'%* 1%

En esta tesis se emplean dos tipos de modelos QSAR; los bidimensionales (2D-QSAR) y
los tridimensionales (3D-QSAR). Un modelo 2D-QSAR relaciona una serie de variables
fisicoquimicas, y/o la presencia de algun sustituyente, con la actividad bioldgica observada,
de manera que se pueda establecer una ecuacion matematica para predecir la actividad de
un compuesto.'® Por otra parte, en los modelos 3D-QSAR se aplican calculos de campos
de fuerza que requieren de las estructuras tridimensionales de las moléculas a estudiar,
junto con su actividad bioldgica conocida. Se emplean potenciales computados, como, por
ejemplo, el potencial de Lennard-Jones, en lugar de las constantes experimentales usadas en
los modelos 2D-QSAR.2"1% En un modelo 3D-QSAR, frecuentemente se examinan los

campos estéricos (forma de la molécula) y electrostéticos.'®
5.5.1 Modelos 2D-QSAR

Se desarrollaron modelos 2D-QSAR para las lineas celulares PC-3, HT-29 y MCF-7,
empleando los compuestos de la serie de 6-aza-anguciclinonas junto con otros compuestos

obtenidos por el grupo de investigacion del Dr. Mauricio Cuellar.®
Modelo 2D-QSAR en linea celular PC-3

Los compuestos empleados para elaborar este modelo se encuentran en la Tabla 2; se
encuentran agrupados en training set (16 compuestos empleados para la elaboracion del
modelo, 80 %) y test set (4 compuestos empleados para probar el poder predictivo del

modelo, 20 %). Para elaborar el modelo fue necesario convertir los valores de actividad
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bioldgica ICsy en plCso. Los compuestos que conforman el training set y test set fueron
elegidos al azar, procurando que ambos sets contengan compuestos estructuralmente
diversos con actividades altas, medianas y bajas, y una distribucién uniforme para evitar
posibles problemas durante la validacién externa. La distribucion de los valores de plCsg

para el training set, test set y set completo, se muestra en la Figura 21.

Tabla 2. Compuestos empleados en la elaboracion del modelo en la linea celular PC-3.

Actividad inhibitoria en PC-3

Compuesto
1Cs0 (LM) pICso (M)
65 34,80 4,46
66° 23,60 4,63
68 4,00 5,40
69 7,80 511
72 6,60 5,18
74° 6,40 5,19
81 0,08 7,10
82 0,42 6,38
84 1,80 5,74
® Test set.
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Tabla 2. Continuacion.

Actividad inhibitoria en PC-3

Compuesto
1Cs0 (LM) pICs (M)
44a 5,70 5,24
45b 7,60 512
44b 2,40 5,62
85° 2,90 5,54
44c 0,70 6,15
45a 13,10 4,88
87 2,90 5,54
88 6,80 517
89 3,20 5,49
90 8,80 5,06
83? 1,60 5,80
® Test set.

10 A

- Setcompleto
- Training set

- Test set

Cantidad de valores

pICs,

Figura 21. Histograma de distribucion de frecuencias.

El modelo contempla cuatro variables fisicoquimicas, correspondientes a la carga atdmica
sobre los atomos N-6, C-7, C-8 y C-12, ademéas de un descriptor de Free-Wilson que

contempla la pérdida del metoxilo en la posicion C-3. En el caso de los descriptores de
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Free-Wilson, si la caracteristica estructural estudiada esta ausente se asigna el valor 0; y 1 si

es que esta presente. Estos valores, para cada compuesto, pueden consultarse en la Tabla 3.

Tabla 3. Descriptores y sus valores para cada compuesto.

Descriptores

Compuesto
Ne C7 C8 Cl2 dMT
65 -0,122 0,303 -0,085 0,311 0
66° -0,244 0,303 -0,080 0,317 0
68 -0,096 0,310 -0,084 0,317 1
69 -0,095 0,312 -0,082 0,312 O
72 -0,241 0,319 0,157 0,314 0
74° -0,236 0,319 0,122 0,320 0
81 -0,093 0,317 -0,093 0,323 1
82 -0,094 0,317 -0,101 0,324 1
84 -0,129 0,314 -0,086 0,317 0
44a -0,242 0,303 -0,079 0,319 0
45b -0,093 0,313 -0,084 0,32 0
44b -0,132 0,327 0,091 0316 O
85° -0,24 0,320 0,158 0,317 0
44c -0,127 0,329 0,146 0,313 0
45a -0,091 0,328 0,114 0,329 0
87 -0,09 0,318 -0,095 0,325 O
88 -0,242 0,303 -0,079 0,318 O
89 -0,24 0,320 0,159 0,316 0
90 -0,238 0,317 0,130 0,331 0
83? -0,236 0,306 -0,094 0,321 0

® Test set. Ng: carga atémica en el nitrégeno N-6. C;: carga atdmica en
el carbono C-7. Cg: carga atomica en el carbono C-8. C.,: carga
atémica en el carbono C-12. dMT: pérdida de un metoxilo en la

posicién C-3.
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Mediante un analisis de regresion multilineal se obtuvo una ecuacion que contempla las

cinco variables descritas anteriormente (Ecuacion 2).
—logICsy) = —28,828(Cy,) + 134,432(C,) — 10,100(Ng) — 8,820(Cy)

+0,947(dMT) — 29,464 )

n =16, r* = 0,8495, s = 0,302, r’yeq = 0,7922

En la ecuacion anterior se observa que la propiedad que mayor influencia tiene sobre la
actividad, es la carga atomica en el carbono carbonilico C-7; indicando que mientras mas
electropositivo sea ese carbono, mayor serd la actividad citotoxica. De las otras variables se
puede destacar que, para aumentar la actividad, la carga en el nitrégeno N-6 y en el carbono
C-8, debe ser negativa. La eliminacion del metoxilo en C-3 (dMT) es poco relevante para

este modelo.

El poder predictivo del modelo fue juzgado calculando un r? predictivo (rzpred) para los
compuestos del test set. Un valor de rzpred superior a 0,6 es significativo; en este modelo se

obtuvo un e = 0,7922.

Con la ecuacion 2 se procedio a predecir los valores de la actividad biolégica, tanto para el

training set, como para el test set (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad biologica experimental y predicha por el modelo 2D-QSAR para la

linea celular PC-3.

PICs (M) pICso (M)

Compuesto _ i Residual
experimental  predicho
65 4,46 4,29 0,17
66° 4,63 5,30 -0,67
68 5,40 573 -0,33
69 511 517 -0,06
72 5,18 5,42 -0,24
74 5,19 5,50 -0,31
81 7,10 6,55 0,55
82 6,38 6,60 -0,22
84 5,75 5,67 0,08
44a 5,24 521 0,03
45b 5,12 5,07 0,05
44b 5,62 5,92 -0,30
85° 5,54 5,45 0,09
44c 6,16 5,74 0,42
45a 4,88 5,06 -0,18
87 5,54 5,66 -0,13
88 5,17 5,24 -0,08
89 5,50 5,47 0,03
90 5,06 4,87 0,19
83? 5,80 5,63 0,17
# Test set.
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Figura 22. (A) Grafico de plCsy experimental versus predicho para valores del training set
y test set. (B) Comparacion entre los valores predichos y experimentales para cada

compuesto del set completo.
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En la Figura 22A se grafica la actividad predicha versus la experimental, y se aprecia como
la mayoria de los puntos estan bien distribuidos a lo largo de la linea Y = X, mientras que
en la Figura 22B se muestra la prediccion de todos los compuestos en relacion a la
actividad experimental. En este grafico podemos ver que el modelo tiene buen desempefio
en la prediccion de la actividad para compuestos con valores bajos, medianos, y altos de

p|C50.
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Figura 23. Grafico de residuales entre la actividad experimental y predicha.

La Figura 23 muestra la distribucion de los residuales. Un total de 10 compuestos presentan
una desviacion positiva respecto de la actividad, mientras que 10 compuestos presentan una
desviacion negativa. El rango de los residuales se mueve entre -0,67 (compuesto 66) y
+0,55 (compuesto 81). En el test set, dos compuestos mostraron una desviacion negativa
del valor experimental de la actividad bioldgica (compuestos 66 y 74), y dos compuestos
mostraron una desviacion positiva respecto a dicho valor (compuestos 83 y 85). Por lo
tanto, el modelo exhibe un comportamiento equilibrado en lo que respecta a la

predictibilidad interna y externa.
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Modelo 2D-QSAR en linea celular HT-29

Los compuestos empleados para elaborar este modelo se encuentran en la Tabla 5; se
encuentran agrupados en training set (16 compuestos empleados para la elaboracion del
modelo, 80 %) y test set (4 compuestos empleados para probar el poder predictivo del
modelo, 20 %). Para elaborar el modelo fue necesario convertir los valores de actividad
biol6gica I1Csy en plCso. Los compuestos que conforman el training set y test set fueron
elegidos al azar, procurando que ambos sets contengan compuestos estructuralmente
diversos con actividades altas, medianas y bajas, y una distribucién uniforme para evitar
posibles problemas durante la validacion externa. La distribucion de los valores de plCsy

para el training set, test set y set completo, se muestra en la Figura 24.

Tabla 5. Compuestos empleados en la elaboracion del modelo 2D-QSAR en linea celular
HT-29.

Actividad inhibitoria en HT-29

Compuesto
1Cso (ULM) pICso (M)
66 42,90 4,37
67 3,30 5,48
69 3,70 5,43
72° 5,30 5,28
74 4,00 5,40
81 0,10 7,00
82 0,39 6,41
91 6,40 5,19
84 2,60 5,59
448° 7,80 511
45b 3,70 5,43
44b 2,10 5,68
® Test set.
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Tabla 5. Continuacion.

Actividad inhibitoria en HT-29

Compuesto
1Cso (LM) p1Cso (M)
85° 3,80 5,42
44c 0,20 6,70
45a 15,00 4,82
88 23,50 4,63
89 12,80 4,89
90 20,90 4,68
83" 4,70 5,33
86 2,50 5,60
® Test set.
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Figura 24. Histograma de distribucion de frecuencias.

El modelo posee una variable fisicoquimica, correspondiente a la carga atdbmica sobre el
atomo de nitrogeno, N-6, ademas de cuatro descriptores de Free-Wilson que contemplan la
presencia del grupo N,N-dimetilo en N-6, la aromatizacion del anillo B, la pérdida del
metoxilo en la posicién C-3, y si el carbono C-11 presenta un hidroxilo. En el caso de los
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descriptores de Free-Wilson, si la caracteristica estructural estudiada esta ausente se asigna

el valor 0; y 1 si es que esta presente. Estos valores, para cada compuesto, pueden

consultarse en la Tabla 6.

Tabla 6. Descriptores y sus valores para cada compuesto.

Descriptores

Compuesto
Ne NN_dim B_arom dMT C;;0H
66 -0,244 1 0 0 0
67 -0,093 0 0 0 0
69 -0,095 0 1 0 0
72° -0,241 0 1 1 0
74 -0,236 0 1 0 0
81 -0,093 0 0 0 0
82 -0,094 0 0 0 1
91 -0,129 0 1 1 0
84 -0,242 0 1 1 0
443° -0,093 1 0 0 0
45b -0,132 0 0 0 0
44b -0,24 0 1 0 0
85° -0,127 1 0 0 0
44c -0,091 0 0 0 0
45a -0,242 1 0 0 0
88 -0,240 0 1 0 1
89 -0,238 0 1 0 0
90 -0,236 0 0 0 0
83" -0,091 0 0 0 0
86 -0,134 0 0 0 1

@ Test set. Ng: carga atémica en el nitrogeno N-6. NN_dim: presencia o ausencia del
sustituyente N,N-dimetilamino. B_arom: aromatizacion del anillo B. dMT: pérdida de

metoxilo en C-3. Cy;OH: presencia o ausencia del grupo hidroxilo en C-11.
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Mediante un analisis de regresion multilineal se obtuvo una ecuacion que contempla las

cinco variables descritas anteriormente (ver Ecuacion 3).

—logICsy = 116,31(N,) — 12,20(NNdim) — 16,76(Barom) + 1,34(dMT) —
0,54(C,,0H) + 33,00 A3)

n=16, r* =0,8631, s = 0,299, r*yeq = 0,7688

En la ecuacion anterior se observa que la propiedad que mayor influencia tiene sobre la
actividad, es la carga atdmica en el nitrogeno N-6; por lo que una carga negativa en este
atomo empeora la actividad. Como todos compuestos de la serie tienen valores negativos
para Ng, seria conveniente una modificacion estructural, reemplazando N-6 por un atomo
electropositivo, como un carbono enlazado a un grupo atrayente de electrones. Por otra
parte, la aromatizacion del anillo B, y la presencia del grupo N,N-dimetilo en N-6, son
perjudiciales para la actividad en esta linea celular (HT-29), mientras que la pérdida del

metoxilo en C-3 resulta beneficiosa.

El poder predictivo del modelo fue juzgado calculando un r? predictivo (rzpred) para los
compuestos del test set. Un valor de rzpred superior a 0,6 es significativo; en este modelo se

obtuvo un e = 0,7688

Con la ecuacion 3 se procedio a predecir los valores de la actividad biologica, tanto para el

training set, como para el test set (ver Tabla 7).
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Tabla 7. Actividad biologica experimental y predicha por el modelo 2D-QSAR para la

linea celular HT-29.

PICs (M) pICso (M)

Compuesto _ i Residual
experimental  predicho
66 4,37 4,62 -0,25
67 5,48 5,43 0,06
69 5,43 5,19 0,24
72 5,28 4,97 0,31
74 5,40 5,01 0,39
81 7,00 6,76 0,24
82 6,41 6,65 -0,24
91 5,59 5,80 -0,21
84 511 4,85 0,26
443° 5,43 5,43 0,01
45b 5,68 5,45 0,23
44b 5,42 5,08 0,34
85° 6,70 6,03 0,67
44c 4,82 512 -0,29
45a 4,63 4,85 -0,22
88 4,89 5,08 -0,19
89 4,68 4,78 -0,10
90 5,33 5,55 -0,22
83" 5,60 5,66 -0,06
86 5,19 521 -0,02
? Test set.
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Figura 25. (A) Gréafico de pICs, experimental versus predicho para valores del training set
y test set. (B) Comparacion entre los valores predichos y experimentales para cada
compuesto del set completo.
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En la Figura 25A se grafica la actividad predicha versus la experimental, y se aprecia como
la mayoria de los puntos estan bien distribuidos a lo largo de la linea Y = X, mientras que
en la Figura 25B se muestra la prediccion de todos los compuestos en relacion a la
actividad experimental. En este grafico podemos ver que el modelo tiene buen desempefio
en la prediccion de la actividad para compuestos con valores bajos, medianos, y altos de
PICso.
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Figura 26. Gréfico de residuales entre la actividad experimental y predicha.

La Figura 26 muestra la distribucion de los residuales. Un total de 10 compuestos presentan
una desviacion positiva respecto de la actividad, mientras que 10 compuestos presentan una
desviacion negativa. El rango de los residuales se mueve entre -0,29 (compuesto 44c) y
+0,67 (compuesto 85). En el test set, un compuesto (83) mostré una desviacion negativa del
valor experimental de la actividad bioldgica, y tres compuestos mostraron una desviacion
positiva respecto a dicho valor (compuestos 72, 44a, y 85). Por lo tanto, el modelo exhibe

un comportamiento equilibrado en lo que respecta a la predictibilidad interna y externa.
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Modelo 2D-QSAR en linea celular MCF-7

Los compuestos empleados para elaborar este modelo se encuentran en la Tabla 8; se
encuentran agrupados en training set (16 compuestos empleados para la elaboracion del
modelo, 76 %) y test set (5 compuestos empleados para probar el poder predictivo del
modelo, 24 %). Para elaborar el modelo fue necesario convertir los valores de actividad
biol6gica I1Csy en plCso. Los compuestos que conforman el training set y test set fueron
elegidos al azar, procurando que ambos sets contengan compuestos estructuralmente
diversos con actividades altas, medianas y bajas, y una distribucién uniforme para evitar
posibles problemas durante la validacion externa. La distribucion de los valores de plCsy

para el training set, test set y set completo, se muestra en la Figura 27.

Tabla 8. Compuestos empleados en la elaboracién del modelo 2D-QSAR para MCF-7.
Actividad inhibitoria en MCF-7

Compuesto
I1Cs0 (UM) pICso (M)
65 78,10 4,11
66° 118,10 3,93
67° 11,90 4,92
68 12,80 4,89
69 14,00 4,85
72 11,50 4,94
74 13,50 4,87
81 0,01 8,00
82° 0,19 6,72
443° 4,15 5,38
45b 17,80 4,75
44b 12,10 4,92
85 3,80 5,42
& Test set.
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Tabla 8. Continuacion.

Actividad inhibitoria en MCF-7

Compuesto
1Cso (}J.M) 1Cso (HM)
44c 16,00 4,80
453° 28,30 4,55
88 3,60 5,44
89 4,80 5,32
90 7,60 512
83 5,40 5,27
86 2,40 5,62
91 9,00 5,05
 Test set.
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Figura 27. Histograma de distribucion de frecuencias.
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El modelo posee tres variable fisicoquimicas, correspondientes al valor calculado de la
lipofilia, el valor calculado de la lipofilia al cuadrado, y la carga atdmica en el atomo de
oxigeno O-7. Ademas, cuenta con dos descriptores de Free-Wilson que contemplan la
aromatizacion del anillo B y la presencia o ausencia de un nitrégeno en la posicion 8
(reemplazo isostérico C-N). En el caso de los descriptores de Free-Wilson, si la
caracteristica estructural estudiada estd ausente se asigna el valor 0; y 1 si es que esta

presente. Estos valores, para cada compuesto, pueden consultarse en la Tabla 9.

Tabla 9. Descriptores y sus valores para cada compuesto.

Descriptores

Compuestos 5
ClogP ClogP O; Barom Ng
65 0,639 0,408 -0,28 0 0
66° 1,485 2,204 -0,287 0 0
67° 2,366 5598 -0,239 1 0
68 2,537 6,435 -0,234 1 0
69 3,763 14,158 -0,237 1 0
72 1,815 3,293 -0,328 0 0
74 1,769 3,129 -0,323 0 0
81 1,243 1,545 -0,196 1 1
82° 1,742 3,035 -0,198 1 1
443° 4,675 21,855 -0,284 0 0
45b 5,368 28,815 -0,236 1 0
44b 3,350 11,224 -0,253 0 0
85 5,005 25,049 -0,326 0 0
44c 4,159 17,297 -0,288 0 0
453° 5,686 32,327 -0,267 1 0
88 1,293 1,672 -0,283 0 0
89 1,623 2,635 -0,325 0 0
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Tabla 9. Continuacion.

Descriptores

Compuestos 5
ClogP ClogP O; Barom Ng
90 1,577 2,488 -0,322 0 0
83 -0,292 0,085 -0,236 0 1
86 5,724 32,763 -0,279 1 0
91 -0,771 0,595 -0,214 0 1

3 Test set. ClogP: lipofilia calculada. ClogP?: cuadrado de la lipofilia calculada. O:
carga atémica del oxigeno O-7. Barom: aromatizacion del anillo B. Ng: isosterismo
C-N en posicion 8.

Mediante un analisis de regresion multilineal se obtuvo una ecuacion que contempla las

cinco variables descritas anteriormente (ver Ecuacion 4).

—logICso = 0,92(ClogP) — 0,13(ClogP?) — 11,94(0,) + 0,83(Barom) + 3,17(Ng)
40,13 4)

n =16, r*=0,7470, s = 0,508, r’peq = 0,8105

En la ecuacion anterior se observa que la propiedad que mayor influencia tiene sobre la
actividad, es la carga atomica en el oxigeno O-7, seguida por el cambio isostérico C-N en la
posicién 8-. La carga atomica del oxigeno carbonilico O-7, conviene que sea lo mas
negativa posible, para aumentar la actividad. Ademas, un anillo B aromatico contribuye a

mejorar la actividad, aunque en menor medida.

El poder predictivo del modelo fue juzgado calculando un r? predictivo (rzpred) para los
compuestos del test set. Un valor de rzpred superior a 0.6 es significativo; en este modelo se

0btuvo un e = 0,8105.

Con la ecuacion 4 se procedi6 a predecir los valores de la actividad biol6gica, tanto para el

training set, como para el test set (ver Tabla 10).
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Tabla 10. Actividad bioldgica experimental y predicha por el modelo 2D-QSAR para la
linea celular MCF-7.

PICs (M) pICso (M)

Compuesto Residual
experimental  predicho
65 4,11 4,00 0,10
66° 3,93 4,63 -0,70
67° 4,92 5,24 -0,32
68 4,89 5,23 -0,34
69 4,85 5,37 -0,52
72 4,94 5,28 -0,34
74 4,87 5,19 -0,33
81 8,00 7,41 0,59
82° 6,72 7,69 -0,97
443° 5,38 4,92 0,46
45b 4,75 4,90 -0,15
44b 4,92 4,74 0,18
85 5,42 5,31 0,11
44c 4,80 5,10 -0,30
453" 4,55 5,09 -0,55
88 5,44 4,47 0,97
89 5,32 5,15 0,17
90 5,12 5,09 0,03
83 5,27 5,84 -0,57
86 5,62 5,22 0,40
91 5,05 5,07 -0,02
 Test set.
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Figura 28. (A) Gréafico de plCsy experimental versus predicho para valores del training set

y test set. (B) Comparacion entre los valores predichos y experimentales para cada

compuesto del set completo.
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En la Figura 28A se grafica la actividad predicha versus la experimental, y se aprecia como
varios puntos se desvian del modelo ideal (linea Y = X). Esto sucede porque este modelo es
de menor calidad en comparacion con los otros. Presenta un coeficiente de correlacion
lineal r? = 0,7470. En la Figura 28B se muestra la prediccion de todos los compuestos en
relacion a la actividad experimental. En este grafico podemos ver que el modelo tiende a

predecir una actividad mayor a la real.
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Figura 29. Grafico de residuales entre la actividad experimental y predicha.

La Figura 29 muestra la distribucion de los residuales. Un total de 9 compuestos presentan
una desviacion positiva respecto de la actividad, mientras que 12 compuestos presentan una
desviacion negativa. El rango de los residuales se mueve entre -0,97 (compuesto 82) y
+0,97 (compuesto 88). En el test set, tres compuestos (66, 67, 82 y 45a) mostraron una
desviacion negativa del valor experimental de la actividad bioldgica, y un compuesto (44a)
mostré una desviacion positiva respecto a dicho valor. Por lo tanto, el modelo exhibe un
comportamiento equilibrado en lo que respecta a la predictibilidad interna. Sin embargo, en
lo que respecta a la predictibilidad externa, el modelo tiende a predecir actividades mayores

a las reales.
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Validacién externa de los modelos 2D-QSAR
Para corroborar aun més la predictibilidad externa de los modelos desarrollados para las
tres lineas celulares, se procedié a implementar el criterio de validacién de Tropsha (ver

Tabla 11).1%0

Tabla 11. Criterios de validacion de Tropsha para los modelos 2D-QSAR en PC-3, HT-29

y MCF-7.

Condicion Parametros Valor umbral PC-3 HT-29 MCF-7

1 rpzred >0,6 0,7922 0,7688 0,8105
Cercano al valor de

2a 8 ) -7,704 0,503 0,8101
r pred
Cercano al valor de

2b r's ) 0,3981 0,7434 0,7763
r pred

3a k 0,85 <k<1,15 1,03 0,96 1,08

3b 4 0,85<k’<1,15 0,97 1,04 0,92

4a (rirea —16)/Tprea  <0,1 10,7 0,4 0,0005

4b (rpzred —-7'%) /rpzred <0,1 0,5 0,03 0,04

5 r2 >0,5 -1,5 0,4 0,8

6 |ré — r’(z) <0,3 8,1 0,2 0,03

rzpred: coeficiente de correlacion lineal para el test set. r’, = coeficiente de correlacion entre las actividades
experimentales versus las predichas (x vs y) para el test set forzando la linea por el origen. r’%: correlacion
entre las actividades predichas versus las experimentales (y vs x) para el test set. k: pendiente de la regresion
lineal del test set (x vs y) forzando la linea por el origen. K': pendiente de la regresion de las actividades
predichas versus las experimentales (y vs x) del test set forzando a la linea por el origen. r?,: se define en la

ecuacion 5.

n2 =r?(1-— |w/r2 - r02|) (5)

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 82



Como se puede evidenciar a partir de los valores tabulados en la Tabla 11, el modelo 2D-
QSAR para la linea celular PC-3, queda totalmente rechazado en cuanto a su predictibilidad
externa segun los exigentes criterios de Tropsha. Lo mismo sucede con el modelo para la
linea HT-29, que falla en los criterios 2a, 4a y 5. Finalmente el Unico modelo 2D-QSAR
gue cumple con todos los criterios, es el de la linea celular MCF-7, por lo que puede ser

considerado como orientacién para el desarrollo de nuevos compuestos.
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5.5.2 Modelos 3D-QSAR

Se intentd realizar modelos 3D-QSAR CoMFA/CoMSIA para las tres lineas tumorales. Sin
embargo, solo se pudo obtener un modelo satisfactorio, de tipo COMFA para la linea PC-3.
En el caso de las lineas HT-29 y MCF-7, los modelos no cumplieron con los parametros

minimos de validez.

Estudio 3D-QSAR CoMFA en la linea celular PC-3

Con el objetivo de racionalizar la actividad bioldgica en relacion a la estructura molecular,
se realiz6 un modelo 3D-QSAR de analisis comparativo de campos moleculares, COMFA,
para la linea PC-3. Los estudios se realizaron en un set de 23 compuestos manualmente
agrupados en un training set (16 compuestos, 70 %) y en un test set (7 compuestos, 30 %)
(Tabla 12). Los valores de ICsy fueron convertidos a plCsy (-log ICsp). Varias
combinaciones de training set y test set fueron evaluadas. Se tomd la precaucion de que
ambos sets contuvieran compuestos estructuralmente diversos con actividades altas, medias
y bajas; ademas de una distribucion uniforme para evitar posibles problemas durante la
validacion externa de los modelos. La distribuciéon de los valores de plCsy para el set
completo, training set y test set, se muestra en la Figura 30. Se observa que la actividad
bioldgica sigue una distribucion gaussiana, en la que los compuestos abarcan un rango de

actividad plCsp que va desde 4,46 a 7,10, abarcando 2,6 unidades logaritmicas.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 84



Tabla 12. Compuestos empleados en el desarrollo del modelo CoMFA para la linea PC-3.

Compuesto ICsy (nM)  pICsy (M)

65
66
67
68
69
72
74
81
82
84
44a”
45b
44p*
85"
44c
45a"
87
88
89
90"
83
6™
91

34,8
23,6
3,9
4,0
7,8
6,6
6,4
0,08
0,42
1,8
5,7
7,6
2,4
2,9
0,7
13,1
2,9
6,8
3,2
8,8
1,6
0,3
3,9

4,458
4,627
5,409
5,398
5,108
5,180
5,194
7,097
6,377
5,745
5,244
5,119
5,620
5,538
6,155
4,883
5,538
5,167
5,495
5,056
5,796
6,523
5,409

aTest set: ° Outliers.
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Figura 30. Histograma de distribucion de frecuencias.

Seleccién de conférmeros y alineamiento molecular

El estudio CoMFA se llevo a cabo con el software SYBYL-X 1.2 instalado en un sistema
operativo Windows 10, en un PC con una CPU Intel Core i7. Para la obtencién de los
mejores conférmeros todos los compuestos fueron dibujados con la estereoquimica
correspondiente en el software ChemBioDraw v12.0 y luego fueron exportados a
ChemBio3D para su visualizacion en tres dimensiones y para minimizar la energia de los
conformeros. La minimizacion de energia se llevd a cabo mediante mecéanica molecular
(MM2). Luego se cred una base de datos en el programa SYBYL-X con las estructuras
minimizadas. Las moléculas de esta base de datos fueron alineadas mediante un método de
ajuste de atomo por atomo, empleando como plantilla el nucleo quinénico y el atomo de
nitrégeno N-6 (comun a todos los compuestos). En la Figura 31 se muestra el alineamiento
de la base de datos. Se puede apreciar como la mayor variabilidad estructural ocurre en el
lado derecho de la molécula, y en menor grado en el izquierdo. Ademas, se observa que los
compuestos se encuentran bien alineados, calzando de manera casi perfecta en lo que
respecta a los anillos B, C y D. Adicionalmente se le asign6 a cada 4&tomo cargas de tipo
MMFF94,

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 86



Figura 31. Todas las estructuras superpuestas utilizadas en el modelo CoMFA.
Calculos de campos

Para la obtencion de los descriptores de campo CoMFA, las moléculas correspondientes al
training set fueron colocadas en un enrejado tridimensional con un espaciado de 2 A en las
direcciones x, y, y z, de manera que todo el set quedara incluido. Las energias de campo
estérico y electrostatico fueron calculadas empleando un 4tomo sonda de carbono sp* con
un radio de Van der Waals de 1,52 A y una carga +1,0. Los valores de corte para ambos

campos, estérico y electrostatico, fueron fijados a 30,0 kcal/mol.

Validacion interna y andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS)

Un analisis de minimos cuadrados parciales se empled para construir una correlacién lineal
entre los descriptores CoMFA (variables independientes) y los valores de actividad
(variables dependientes). Para seleccionar el mejor modelo, se realizd el anélisis de
validacion cruzada empleando el método leave-one-out (LOO), lo que genera el coeficiente
de validacién cruzada (g°) y el nimero 6ptimo de componentes (N). La validacién no-
cruzada fue llevada a cabo con un filtrado de columna de 2,0 para acelerar el analisis y
reducir el ruido. El valor de g el cual es una medida de la calidad interna del modelo, se

obtuvo de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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2 _ 14 Z(Yi_ J/pred)z
=1 e ©

Donde y;, ¥, € Ypreqa SON la actividad observada, media y predicha, respectivamente, en el

training set.

Resultados estadisticos del analisis comparativo de campos moleculares (CoMFA)
Con el objetivo de encontrar el mejor modelo CoMFA, se hizo una busqueda secuencial
variando el grupo de training set y test set de manera aleatoria, pero tratando de mantener
el rango mas amplio posible entre los valores de actividad bioldgica. Los parametros

estadisticos del modelo CoMFA se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Parametros estadisticos del mejor modelo 3D-QSAR para la linea PC-3.

2 2 2 - -
Modelo q N SEP SEE r F r Contribuciones de Campo

S E
CoMFA-SE 0,612 5 0,497 0,093 0,986 1458 0,969 0,607 0,393

g% cuadrado del coeficiente de validacién cruzada LOO (Leave one out). N: nimero éptimo de componentes. SEP:
error estandar de prediccion. SEE: error estandar de estimacion del analisis sin validacion cruzada. r?: cuadrado del
coeficiente de correlacion sin validacion cruzada. F: valor de la prueba F. S: contribucion estérica. E: contribucién
electrostatica.

De los pardmetros presentados en la tabla anterior, se puede resaltar que el modelo posee
una buena predictibilidad interna con un g* = 0,612, asi como una buena predictibilidad
externa basada en un r? = 0,969. El modelo contiene el nimero 6ptimo de variables
independientes para evitar el sobre-entrenamiento de los modelos y la correlacion por

azar.**®

En la Tabla 14 se presentan las actividades experimentales y predichas de los compuestos y
los valores residuales, que corresponden a la diferencia entre los valores de plCs

experimental y predichos.
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Tabla 14. Actividades experimentales y predichas por el modelo CoMFA en la linea PC-3.

Compuesto  plCs, experimental

CoMFA

pICs, predicho  Residual

65 4,458 4,442 0,02
66 4,627 4,660 -0,03
67 5,409 5,415 -0,01
68%P 5,398 6,217 -0,82
69 5,108 5,140 -0,03
72 5,180 5,166 0,01
74 5,194 5,147 0,05
81 7,097 6,921 0,18
82 6,377 6,557 -0,18
84 5,745 5,800 -0,05
443°% 5,244 5,658 -0,41
45b 5,119 5,117 0,00
441% 5,620 6,162 -0,54
85° 5,538 6,040 -0,50
44c 6,155 6,200 -0,04
Test set COMFA.
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Tabla 14. Continuacion

CoMFA

Compuesto plC50 experimental plCsy predicho  plCs, predicho

453° 4,883 5,429 -0,55
87 5,538 5,478 0,06
88 5,167 5,174 -0,01
89 5,495 5,547 -0,05
90° 5,056 5,508 -0,45
83 5,796 5,783 0,01

86" 6,523 5,473 1,05
91 5,409 5,329 0,08

aTest set COMFA. ® Outliers.

Todos los compuestos mostraron valores residuales bajos, con excepcion de 86 que
presenta una desviacién en la actividad predicha de una unidad logaritmica. EI compuesto
86 corresponde a un outlier, es decir, un compuesto cuya actividad biologica no puede ser
correlacionada debidamente a su estructura en comparacion al resto de los compuestos en
estudio. La Figura 32 muestra la grafica de la actividad experimental versus predicha, en la
que se aprecia que la distribucién de los datos es cercana a la recta y = x. EI modelo muestra
un buen balance en términos de capacidad predictiva para el training set; presenta 8
compuestos con un residual negativo y 7 con desviaciones positivas (Figura 33). Mientras
que para el test set existe una tendencia a sobreestimar la actividad. EI rango de los

residuales va desde -0,55 a 0,18.
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Figura 32. Gréafica de la actividad experimental versus predicha para el training set, test set
y outliers.
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Figura 33. Gréafica de residuales entre la actividad experimental y predicha.
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Figura 34. Predicciones para cada molécula en el set completo.

Tal como se muestra en la Figura 34, el modelo muestra una capacidad predictiva
satisfactoria a traves del set completo de datos (training set y test set) asi como buen poder
predictivo tanto como para compuestos poco activos (65 y 66) como para los mas activos
(81, 82, y 86).

Adicionalmente, para evaluar la robustez del modelo, se llevé a cabo el test de
aleatorizacion de Y. 3 La variable dependiente (actividad biolégica) fue barajada
aleatoriamente y se desarroll6 un nuevo modelo QSAR usando la matriz de variable
independiente original. Si después de multiples aleatorizaciones los nuevos valores de g° y
r2nCV son negativos o menores que el nivel de aceptabilidad (q2 < 0,5, rzncv< 0,6), entonces se
confirma que los resultados obtenidos en la formulacion del modelo final no ocurrieron por
azar. En este caso, los nuevos modelos QSAR (después de varias repeticiones) tienen bajos

valores de g° y r?c, (ver Tabla 15).
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Tabla 15. g and r?., luego de varios ensayos de aleatorizacion de Y.

CoMFA

Iteracion ¢ oo

random_1 -0,544 0,240
random_2 0,079 0,497
random 3 -0,324 0,611
random 4  -0,287 0,232
random 5 -0,246 0,204
random_6 -0,368 0,696
random 7 -0,273 0,575
random 8 0,006 0,304
random 9 -0,234 0,304
random_10 -0,694 0,446

Validacion externa de los modelos

Al igual que se hizo con los modelos de 2D-QSAR para las diferentes lineas celulares, el

modelo 3D-QSAR CoMFA para la linea celular PC-3 fue validado, en lo referente a su

predictibilidad externa, empleando los criterios de validacién de Tropsha.™° Los resultados

se muestran a continuacion en la Tabla 16.
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Tabla 16. Criterios de validacion de Tropsha para el modelo CoMFA para la linea celular
PC-3.

Condicién  Parametros Valor umbral CoMFA
1 q? >0,5 0,612
2 r? >0,6 0,969
3a ré Close to value of 72 0,965
3b r'3 Close to value of r2 0,968
4a k 0,85<k<1,15 1,093
4b k' 0,85<k’'<1,15 0,915
5a (r2 —r2)/r? <0.1 0,004
5b (r? —r'3)/r? <0.1 0,001
6 |ré —1'3 <0.3 0,003
7 n2 >0.5 0,907

g% cuadrado del coeficiente de validacion cruzada LOO. rzp,ed: coeficiente de correlacion lineal

para el test set. r%, = coeficiente de correlacién entre las actividades experimentales versus las

predichas (x vs y) para el test set forzando la linea por el origen. % correlacién entre las

actividades predichas versus las experimentales (y vs x) para el test set. k: pendiente de la regresion
lineal del test set (x vs y) forzando la linea por el origen. k': pendiente de la regresion de las
actividades predichas versus las experimentales (y vs x) del test set forzando a la linea por el origen.
r?: se define en la ecuacion 5.

Como se puede apreciar en la tabla anterior, el modelo CoMFA cumple con todos los

criterios de validacion externa.
Dominio de aplicabilidad

El dominio de aplicabilidad (DA) es una region teorica en el espacio quimico que abarca
tanto los descriptores del modelo como la respuesta modelada, 1o que permite estimar la
incertidumbre en la prediccion de un compuesto basandose en cuan similar es a los
compuestos de entrenamiento (training set) empleados en el desarrollo del modelo. En este
trabajo, se utilizo el método desarrollado por Roy y colaboradores para la determinacion del
DA.M*18 Este método se basa en la teorfa basica del enfoque de estandarizacion. Primero
cada descriptor “i” para cada compuesto “k” es estandarizado (Si). Cada compuesto debe

tener un valor maximo [Si]max < 3. En el caso de que [Si]maxw > 3 Yy el valor minimo
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[Silmingy < 3, entonces se debe calcular el parametro Spewk) Y tiene que satisfacer la
condicion Spewgy = Sk + 1.28 0s,, donde S, es el promedio de los valores Sy para el

compuesto ky s, es la desviacion estandar para esos valores.

El software estd disponible de forma gratuita en la péagina web del autor:
http://dtclab.webs.com/software-tools y http://teqip.jdvu.ac.infQSAR_Tools/.

El calculo se realizo6 utilizando la aplicacién gratuita disponible en la pagina del autor, tras
lo cual se determind que todos los compuestos estaban dentro del DA.

En resumen, el mejor modelo CoMFA fue seleccionado basado en su robustez estadistica y
por su capacidad de prediccion externa. Se encontrd que ambos potenciales, estérico y
electrostatico, contribuyen de igual manera a la actividad bioldgica (61 % y 39 %

respectivamente).
Mapas de contornos 3D-QSAR

A diferencia de una ecuacion 2D-QSAR, los resultados de un estudio 3D-QSAR pueden
visualizarse de una manera grafica. Los mapas de contorno coloreados obtenidos, muestran
las regiones de la molécula donde se pueden hacer modificaciones estructurales con el
objetivo de mejorar la actividad. Con esta informacion, es posible proponer cambios en las
propiedades estéricas y electrostaticas de los compuestos estudiados. Los mapas de
contorno obtenidos a partir del modelo CoMFA, junto con el compuesto mas activo (81) y

el menos activo (65), se muestran en la Figura 35.
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Figura 35. Mapas de contorno CoMFA alrededor del compuesto mas activo 81 (Ay C) y
del compuesto menos activo 65 (B y D). (A, B): Electropositivo favorecido (poliedro azul),
electronegativo favorecido poliedros rojos. (C, D): Estéricamente favorecido (verde) y

desfavorecido (amarillo).

Anélisis de mapas de contorno CoOMFA

Se realizd un andlisis de mapas de contorno CoMFA para visualizar las regiones
importantes en una representacion molecular tridimensional, en la que se puede observar
como los campos estéricos y electrostaticos afectan la actividad citotoxica de los
compuestos. Los mapas de contorno CoMFA representan las &reas de interaccion
significativa entre el &omo sonda y la superficie de las moléculas. EI compuesto mas
activo del set completo (81), y el menos activo (65), fueron empleados como plantilla en

los mapas de contorno.
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Mapa de contorno electrostatico COMFA

El mapa de contorno electrostatico muestra un poliedro rojo cerca de la posicién 8- del
sistema anguciclinona (Figura 35 A y B). Esto significa que la insercion de sustituyentes
electronegativos en esta posicién seria favorable para la actividad citotoxica. De hecho, el
compuesto mas activo, 81 (pICsq = 7,097), tiene un atomo de nitrégeno en esta posicion
(Figura 35A). Esto se confirma por el hecho de que los compuestos més activos de la serie
(44c, 81, 82 y 86) tienen &tomos de nitrdgeno o grupos hidroxilo en la posicion 8-. En
cambio, el compuesto menos activo 65 (pICs = 4,458) no tiene atomos electronegativos en
esta area (Figura 35B), ni tampoco el compuesto 66 (pICso = 4,627). EI compuesto 45a, sin
embargo, a pesar de su baja actividad (pICsp = 4,883) presenta un grupo hidroxilo en la
posicion 8- del sistema anguciclinona, por lo que se deben considerar otros factores. De
manera similar, vemos un poliedro rojo en la posicion 6- del sistema de anguciclinona,
sugiriendo que la presencia de atomos electronegativos en esa posicion seria beneficiosa
para la actividad antitumoral. Los compuestos 81, 82 y 86 tienen un sistema aromatico en
el anillo B de anguciclinona, mientras que los compuestos menos activos, 65 y 66, no. Esto
sugiere que el atomo de nitrégeno piridinico seria mejor en esta posicién. Los compuestos
menos activos (65 y 66) dirigen un proton o grupo metilo hacia el poliedro rojo,
respectivamente, sustituyentes que son electropositivos y perjudiciales para la actividad.
Adicionalmente, un gran poliedro azul puede ser visto en la posicion 3- del sistema
anguciclinona, sugiriendo que la presencia de &tomos o grupos pobres en electrones en esta
region seria favorable para la actividad bioldgica. En los compuestos mas activos, 44c y 86
el grupo terc-butildimetilsilil esta completamente inmerso en el poliedro, lo cual es
favorable. Mientras que los compuestos 81 y 82 proyectan el hidrogeno polar desde la

posicion 3- hacia el poliedro azul.
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Mapa de contorno estérico

El mapa de contorno estérico muestra un poliedro verde cerca de las posiciones 1-, 2-y 3-
del sistema anguciclinona (Figura 35C y D). Esto significa que la insercion de
sustituyentes voluminosos en estas posiciones seria favorable para la actividad citotoxica,
como lo demuestran los compuestos mas activos 44c (plCsy = 6,155), 81 (plCso = 7,097),
82 (pICsp = 6,377), y 86 (pICsp = 6,523).

Por otro lado, hay un poliedro amarillo cerca de la posicion 1-, detrds del sistema
anguciclinona. Esto indica que la presencia de un sustituyente voluminoso en esa region
del espacio es desfavorable para la actividad antitumoral. EI compuesto menos activo, 65
(Figura 35D), orienta un grupo metoxi, en la posicion 1-, hacia la regién donde se

encuentra el poliedro amarillo, lo que explica en parte su baja actividad (pICsy = 4,458).
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5.6 Sintesis de una amina primaria a partir del (-)-acido shikimico

Con el objetivo de estudiar la importancia del sistema tetraciclico coplanar de las nuevas 6-
aza-anguciclinonas sintetizadas, sobre el efecto citotoxico, hemos decidido realizar la
sintesis de nuevos compuestos que mantengan patrones estructurales a los cuales se les
atribuyen dichas actividades (ndcleo quindnico y presencia de un heteroatomo) pero que
muestren una apertura del anillo B (heterociclico). Esto conducird a una nueva serie de
compuestos aminoquindnicos con potenciales actividades citotdxicas (ver estructura

general 1V, Esquema 10).

Se ha reportado que las 1,4-naftoquinonas al reaccionar con un nucleéfilo pueden actuar
como aceptores de Michael debido a su grupo carbonilo o, insaturado. Ejemplo de esto, es

la reaccion aza-Michael de las aminas primarias 92 y 94 con 1,4-naftoquinona (43a)
117

(Esquema 22).
H,N
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Esquema 22. Reactivos y condiciones: MeOH, t.a., 3 dias.
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Estas reacciones pueden ser catalizadas empleando algin &cido de Lewis capaz de
coordinarse con uno de los pares de electrones no enlazantes de uno de los oxigenos en los
grupos carbonilo de las naftoquinonas. En la Figura 36 se muestra como el cloruro de cerio
se coordina con uno de los carbonilos haciendo que disminuya la densidad de carga sobre el

carbono C-3 de la 1,4-naftoquinona, volviéndolo més electrofilico.'*®**°

+_CeCl
o| ells

.

0
Figura 36. 1,4-naftoquinona coordinada con CeCls.

En el afio 2008, Liu y Ji estudiaron el efecto del catalizador en la adicion 1,4 de morfolina a
1,4-naftoquinona. De un total de seis catalizadores empleados, los mejores rendimientos se

obtuvieron con I, CeCl; y CAN.M®

Basandose en estos antecedentes, se procedio a sintetizar una serie de aminonaftoquinonas,
a partir del acido shikimico (1), para lo cual primero fue necesario sintetizar una amina
primaria capaz de actuar como nucledfilo en una adicion tipo Michael sobre los derivados

de naftoquinona.

Dangerfield y colaboradores, han reportado la sintesis de aminas primarias en un solo paso
(one-pot), a partir de aldehidos alifaticos, esta reaccion esta basada en la formacién, en una
primera etapa, de una imina, la cual es reducida in situ al utilizar NaCNBH3; como agente
reductor.'?® Por ejemplo, en su estudio se reporta la conversién de nonanal (96) en nonan-1-

amina (97) con un 98 % de rendimiento (Esquema 23).
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3 eq. NaCNBH;,
NH,4OACc sat., EtOH

H NHj; (ac) 28%,
reflujo 18 h

96 98% 97

Esquema 23. Aminacion reductiva del nonanal.

Bajo esta consideracion, se intentd obtener el compuesto 98 por aminacion reductiva del

aldehido a,-insaturado 55, sin embargo, no se obtuvo el producto deseado (Esquema 24).

OMe OMe

MeO “OMe MeO “OMe
CHO CH2NH,
55 98

Esquema 24. Aminacion reductiva del aldehido 55. Reactivos y condiciones: 3 eq.
NaCNBHj3;, NH4OACc saturado, EtOH, NHj3 (ac) 28 %, reflujo 18 h.

El problema con esta reaccion se puede atribuir al tipo de aldehido utilizado (aldehido o3
insaturado). Como una alternativa, para obtener una amina primaria derivada de (-)-acido
shikimico, se propuso reducir el doble enlace en una etapa previa a la obtencion del
aldehido 101. Esto se observa en el Esquema 25, en donde desde shikimato de metilo (53)
se sintetiz6 la amina primaria 102 en una secuencia de cuatro pasos y con un 12 % de

rendimiento global.
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OMe OMe OMe
MeO OMe ; MeO OMe N MeO “OMe
11
B — >
COOMe COOMe CH,OH
53 929 100
iii
OMe OMe
MeO “OMe MeO OMe
v
-
CH,NH, CHO
102 101

Esquema 25. Reactivos y condiciones: (i) H,, Pd/C 10 %, MeOH, t.a., 4 h (98 %); (ii)
LiAlH,, dietil éter, t.a., 5 h (75 %); (iii) PCC, CHCI,, t.a., 2 h (51 %); (iv) 3 eq. NaCNBHj,
NH4OACc saturado, EtOH, NHj3 (ac) 28 %, reflujo 18 h (33 %).

La reduccion del compuesto 53 se realizé empleando hidrégeno y paladio sobre carbono al
10 % como catalizador. EI compuesto 99 se obtuvo como un aceite incoloro y en un
rendimiento del 98 %. Esta reaccion fue estereoespecifica, obteniéndose un sélo
diastereoisdmero. La especificidad de la reaccién se atribuyo a la estabilidad del producto
formado (termodindmicamente mas estable). Al estudiar la conformacion silla de este
esteroisdbmero, se aprecia que tres de los cuatro sustituyentes voluminosos se encuentran en
posicion ecuatorial (Figura 37). En el caso contrario, si el grupo metiléster se encontrara en
posicion P, este esteroisomero poseeria dos sustituyentes axiales y dos ecuatoriales (menos

estable).**
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H H H H
99

Figura 37. Comparacion de las conformaciones de silla de los posibles productos de la
hidrogenacion catalitica de 53.

El espectro de RMN-H del compuesto 99 no muestra el protén vinilico que posee 53 (5
6,89 ppm), lo que junto con la aparicion de una nueva sefial cercana a 6 1.90 ppm (2H, m),

asignada como H-2, confirma la reduccion del doble enlace.

Posteriormente, el compuesto 99 se redujo empleando LiAlH,4 en dietil éter anhidro. La
reaccion produjo el alcohol 100, como un aceite transparente, en un 75 % de rendimiento.
La formacion de este producto se confirmé por la desaparicién de la sefial de RMN-'H
correspondiente al metil éster, y por la aparicién de una nueva sefial atribuida a los
hidrégenos —-CH,OH a 6 3,57 (2H, d, J = 2,5 Hz).

El aldehido 101 se obtuvo a partir de la oxidacién con PCC del alcohol 100 en un
rendimiento del 51 %, como un aceite transparente. La reaccion se confirmé al observar
una nueva sefial en el espectro de RMN-'*C a & 203,0 ppm que corresponde al carbono
carbonilico. En el espectro de RMN-'H se aprecia el proton del aldehido como un singlete a
09,58 ppm.

Finalmente, la amina primaria 102 se obtuvo como un aceite incoloro mediante la
aminacion reductiva del aldehido 101, y con un rendimiento del 33 %. La determinacion
estructutral del compuesto 102 estuvo basada en que el espectro de RMN-'*C no presenta la
sefial caracteristica del grupo carbonilo, y se aprecia una sefial en el espectro de RMN-'H
cercana a 6 3,50 ppm correspondiente a los dos hidrégenos contiguos al grupo amino (-
CH,-NHy).

La estereoquimica del carbono C-1 en los compuestos 99, 100, 101 y 102, se determind

utilizando el aldehido 101, debido a la mejor resolucion que presentaban las sefiales en el
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espectro RMN-"H. Se realizé un experimento de RMN NOESY. Se irradi6 selectivamente
la sefial correspondiente al hidrégeno H-1 (6 2,45 ppm) y se observd que presentaba un
efecto NOE con el hidrégeno H-5 (6 3,55-3,49 ppm) (Figura 38). Esta interaccion es del
tipo 1,3-diaxial (Figura 39).

T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 38. Arriba: espectro de protones NOESY del compuesto 101, donde se aprecia la
sefial irradiada correspondiente a H-1; esta presenta NOE con H-5. Abajo: espectro de

protones del aldehido 101.

OMe m

H H

MeO OM
© WOME MeO—)-OMe
Voo CHO
H

CHO H

101

Figura 39. Diagrama de silla del compuesto 101. Se indica la interaccion 1,3-diaxial entre

los hidrégenos H-1 y H-5.
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5.7 Sintesis de nuevas aminonaftoquinonas con fragmento de (-)-acido shikimico

Una vez obtenida la amina primaria 102, derivada del (-)-acido shikimico, se procedio a
hacerlas reaccionar con las naftoquinonas (43a y 71) empleadas anteriormente para la

sintesis de los nuevos 6-aza-analogos de anguciclinona.
5.7.1 Reaccion de la amina primaria 102 con 1,4-naftoquinona

Se hizo reaccionar la amina 102 con la quinona 43a mediante una adicion de tipo aza-
Michael, empleando CeCl3x7H,O como catalizador y etanol como solvente. La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente por 18 horas, obteniéndosela aminonaftoquinona

103 como un aceite naranja y con un rendimiento del 22 % (ver Esquema 26).

\OMe

EtOH

OMe
MeO “OMe
CeCl3 *\
H,N"

22%

43a 102 103

Esquema 26. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 18 h.

La determinacion estructural de este compuesto se hizo mediante las técnicas de RMN
monodimensional y bidimensional. En el espectro de RMN-"H se destacan las siguientes
sefiales: un singlete ancho a & 6,04 ppm asignado como el hidrégeno de la amina, un
singlete a & 5,69 ppm correspondiente a H-3, y tres sefiales singletes a 6 3,42 ppm, 6 3,39
ppm, y 6 3,28 ppm correspondientes a los tres grupos metoxilos. En el espectro de RMN-
BBC se observan dos sefiales, a & 182.9 ppm y & 181.7 ppm, correspondientes a los
carbonilos en la posicion C-4 y C-1, respectivamente. El carbono carbonilico C-4 (6 182.9
ppm) fue asignado a partir de una correlacion HMBC 3Jic de H-5 (& 8.01 ppm) con C-4.
Por otra parte, en el espectro HMBC-RMN, H-3 (6 5.74 ppm) presenta una correlacion
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HMBC 2Jic con C-4 y una correlacién HMBC 2Juc con C-1 (5 181.7). Adicionalmente, el

hidrégeno de la amina posee una correlacion HMBC 2Jyc con C-1 (ver Figura 40).

OMe
I%eo “OMe

103

Figura 40. Correlaciones HMBC %Jyc (flechas azules) y “Jyc (fleca roja).
5.7.2 Reaccion de la amina 102 con juglona

Se hizo reaccionar la amina 102 con juglona (71) empleando CeCl3x7H,0 como catalizador
para favorecer la adicion de tipo Michael. Se obtuvo el compuesto 104 como un aceite

naranja y con un 18 % de rendimiento (Esquema 27).

o OMe MeO \OMe
MeO “OMe
(1]
+
: TEOH
OH O “NH, OH O
71 102 104

Esquema 27. Reactivos y condiciones: CeClsx7H,0, EtOH, ta, 18 h.

La determinacion estructural se hizo mediante técnicas de RMN 1D y 2D. En el espectro de
RMN-'H se aprecia una sefial singlete que integra para un hidrégeno a & 11,52 ppm,
correspondiente al grupo hidroxilo en C-8, un singlete ancho a 6 6,00 ppm, correspondiente
al hidrégeno de la amina, y un singlete a 6 5,72 ppm, asignado como H-3. En el espectro de
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RMN-3C se aprecian dos sefiales a & 185,9 ppm y & 182,2 ppm correspondientes a los dos
carbonos carbonilicos en C-4 y C-1, respectivamente. La regioselectividad de esta reaccion
fue determinada mediante correlaciones heteronucleares HMBC, en donde H-3 (& 5,72
ppm) muestra correlaciones HMBC 3J con C-4a (8 133,4 ppm) y C-1 (5 182,2 ppm), y
HMBC 2J con C-4 (8 185,9 ppm). Por otra parte, H-6 (5 7,13 ppm) presenta correlaciones
HMBC 3] con C-4a y con C-8 (8 161,7) (Figura 41). De este modo se ha determinado la
estructura de 104 de manera inequivoca y se ha comprobado que la reaccion es

regioselectiva.

104

Figura 41. Correlaciones HMBC ®Jyc (flechas azules) y 2Juc (fleca roja).

La regioselectividad en las reacciones tipo Michael, donde se hace reaccionar una amina
con juglona, ha sido reportada. Cuando se ocupa un catalizador metélico se obtiene,
generalmente, un solo regioisomero. Esto ocurre porque el catalizador coordina con el
oxigeno del grupo carbonilo opuesto al hidroxilo, favoreciendo la adicion 1,4 sobre el

carbono C-3 de la juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona).*??

5.7.3 Reaccion de la amina 102 con 7-bromo-5,8-quinolindiona

Se intentd hacer reaccionar la amina primaria 102 con la naftoquinona 79 bajo las mismas
condiciones empleadas anteriormente con las otras quinonas, sin embargo, no se pudo

llegar al compuesto deseado; obteniéndose sélo productos de descomposicion.
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5.8 Sintesis de aminonaftoquinonas a partir de aminas comerciales.

Con el objetivo de estudiar cémo varia la actividad citotdxica de las aminonaftoquinonas
dependiendo de los diversos patrones de sustitucion, se procedid a hacer reaccionar dos
aminas comerciales con las naftoquinonas 43a, 71, y 79, empleadas en la sintesis de la serie

de 6-aza-anguciclinonas.
5.8.1 Reaccion de 3,4,5-trimetoxibencilamina con 1,4-naftoquinona

Se hizo reaccionar 3,4,5-trimetoxibencilamina (105) con 43a empleando etanol como
solvente y CeCl3x7H,0 como catalizador (Esquema 28). La mezcla de reaccién se agito a
temperatura ambiente por 72 horas. Luego se concentrd a presion reducida y el crudo
resultante se purificé por CC con gradiente de polaridad, empleando mezclas en diferentes
proporciones de acetato de etilo/hexano. El producto resultante (106) se obtuvo como un

solido rojo, en un 35 % de rendimiento.

OMe

O MeO OMe

CeCl,
+ _

EtOH
35%

o) H,N °

43a 105

Esquema 28. Reactivos y condiciones: CeClsx7H,0, EtOH, ta, 72 h (35 %).

La caracterizacion del compuesto 106 se hizo mediante RMN. En el espectro de RMN-'H
se aprecia un singlete a 6 6,52 que integra para dos hidrdégenos, asignado a los hidrégenos
aromaticos H-2’ + H-6’. Ademas, se observa un singlete ancho a 4 6,19, correspondiente a -
NH-, y un singlete a & 5,80 que integra para un hidrogeno, correspondiente a H-3. Al
analizar el espectro de RMN-'3C, se observan dos sefiales correspondientes a los carbonos
carbonilicos C-4 y C-1 a6 183,1 ppm y & 181,8 ppm, respectivamente. También se observa
una sefial con fase negativa en el espectro DEPT-135 a 6 47,2 ppm, asignada como -CH,N-.
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5.8.2 Reaccion de 3,4,5-trimetoxibencilamina con juglona

Se hizo reaccionar la amina 105 con juglona (71) empleando etanol como solvente y
CeCl3x7H,0 como catalizador (Esquema 29). La mezcla de reaccion se agito por 72 horas
y luego se evaporo el solvente a presion reducida. El crudo resultante se purificé por CC,

dando como resultado el compuesto 107 como un sélido rojo en un 31 % de rendimiento.

I%eo
_cecly
EtOH
OH O 31%

OH O

71 105 107

Esquema 29. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 72 h (31 %).

En el espectro de RMN-"H del compuesto 107 se puede observar una sefial a & 11,53 ppm
correspondiente al hidrogeno del hidroxilo en C-8 (Ar-OH), un singlete ancho a 4 6,16 ppm
correspondiente a -NH-, y un singlete a 6 5,79 ppm, asignado a H-3. En el espectro HMBC
se observa que H-5 (& 7,63 ppm) presenta correlaciones HMBC J,;c con C-7 (& 122,4 ppm)
y con C-4 (3 186,0 ppm). El hidrégeno del hidroxilo Ar-OH (6 11,53 ppm) en C-8, también
presenta una correlacién HMBC 3J,,c con C-7. Por otra parte, H-3 muestra una correlacion
HMBC 2J,4c con C-4 (Figura 42).

l%eo

107

Figura 42. Correlaciones HMBC *Jyc (flechas azules) y “Juc (fleca roja).
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5.8.3 Reaccion de 3,4,5-trimetoxibencilamina con 7-bromo-5,8-quinolindiona

Se hizo reaccionar la amina 105 con 5,8-quinolindiona (79), empleando etanol como
solvente y CeCl3x7H,O como catalizador (Esquema 30). La mezcla de reaccion se agito por
24 horas y luego se evaporo el solvente a presion reducida. El crudo resultante se purifico
por CC, dando como resultado el compuesto 108 como un solido rojo en un 42 % de

rendimiento.

Cecg
EtOH
42%

79 105 108

Esquema 30. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 24 h (42 %).

La caracterizacion del compuesto 108 se hizo mediante técnicas de RMN 1D y 2D. En el
espectro de RMN-"H se aprecia una sefial a § 9,02 ppm (1H, d, J = 2,9 Hz) correspondiente
a H-7. Por otra parte, H-5 aparece como un doblete a 6 8,36 ppm (1H, d, J = 7.6 Hz). La
sefial asignada como H-3 aparece a 6 5,86 ppm (1H, s). Adicionalmente, se observa un
singlete ancho a & 6,14 ppm correspondiente al hidrogeno de la amina (-NH-). En el
espectro de RMN-C se aprecian dos sefiales correspondientes a los carbonilos C-4 (3
179,6 ppm) y C-1 (6 191,1 ppm). En el espectro HMBC, H-5 a presenta correlaciones
HMBC 3Jiic con el carbono carbonilico C-4 a § 179,6 ppm, con C-7 (5 153,7 ppm) y con el
carbono cuaternario C-8a (6 155,1 ppm), mientras que el hidrégeno H-3 (6 5,86 ppm)
presenta una correlacion HMBC %Jyc con el carbono carbonilico C-4 (5 179,6 ppm) (Figura
43).
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108

Figura 43. Correlaciones HMBC *Jc (flechas azules) y “Juc (fleca roja).

Se observa que al igual que en el caso de la reaccion con juglona, esta fue regioselectiva.
La adicion tipo Michael ocurrio en el carbono C-7 de la quinona 79. En este caso, la
regioselectividad se atribuye a la presencia de bromo. Al utilizar una naftoquinona
halogenada, el halégeno orienta la adicion.'® En el caso de utilizar 5,8-quinolindiona sin
halogenar, se pueden formar dos isémeros, con adicion en el carbono C-6 o C-7 de la
quinona.’* Jiang y Wang en el afio 2009 reportaron el uso de un catalizador de oro (I11)

para obtener un regioisémero de adicién en C-6.%°

5.8.4 Reaccidn de bencilamina con 1,4-naftoquinona

Se hizo reaccionar bencilamina (109) con 1,4-naftoquinona (43a) empleando etanol como
solvente y CeCl3x7H,O como catalizador (Esquema 31). La mezcla de reaccion se agito por
36 horas y luego se evaporo el solvente a presion reducida. El crudo resultante se purifico
por CC, dando como resultado el compuesto 110 como un sélido rojo en un 24 % de

rendimiento.

0O
CeCl3
+
EtOH
@)

24%
H,N ’

43a 109 110

Esquema 31. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 36 h (24 %).
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La estructura del compuesto 110 se determin0 mediante técnicas de RMN
monodimensionales. En el espectro de RMN-'H se observan varias sefiales en la regién
caracteristica de los hidrogenos aromaticos, cuyas integrales en total suman 9 hidrégenos.
También se aprecia, un singlete ancho a 6 6,24 ppm correspondiente al hidrogeno de la
amina (-NH-), un singlete a & 5,80 ppm, correspondiente a H-3, y un singlete a 6 4,38 ppm,
que integra para dos hidrégenos, asignado a -CH,N-. En el espectro de RMN-**C se
aprecian las dos sefiales correspondientes a los carbonilos C-1y C-4, a 6 181,8 y 6 183,1
ppm, respectivamente. C-3 aparece con un desplazamiento de & 101,7 ppm. En el espectro
de DEPT-135 se aprecia una sefial con una fase invertida a 6 46,8 ppm asignada como -

CH,NH-. Los datos espectroscépicos son concordantes con la literatura.™
5.8.5 Reaccion de bencilamina con juglona

Se hizo reaccionar bencilamina (109) con juglona (71), empleando etanol como solvente y
CeCl3x7H,0 como catalizador (Esquema 32). La mezcla de reaccion se agito por 4 dias y
luego se evaporé el solvente a presion reducida. El crudo resultante se purifico por CC,

dando como resultado el compuesto 111 como un sélido rojo en un 49 % de rendimiento.

0
_ceCly
+
T EoH
49%
OH O

OH O HoN

71 109 111

Esquema 32. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 4 d (49 %).

La estructura del compuesto 111 se determin0 mediante técnicas espectroscopicas de RMN
mono y bidimensionales. En el espectro de RMN-'H se observa una sefial singlete a & 11,53
ppm, que integra para uno, correspondiente a Ar-OH. En la regién de los hidrégenos
aromaticos, se destaca una sefial doblete a & 7,64 ppm (d, J = 8,2 Hz) asignada como H-5.

A & 5,78 ppm, aparece una sefial singlete asignada como H-3. En el espectro de RMN-"C,
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las sefiales correspondientes a los carbonilos aparecen a 6 185,9 ppm (C-1) y 6 182,3 ppm
(C-4). En el espectro de HMBC, H-3 presenta correlaciones *Jic con el carbono carbonilico
C-1 (6 1859 ppm) y con el carbono cuaternario C-4a (6 133,3 ppm). La sefal
correspondiente a H-5 (5 7,64 ppm,) presenta una correlacién HMBC 3Jic con C-7 (8 161,7
ppm) y una %Juc con C-4a (8 133,3 ppm) (Figura 44). El hidroxilo (Ar-OH) posee
correlacién HMBC %Jc con C-7 (5 161,7 ppm).

H/ O
$3)
H O

111

Figura 44. Correlaciones HMBC %Jc en el compuesto 111.

5.8.6 Reaccion de bencilamina con 7-bromo-5,8-quinolindiona

Se hizo reaccionar bencilamina (109) con 7-bromo-5,8-quinolindiona (79) empleando
etanol como solvente y CeCl3;x7H,O como catalizador (Esquema 33). La mezcla de
reaccion se agito por 24 horas y luego se evaporé el solvente a presion reducida. EI crudo
resultante se purificé por CC, dando como resultado el compuesto 112 como un solido rojo

en un 87 % de rendimiento.

(0]
S _CeCly
| +
— EtOH
N Br 87%
(0]

HoN

79 109 112

Esquema 33. Reactivos y condiciones: CeCl3x7H,0, EtOH, ta, 24 h (87 %).
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La estructura del compuesto 112 se determind mediante técnicas espectroscopicas de RMN
mono y bidimensionales. En el espectro de RMN-'H se observa una sefial a & 9,00 ppm,
asignada como H-7. La sefial correspondiente a H-5 aparece a 6 8,34 ppm, seguida por H-6
a & 7,56 ppm. Se aprecia un singlete ancho a 6 6,21 ppm correspondiente al hidrogeno de la
amina -NH-. La sefal singlete a 6 5,86 ppm fue asignada como H-3. En el espectro
HMBC, H-7 muestra correlaciones con C-5 (8 134,8 ppm, *Juc) y con C-6 (126,6 ppm,
2Juc). Por su parte, H-5 presenta correlaciones HMBC con C-8a (5 147,9 ppm, 2Jic), con C-
7 (8 155,1 ppm, *Juc) y con C-4 (8 179,6 ppm, *Juc). Finalmente H-3 muestra una

correlacion 2Juc con C-4 (Figura 45).

112

Figura 45. Correlaciones HMBC %Jc en el compuesto 112.
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5.9 Evaluacion de la citotoxicidad de las aminonaftoquinonas sintetizadas

Se evaluo la actividad citotoxica de los ocho derivados de aminonaftoquinona sintetizados
(103, 104, 106, 107, 108, 110, 111, y 112), determinando el efecto de viabilidad celular en
4 lineas celulares diferentes: PC-3 (cancer de préstata), HT-29 (cancer de colon), MCF-7

(cancer de mama), y HEK (células embrionarias de rifion

126y como linea de control. Los

resultados se presentan en la Tabla 17 expresados como I1Cso M. También se muestra entre

paréntesis el indice de selectividad.

Tabla 17. Actividad citotdxica de los derivados de aminonaftoquinona.

Actividad citotoxica (ICso [UM])

Compuesto Estructura
PC-3 HT-29 MCF-7 HEK
o §¥ 13002 614%05 136401 512+77
o \@ ° (3,9) (0,8) (3,8)
103 _
o H
Que _ 255+90 465+101 212+30 21,7+73
%eot'j\ Ve 0.9) (0.5) (1.0)
104 ,
OH O H
OMe 754 +150 87,1+16,3 297+126 1001+ 154
e OMe (1,3) (1,1) (3,4)
106
C,
o H
o 265+40 644+215 268+39 280+89
ue @ (04) (1,0)
107
sql

OH O
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Tabla 17. Continuacion.

Actividad citotdxica (ICso [UM])

Compuesto Estructura PC.3 HT-29 MCE-7 HEK

QMe 158+11,1 51+112 20,1+116 185+2272

ge OMe (1,2) (3,6) (0,9)
108 | S

N N

H
(0]
o @ 76,1+20,2 51,4+186 40,6+20,8 864 +217
(1,1) (1,7) (2,1)
110 N
H

258+35 418+74 37,7+58 80+94

o
(0]
03) 02) 02)
111 5)
H

OH O
55+12,7 11+12 111+39 28%35

(0]
5 (jf'; ? (0,5) (2,5) (0,3)
N N
o H
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5.10 Relaciones estructura-actividad de las aminonaftoquinonas

Con los datos obtenidos en la Tabla 17, se realiz6 un analisis de relacién estructura-
actividad (SAR) de las aminonaftoquinonas sintetizadas en funcion de los patrones

estructurales del fragmento proveniente de la amina primaria y del fragmento quindnico:

i) Al tomar en consideracion los grupos metoxilo en el anillo del fragmento de la
amina, se observa que estos no producen un efecto significativo en la actividad
(compérese 106 con 110, y 108 con 112), independientemente de si el anillo es
aromatico o saturado (compéarese 104 con 107). Sin embargo, en el caso del
compuesto 103 se observa, al compararlo con 106, que un anillo saturado con tres
centros quirales mejora la actividad y la selectividad en las lineas PC-3 y MCF-7,

posiblemente como resultado de la orientacién que toman los grupos metoxilos.

i) Al considerar el fragmento quindnico, la presencia de un grupo hidroxilo en C-8,
mejoro la actividad levemente en comparacién con los que no tienen sustituyentes
en el anillo de benceno (comparese 106 con 107, y 110 con 111). Por otra parte,
los mejores resultados se obtuvieron, al igual que con la serie de 6-aza-
anguciclinonas, con aquellos derivados que tienen un anillo tipo piridina (108 y
112). Sin embargo, estos compuestos, practicamente, carecen de selectividad por

las lineas tumorales.
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5.11 Comparacion de la citotoxicidad de las aminonaftoquinonas con las 6-aza-

anguciclinonas.

Si se toma en consideracion la actividad junto con la selectividad, el compuesto 103 resultd
ser el mejor de esta serie. Al compararlo con sus homdlogos de la serie de 6-aza-
anguciclinonas, 65 y 66, se observa que 103 muestra mejor actividad en las lineas PC-3 y
MCF-7, sin embargo 66 es mas selectivo que 103 para la linea PC-3. Mientras que el
compuesto 67, cuyo anillo B es aromatico, es més activo que 103 en las tres lineas
tumorales, y ademas es mas selectivo en la linea HT-29. Por lo tanto, la estructura de
tetraciclo es mejor para la actividad y selectividad, en comparacion con los derivados de

cadena abierta, cuando el anillo B es aromatico.
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6. EXPERIMENTAL

Sintesis del éster 51

OH
HO \OH

COOMe

51
A una solucién de (-)-4cido shikimico (1) (1 g, 5,75 mmol) en 50 mL de MeOH, se
agregaron 5 gotas de H,SO,4. La solucion resultante se agité por 24 horas a 65 °C,
transcurrido este tiempo se agregdé NaHCO3 (1 g, 11,90 mmol) y se agitd por otros 30
minutos. La suspension resultante se filtrd, se concentrd y luego se purificé por
cromatografia en columna y se obtuvo el compuesto 51 como un so6lido de color blanco,
con un punto de fusion de 114-115 °C, de forma cuantitativa. (1,1 g, Rendimiento

cuantitativo).

RMN-'H (400 MHz, CDCly): &: 6,78 (1H, dt, J = 1,7, 3,2 Hz, H-2), 4,37-4,35 (1H, m, H-3),
3,98 (1H, dt, J= 5,2, 7,2 Hz, H-5), 3,73 (3H, s, O-CHs3), 3,68 (1H, dd, J= 4,2, 7,2 Hz, H-4),
2,68 (1H, ddd, J = 1,7, 5,2, 18,2 Hz, H-6), 2,19 (1H, ddd, J = 1,7, 5,2, 18,2 Hz, H-6).

RMN-C (100 MHz, CDCly): §: 168,7 (C=0), 139,1 (C-2), 130,2 (C-1), 72,6 (C-4), 68,4
(C-3), 67,2 (C-5), 52,3 (O-CH3), 31,4 (C-6).
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Sintesis del ester de metilo 53

OMe
MeO OMe

COOMe
53

A una solucién de 51 (1 g, 5,31 mmol) en 25 mL de acetonitrilo, se le agrego 2,00 g de
NaOH. La suspension se agitd por 4 horas a temperatura ambiente. Finalizado este tiempo
se agregd 5 mL de CHgl y dejo agitar por 24 h. A la suspension resultante se le agrego una
pequefa de H,SO, para neutralizar el medio y se realiz6 una extraccion liquido-liquido de
una mezcla de AcOEt/Agua. Se procedié evaporar la fase organica a presion reducida.
Posteriormente se agregd 50 mL de MeOH, y 5 gotas de H,SO,. La solucion resultante se
agito por 24 horas a 65 °C, transcurrido este tiempo se agregé NaHCO3 (1 g, 11,90 mmol)
y se agito por otros 30 minutos. La suspension resultante se filtrd, se concentré y luego se
purifico por cromatografia en columna y se obtuvo el compuesto 53 (0,7 g, rendimiento 58
%). [a]p? -117,3 (CH,Cl,, ¢ = 1,19)

RMN-'H (400 MHz, CDCly): &: 6,89 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-2), 4,06 (1H, s, H-3), 3,77 —
3,74 (1H, m, H-5), 3,71 (3H, s, OCHj3), 3,62 (1H, dd, J = 5,9, 3,9 Hz, H-4), 3,47 (6H, s,
OCHs), 3,39 (3H, s, OCHs), 2,58 (1H, ddt, J = 18,6, 4,5, 2,2 Hz, H-6), 2,41 — 2,34 (1H, m,
H-6).

RMN-"C (100 MHz, CDCls): &: 166,8 (C=0), 135,4 (C-2), 128,9 (C-1), 77,0 (C-4), 75,0
(C-3), 74,8 (C-5), 58,6 (OCH3), 57,3 (OCHj3), 51,1 (OCHs), 51,7 (C-8), 26,6 (C-6).
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Sintesis del alcohol 54

OMe
MeO OMe

CH,OH

54

A una solucion del compuesto 53 (1,49, 6,08 mmol) en 30 mL de tolueno anhidro, y a una
temperatura de -20 °C, se afiadieron 12,1 mL de DIBAL-H 1M. Posterior a este paso, la
solucion se llevo a temperatura ambiente y se agitd por 12 horas. A la mezcla de reaccion
se agregd gota a gota 0,5 ml de agua destilada, luego 0,5 ml de una solucién de NaOH al
15 % para finalmente agregar 1,2 mL de agua destilada. La mezcla se dejo6 agitar por 30
minutos para luego filtrar y concentrar. El producto resultante fue purificado por
cromatografia en columna utilizando silica gel como fase estacionaria y AcOEt como fase
movil. El producto obtenido fue un aceite transparente del compuesto 54 (0,9 g,
Rendimiento 77 %). [a]p® -141,2 (CH,Cl,, ¢ = 1,13)

RMN-'H (400 MHz, CDCls): &: 5,79 (1H, sa, H-2), 4,00 (2H, s, CH,OH), 3,97 (1H, sa, H-
3), 3,75 (1H, dt, J = 7,6, 5,8 Hz, H-5), 3,49 (3H, s, OCHa)*, 3,48 — 3,46 (1H, m, H-4), 3,44
(3H, s, OCHg)*, 3,43 (3H, s, OCH3)*, 2,49 (1H, dd, J = 17,8, 5,3 Hz, H-6), 2,27 (1H, sa,
OH), 2,01 (1H, dd, J = 17,2, 6,1 Hz, H-6). (*) Sefales intercambiables.

RMN-*C (100 MHz, CDCls): 5: 139,3 (C-1), 119,4 (C-2), 80,2 (C-4), 75,6 (C-5), 74,2 (C-
3), 66,0 (CH,OH), 58,4 (OCH3)*, 57,7 (OCHz)*, 57,4 (OCHg)*, 30,2 (C-6). (*) Sefiales

intercambiables.
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Sintesis del aldehido 55

OMe
MeO OMe

CHO

55

A una solucion del compuesto 54 (1,13 g, 5,58 mmol) en 20 mL de CH,CI, p.a., se agregé
3,03 g (14,05 mmol) del reactivo PCC. La mezcla de reaccion se agité por 30 minutos,
pasado este tiempo se agreg6 dietil éter para diluir la mezcla de reaccién y se filtr6 en una
columna corta de silice, usando como eluyente acetato de etilo. El filtrado se concentro,
obteniéndose el compuesto 55 como un aceite amarillo claro. (0,6 g, 2,8 mmol, rendimiento
51 %). [o]p®® -364,0 (CH,Cl,, ¢ = 0,58)

RMN-'H (400 MHz, CDCly): &: 9,43 (1H, s, HC=0), 6,66 (LH, sa, H-2), 4,18 (LH, sa, H-
3), 3,83-3,0 (LH, m, H-5), 3,76 — 3,72 (LH, m, H-4), 3,49 (3H, s, 3-OCHs), 3,46 (3H, s, 4-
OCHs), 3,34 (3H, s, 5-OCHs), 2,37 (2H, d, J = 1,6 Hz, H-6).

RMN-C (100 MHz, CDCly): &: 193,4 (C=0), 145,8 (C-2), 138,8 (C-1), 76,4 (C-4), 75,4
(C-3), 74,6 (C-5), 58,4 (4-OCHs), 57,7 (3-OCHj), 57,4 (5-OCHs), 22,8 (C-6).
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Sintesis del aza-dieno 56

OMe
MeO OMe

=

\
NM62

56

Se agreg0 gota a gota reactivo N,N-dimetilhidracina (0,20 mL, 2,66 mmol) a una solucién
del compuesto 55 (0,6 g, 3,00 mmol) en 25 mL de CH,CIl, con MgSO,. La mezcla de
reaccion se agitd por 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, el crudo obtenido se
purifico por columna cromatogréfica, obteniéndose el compuesto 56 como un aceite de
color amarillo. (0,3 g, 1,26 mmol, rendimiento 42 %). [a]p® -272,3 (CH.CI, ¢ =0,72).

RMN-'H (400 MHz, CDCls): &: 6,93 (1H, s, CH=N), 5,84 — 5,80 (1H, m, H-2), 4,09 (1H, t,
J = 3,8 Hz, H-3), 3,80 — 3,75 (1H, m, H-5), 3,53 — 3,49 (1H, m, H-4), 3,50 (3H, s, OCHj)*,
3,46 (6H, s, OCHgz)*, 2,87 — 2,80 (1H, m, H-6), 2,83 (6H, s, N(CHs),), 2,28 (1H, dd, J =
18,1, 6,3 Hz, H-6). (*) Sefiales intercambiables.

RMN-C (100 MHz, CDCl3): &: 137,0 (C=N), 134,9 (C-1), 123,6 (C-2), 80,2 (C-4), 75,5
(C-5), 74,4 (C-3), 58,1 (OCH;)*, 57,5 (OCH)*, 57,1 (OCH:)*, 42,7 (N(CHy)2), 28.2 (C-6).
(*) Sefales intercambiables.
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Sintesis del éster 57

MeO,,!vIe M
O/Kﬂ e
OMe

HO 0

COOMe

57
A una solucion metandlica que contiene 2 g de (-)-4cido shikimico (1), 1,1 mL de
butanodiona, y 5,8 mL de ortoformiato de trimetilo, se le afiadieron 6 gotas de &cido
sulfarico concentrado y se calentd a reflujo por 48 horas. Se enfrié a temperatura ambiente
y se afiadio bicarbonato de sodio para neutralizar. La solucién se deja agitar por unos 5
minutos y luego se filtra. El solvente se remueve por destilacion a presion reducida. El
crudo resultante se extrae en un embudo de decantacidn con acetato de etilo y agua. La fase
organica se concentra y se purifica en una columna de silica gel, eluyendo con una mezcla
acetato de etilo/hexano al 30 % v/v. El producto purificado (57) es un solido transparente
con un punto de fusion de 92,3-93,0 °C. Se obtuvieron 2,4 g (69,2 % de rendimiento).
[a]p> 27,4 (CHCI3, ¢ = 1,28).

RMN-"H (400 MHz, CDCls): §: 6,89-6,87 (1H, m, H-2), 4,36 (LH, t, J = 4,8 Hz, H-3), 4,08
(1H, td, J = 5,8, 10,6 Hz, H-4), 3,73 (3H, s, COOCHs), 3,60 (LH, dd, J = 4,3, 10,8 Hz, H-
5), 3,25 (3H, s, OCHg), 3,23 (3H, s, OCH3), 2,80 (LH, dd, J = 5,8, 17,6 Hz, H-6), 2,26-2,19
(1H, m, H-6), 1,32 (3H, s, CCH3), 1,28 (3H, s, CCHs).

RMN-C (100 MHz, CDCly): 8: 166,5 (COOCHs), 135,1 (C-2), 131,6 (C-1), 100,0
(COCH3), 99,2 (COCHs), 70,5 (C-4), 65,0 (C-5), 62,4 (C-3), 52,0 (COOCHs), 48,0
(OCHs), 47,9 (OCHs), 30,0 (C-6), 17,8 (CCHs), 17,6 (CCHy).
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Sintesis del alchol 58

MeO,,!vIe M
O/* e
OMe

HO Ko

CH,OH

58
Se agreg6 poco a poco 0,4 g de LiAlH, a una solucién del compuesto 57 (1,4 g, 4,6 mmol)
en 30 mL de dietil éter anhidro, a una temperatura de 0 °C. Posterior a este paso, la
solucion se llevo a temperatura ambiente y se agitd por 12 horas. A la mezcla de reaccion
se agregod gota a gota 0,4 ml de agua destilada, luego 0,4 ml de una solucion de NaOH al
15 % para finalmente agregar 1,2 mL de agua destilada. La mezcla se dejo agitar por 30
minutos para luego filtrar y concentrar. El producto resultate fue purificado por
cromatografia en columna utilizado silica gel como fase estacionaria y acetato de etilo
como fase movil. El producto obtenido (58) fue un sélido transparente con un punto de
fusion de 94,5-96,0 °C (0,8 g, Rendimiento 67 %). [a]p>’ +64,1 (CHCls, ¢ = 0,31).

RMN-'H (400 MHz, CDCly): §: 5,84-5,83 (1H, m, H-2), 4,28 (1H, t, J = 4,6 Hz, H-3), 4,15
(1H, td, J = 6,0, 10,7 Hz, H-4) 4,05 (2H, s, CH,0H), 3,62 (1H, dd, J = 4,1, 10,7 Hz, H-5),
3,27 (3H, s, OCH3), 3,26 (3H, s, OCHy), 2,35 (1H, dd, J = 5,9, 16,8 Hz, H-6), 2,17-2,10
(1H, m, H-6), 1,34 (3H, s, CCHs), 1,30 (3H, s, CCHy).

RMN-2C (100 MHz, CDCI3): 5: 140,9 (C-1), 120,3 (C-2), 99,9 (COCHs3), 99,2 (COCH),
71,1 (C-4), 65,7 (CH,0H), 65,4 (C-5), 62,7 (C-3), 48,0 (OCHj), 47,9 (OCHs), 31,2 (C-6),
17,9 (CCHs), 17,7 (CCHs).
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Sintesis del aldehido 59

MeO,JVIe M
O/K’< e
OMe

) R

CHO

59
Se disolvieron 0,34 g (1,24 mmol) de 58 en 20 mL de diclorometano y luego se afiadi6 una
punta de espatula de sulfato de magnesio. Se agitdé por 1 minuto e inmediatamente se
comenz6 a agregar PCC de a poco monitoreando la reaccion mediante TLC cada 10
minutos hasta que desaparecio el reactivo 58. Luego la reaccion se diluyo en dietil éter y se
filtr6 en una columna de silica. Se obtuvo el aldehido 59 (0,17 g, 0,64 mmol, 52 %) como
un aceite incoloro.
[a]o™® +45,6 (CHCI3, ¢ = 0,88).

RMN-"H (400 MHz, CDCls): §: 9,74 (HC=0), 6,69 (1H, d, J = 3,0 Hz, H-2), 4,33 (1H, d, J
= 11,4 Hz, H-4), 4,07-4,00 (1H, m, H-5), 3,25 (3H, s, OCH3), 3,19 (3H, s, OCH3), 2,95
(1H, dd, J = 5,2, 18,2 Hz, H-6), 2,46-2,38 (LH, m, H-6), 1,36 (3H, s, CCHs), 1,28 (3H, s,
CCHb).

RMN-C (100 MHz, CDCls): &: 194,7 (C-3), 192,5 (HC=0), 150,1 (C-1), 138,2 (C-2),
100,2 (COCHjz), 99,2 (COCHs3), 75,6 (C-4), 66,9 (C-5), 48,3 (OCHj), 48,0 (OCH3), 27,0
(C-6), 17,4 (CCHs), 17,4 (CCHy).
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Sintesis del aza-dieno 60
Me

MeO,, M
O/'\‘ e
OMe

0 .0

=

\
NMe,
60

Se agreg6 gota a gota reactivo N,N-dimetilhidracina (0,03 mL, 0,4 mmol) a una solucién
del compuesto 59 (0,1 g, 0,37 mmol) en 25 mL de CH,Cl, con una punta de espatula de
MgSQ,. La mezcla de reaccion se agitd por 16 horas a temperatura ambiente. Finalmente,
el crudo obtenido se purificé por columna cromatografica, obteniéndose el compuesto 60
como un solido de color amarillo con un punto de fusion de 97,0-97,9 °C (0,04 g,
rendimiento 32 %). [a]p™ +51,2 (CHCl3, ¢ = 0,88).

RMN-'H (400 MHz, CDCls): &: 6,78 (1H, s, HC=N), 5,89 (1H, s, H-2), 4,24 (1H, d, J =
11,2 Hz, H-4), 4,09-3,99 (1H, m, H-5), 3,33-3,27 (1H, m, H-6), 3,29 (3H, s, OCHj), 3,22
(3H, s, OCH3), 3,06 (6H, s, N(CH3),), 2,50-2,42 (1H, m, H-6), 1,39 (3H, s, CCH3), 1,25
(3H, s, CCHy).

RMN-*3C (100 MHz, CDCls): 3: 194,1 (C-3), 154,0 (C=N), 127,4 (C-1), 122,7 (C-2), 100,1
(COCHb), 99,1 (COCH3), 74,7 (C-4), 67,4 (C-5), 48,3 (OCHs), 47,9 (OCHs), 42,4 (NCHy),
29,5 (C-6), 17,7 (CCHs), 17,6 (CCHy).
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Sintesis del éster 61

COOMe

61

Se agregaron 2,0 g de 51 (10,6 mmol) a 20 mL de acetona y se agitd hasta formar una
solucion. Luego se agregaron 1,86 mL de 2,2-dimetoxipropano (14,6 mmol) y 0,6 g de
acido p-toluensulfénico. La suspension se agitd por 24 horas a temperatura ambiente;
finalizado este tiempo, el solvente se filtrd y se evapor6 hasta sequedad a presion reducida.
El crudo obtenido fue purificado por CC y se obtuvieron 2,4 g del compuesto 61 como un

aceite amarillo palido, y con un 99 % de rendimiento.

RMN-'H (400 MHz, CDCls): &: 6,85 (1H, d, J = 0,8 Hz, H-2), 4,70 (1H, dd, J = 4,3, 4,8
Hz, H-3), 4,05 (1H, dd, J = 6,8, 8,0 Hz, H-4), 3,87-3,82 (1H, m, H-5), 3,71 (3H, s, O-CHj3),
2,71 (1H, dd, J = 17,6, 4,4 Hz, H-6), 2,20 (1H, dd, J = 16,0, 4,1 Hz, H-6), 1,38 (3H, s,
C(CHs3),)*, 1,34 (3H, s, C(CHg)2)*. (*) Sefales intercambiables.

RMN-"C (100 MHz, CDCls): &: 166,6 (C=0), 133,9 (C-2), 130,3 (C-1), 109,6 (C(CHs),),
77,7 (C-4), 72,1 (C-3), 68,5 (C-5), 52,1 (O-CHs), 29,2 (C-6), 27,8 (C(CH3),)*, 25,6
(C(CH3)2)*. (*) Senales intercambiables.
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Sintesis del alcohol 62

CH,OH

62

A una solucién de 61 (1,22 g, 5,36 mmol) en 30 mL de tolueno anhidro a 0 °C, se le afiadid
gota a gota 10,8 mL de DIBAL-H (1 M en tolueno). Luego la solucién se llevéd a
temperatura ambiente y se agité por dos horas. Transcurrido este tiempo, se hizo un work-
up agregando primero 0,5 mL de agua, manteniendo la temperatura baja con un bafio de
hielo, luego 0,5 mL de NaOH 15 %, seguidos de 1,0 mL de agua. Se agit6 la mezcla por 30
minutos a temperatura ambiente. Luego se afiadié un poco de sulfato de magnesio anhidro
y la suspension resultante se filtré al vacio. El solvente se evaporo a presion reducida y el
crudo se purifico por CC, obteniéndose el compuesto 62 como un aceite transparente, con

un rendimiento del 63 %.

RMN-'H (400 MHz, CDCls): &: 5,82 (1H, s, H-2), 4,65 (1H, d, J=8,0 Hz, H-3), 4,05 (2H,
s, O-CH,), 3,99 (1H, t, J=4, Hz, H-4), 3,82 (1H, dt, J= 4,0, 8,0 Hz, H-5), 2,48 (2H, sa, OH),
2,33 (1H, dd, J= 16,0, 4,0 Hz, H-6), 2,15 (1H, dd, J= 16,0, 8,0 Hz, H-6), 1,45 (3H, s,
C(CHs3),)*, 1,38 (3H, s, C(CHg)2)*. (*) Sefiales intercambiables.

RMN-3C (100 MHz, CDCl5): 6 140,84 (C-1), 118,18 (C-2), 109,26 (C(CHs),), 79,05 (C-
4), 72,64 (C-3), 69,24 (C-5), 65,50 (CH,-OH): 31,15 (C-6), 28,23 (C(CHj3)2)*, 25,83
(C(CHa)2)*. (*) Sefiales intercambiables.
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Sintesis del aldehido 63

O WOH

CHO

63

A una solucién de 1,39 g (6,93 mmol) de 62 en 20 mL de CH,CI; se agregaron 2,25 g de
PCC. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente por 2 horas. Luego la mezcla se filtro por
gel de silice y el filtrado se purificd por CC. Se obtuvo 1,00 g de 63 con un rendimiento del

73 % como un aceite amarillo claro.

RMN-'H (400 MHz, CDCly): &: 9,54 (1H, s, CHO), 6,73 (1H, d, J = 1,56 Hz, H-2), 4,86
(1H, m, H-3), 4,19 (1H, t, J = 6,6 Hz, H-4), 3,94 (1H, dt, J= 4,5, 7,5 Hz, H-5), 2,69 (1H, da,
J=17,4 Hz, H-6), 2,18 (1H, dd, J= 17,5, 7,5 Hz, H-6), 1,43 (3H, s, C(CH3)2)*, 1,41 (3H, s,

C(CHj3),)*. (*) Sefales intercambiables.

RMN-C (100 MHz, CDCls): 8: 194,0 (C=0), 145,2 (C-2), 140,8 (C-1), 109,3 (C(CHa),),
79,1 (C-4); 72,6 (C-3), 69,2 (C-5), 65,5 (CH,-OH), 31,2 (C-6); 28,2 (C(CHs),)*; 25,8
(C(CHa)2)*. (*) Sefiales intercambiables.
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Sintesis de aza-dieno 64

O WOH

—

\
NM62
64

A una solucion de 63 (1,0 g, 5,05 mmol) en 30 mL de CH,ClI, se afiadieron 0,6 mL (8,1
mmol) de 1,1-dimetilhidrazina y 25 mg de MgSO,4. La mezcla se agité por 12 horas a
temperatura ambiente. El solvente se evaporo a presion reducida y el crudo resultante se
purifico por CC. Se obtuvo 1,2 g del aza-dieno 64 (4,91 mmol) como un sélido blanco con
un P.F. 70,5-71,0 °C. EI rendimiento de la reaccién fue de un 82 %. [o]D® = +35,0° (c
=4,01, CHCIy).

RMN-'H (400 MHz, CDCls) §: 6,92 (1H, s, HC=N), 5,79-5,78 (1H, m, H-2), 4,77 (1H, t,
J=50Hz, H-5), 4,04 (1H, dd, J= 6,4, 8,1 Hz, H-4), 3,87-3,81 (1H, m, H-3), 2,98 (1H,
dd, J= 5,0, 16,9 Hz, H-6), 2,87 (6H, s, N(CHs),), 2,28 (1H, sa, C3-OH), 2,13 (1H, dd, J=
9,7, 16,9 Hz, H-6), 1,47 (3H, s, C(CHs),)" 1,40 (3H, s, C(CHs)y)*. (*) Sefiales

intercambiables.

RMN-"C (100 MHz, CDCl;) 8: 138,5 (C-1), 133,4 (C-2), 121,5 (HC=N), 109,2 (C(CHs),),
79,5 (C-4), 73,1 (C-5), 69,6 (C-3), 42,6 (N(CHs),), 29,2 (C-6), 28,3 (C(CHs),), 25,9
(C(CHa)y).
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Reaccion de aza-dieno 56 con 1,4-naftoquinona

A una solucion de 300 mg del aza-dieno 56 (1,24 mmol) en acetonitrilo (30 mL), se le
afiadieron 1,90 mmol de 1,4-naftoquinona y se calentd a reflujo por 3 dias. Luego se
evaporé el solvente a presion reducida y se purificaron los productos mediante CC. Se

obtuvieron los compuestos 65, 66 y 67.
Del compuesto 65 se obtuvieron 34,6 mg (7 %) de un sélido de color rojo. P.F. = 128,5 °C.

OMe
“OMe

'H-RMN (400 MHz, CDCls) §: 8,05 (1H, dd, J = 7,7, 1,2Hz, H-11), 7,96 (1H, dd, J = 7,2,
1,3 Hz, H-8), 7,67-7,59 (2H, m, H-9 + H-10), 6,00 (1H, d, J = 0,7 Hz, H-5), 4,25 (1H, d, J =
10,0 Hz, H-12b), 3,73 (1H, m, H-3), 3,66 (LH, dd, J = 5,7, 3,0 Hz, H-2), 3,57 (3H, s, 2-
OCH;), 3,38 (1H, dd, J = 10,0, 2,8 Hz, H-1), 3,38 (3H, s, 3-OCHb), 3,23 (3H, s, 1-OCHy),
2,70 (6H, sa, N(CHs)), 2,35 (1H, dd, J = 14,0, 1,8 Hz, H-4), 2,23 (1H, dd, J = 14,0, 1,8 Hz,
H-4).

BC-RMN (100 MHz, CDCls) &: 183,4 (C-12), 181,1 (C-7), 146,0 (C-6a), 133,2 (C-9),
133,0" (C- 7a), 132,5" (C-11a), 132,2 (C-10), 126,0 (C-8), 125,7 (C-11), 118,6* (C-12a),
118,6* (C-4a), 118,4 (C-5), 85,0 (C-1), 77,7 (C-3), 77,0 (C-2), 59,1 (2-OCHs), 58,2 (1-
OCH3), 56,4 (3-OCHs), 44,2 (N(CHs),), 34,4 (C-12b), 31,1 (C-4). (*#) Sefiales
intercambiables. HRMS (ESY): m/z calculado para CyHxN»Os [M + H]": 398,1842;
encontrado 354,1449 [M — NMe,]".
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Del compuesto 66 se obtuvieron 101,4 mg (23 %) de un sélido de color morado. P.F. =
161,5 °C.

OMe
“OMe

'H-RMN (400 MHz, CDCl5) §: 8,12 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-11), 8,00 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-
8), 7,70 (1H, dd, J = 7,7, 7,5 Hz, H-9), 7,60 (1H, t, J = 7,5 Hz, H-10), 6,77 (1H, s, H-6),
5,99 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-5), 4,29 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-12b), 3,77 (LH, m, H-3), 3,64
(1H, sa, H-2), 3,58 (3H, s, 2-OCHy), 3,50 (1H, dd, J = 10,0, 2,0 Hz, H-1), 3,38 (3H, s, 3-
OCHj), 3,26 (3H, s, 1-OCHs), 2,35 (1H, dd, J = 14,0, 1,8 Hz, H-4), 2,23 (1H, dd, J = 14,0,
1,3 Hz, H-4).

BC-RMN (100 MHz, CDCls) &: 182,9 (C-12), 180,5 (C-7), 139,8 (C-6a), 134,6 (C-8), 133,
8 (C- 7a), 131,8 (C-10), 130,2 (C-11a), 126,4 (C-11), 125,7 (C-9), 118,6 (C-5), 115, 6 (C-
43), 110,5 (C-12a), 83,9 (C-1), 77,7 (C-3), 77,4 (C-2), 59,1 (2-OCHj3), 58,0 (1-OCHs3), 56,7
(3-OCHs3), 34,7 (C-12b), 31,3 (C-4). HRMS (ES"): m/z calculado para C,oH»NOs [M +
H]": 555,1420; encontrado 556,1526.
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Del compuesto 67 se obtuvieron 87,6 mg (20 %) de un sélido de color marrén. P.F. = 184,8
°C.

OMe
I%eo .OMe
X
L
N
0]
67

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) &: 8,83 (1H, s, H-5), 8,34-8,32 (1H, m, H-8), 8,25-8,22 (1H,
m, H-11), 7,82-7,80 (2H, m, H-9, H-10), 6,19 (1H, d, J = 2,8 Hz, H-1), 4,09-4,01 (1H, m,
H-3), 3,62 (3H, s, OCH3), 3,59 (1H, m, H-4), 3,56 (3H, s, OCHs), 3,50 (3H, s, OCHs), 3,45
(1H, dd, J = 7,6, 2,9 Hz, H-2), 2,89 (1H, dd, J = 17,4, 5,0 Hz, H-4).

BC-RMN (100 MHz, CDCls) &: 185,2 (C-7), 181,4 (C-12), 154,0 (C-5), 148,2 (C-6a),
145,2 (C-12b), 137,4 (C-4a), 134,5 (C-9), 134,3 (C-10), 134,1 (C-11a), 132,4 (C-12a),
128,0 (C-7a), 127,3 (C-8), 127,2 (C-11), 83,4 (C-2), 75,3 (C-3), 71,5 (C-1), 59,4 (1-OCHy),
58,2 (2-OCHs), 57,5 (3-OCH3), 32,0 (C-4). HRMS (ES'): m/z calculado para
[C20H1sNOs]™: 353,1263; encontrado 353,1371.
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Reaccion del aza-dieno 56 con 2-bromo-1,4-naftoquinona

A una solucion del compuesto 56 (0,31 g, 1,28 mmol) en 10 mL de CH3CN, se le adiciona
2-bromonaftoquinona (0,48 g, 2,02 mmol) y NaHCOg3. La mezcla de reaccion se agito a
reflujo por 4 horas y luego se monitoriz6 por cromatografia en capa fina. El crudo
resultante se llevd a sequedad y se purificd por columna cromatografica, obteniéndose los

compuestos 68 y 69.

El compuesto 68 se obtuvo como unos cristales color &mbar claro, con un punto de fusion
de 117,3-118 ° C (0,09 g, 23 % rendimiento).

68

'H-RMN (400 MHz, CDCly) &: 8,87 (1H, s, H-5), 8,38 — 8,34 (1H, m, H-8), 8,30 — 8,27
(1H, m, H-11), 7,85 — 7,81 (2H, m, H-9, H-10), 6,85 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4), 6,54 (1H, dd,
J=09,6, 5,4 Hz, H-3), 5,99 (1H, s, H-1), 4,19 (1H, dd, J = 5,4, 1,3 Hz, H-2), 3,61 (3H, s, 1-
OCHs), 3,47 (3H, s, 2-OCHy).

BBC.RMN (100 MHz, CDCl3) &: 184,8 (C-7), 181,1 (C-12), 152,7 (C-5), 149,3 (C-6a),
142,3 (C-12b), 134,5 (C-10), 134,4 (C-9), 134,1 (C-11a), 132,7 (C-7a), 132,1 (C-4a), 130,7
(C-3), 128,7 (C-12a), 127,5 (C-8), 127,4 (C-11), 126,3 (C-4), 72,0 (C-2), 71,2 (C-1), 57,8
(1-OCHj3), 56,9 (2-OCH3). HRMS (ES"): m/z calculado para [CioHi1sNO,]": 323,1158;
encontrado 323,1104.
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El compuesto 69 se obtuvo como un aceite amarillo (25 mg, 7 %).

69
'H-RMN (400 MHz, CDCls) &: 9,47 (1H, s, H-5), 8,34-8,32 (1H, m, H-8), 8,14-8,12 (1H,
m, H-11), 7,83-7,75 (3H, m, H-10, H-9, H-3), 7,70-7,69 (1H, m, H-4), 7,33 (1H, d, J = 7,8
Hz, H-2), 4,04 (3H, s, 1-OCHs).

BC-RMN (100 MHz, CDCls) &: 185,36 (C-7), 182,08 (C-12), 157,04 (C-5), 156,71 (C-1),
136,04 (C-6a), 134,23 (C-10), 133,26 (C-9), 132,02 (C-4b), 131,51 (C-3), 127,17 (C-8),
126,27 (C-11), 123,41 (C-12b), 120,31 (C-4), 113,22 (C-2), 56,33 (OCH3;). HRMS (ES™):
m/z calculado para [C1gH11NO3]": 289,0739; encontrado 290,0847.
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Reaccion entre aza-dieno 56 y 5-hidroxi-1,4-naftoquinona

A una solucion del compuesto 56 (0,12 g, 0,49 mmol) en 10 mL de CH3CN, se le adiciona
5-hidroxi-1,4-naftoquinona (0,13 g, 0,73 mmol). La mezcla de reaccién se agit6 a reflujo
por 4 horas, luego se monitoriz6 por cromatografia en capa fina para finalmente dejar
agitando por 12 horas a temperatura ambiente. El crudo resultante se llevo a sequedad y se
purificé por columna cromatografica, obteniéndose el compuesto 72 como un sélido de

color verde, con un punto de fusion 177- 178 ° C. (0,08 g, 45 % rendimiento).

72

'H-RMN (400 MHz, CDCly) &: 11,42 (1H, s, Ar-OH), 7,62 (1H, d, = 7,4 Hz, H-11), 7,57
(1H, dd, J = 8,2, 7,4 Hz, H-10); 7,10 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-9), 6,78 (1H, d, J = 3,1 Hz, H-6),
5,98 (1H, d, J = 4,2 Hz, H-5), 4,26 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-12b), 3,77 (1H, s, H-3), 3,63 (LH,
sa, H-2), 3,56 (3H, s, 2-OCHs), 3,48 (1H, d, J = 10,0 Hz, H-1), 3,37 (3H, s, 3-OCH3), 3,26
(3H, s, 1-OCHy), 2,35 (1H, d, J = 12,5 Hz, H-4), 2,23 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-4).

BC-RMN (100 MHz, CDCls) &: 184,6 (C-7), 182,2 (C-12), 160,1 (C-8), 139,6 (C-6a),
137,3 (C-10), 133,6 (C-11a), 121,9 (C-9), 118,9 (C-11), 118,5 (C-5), 115,9 (C-12a), 113,8
(C-7a), 111,1 (C-4a), 83,9 (C-1), 77,6 (C-3)*, 77,4 (C-2)*, 59,1 (2-OCHj3), 58,0 (1-OCHj),
56,7 (3-OCHs), 34,7 (C-12b), 31,3 (C-4). (*) Sefales intercambiables. HRMS (ES™): m/z
calculado para Cy0H21NOg [M + H]*: 372,1402; encontrado 372,1450.
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Reaccion entre aza-dieno 56 y 5,8-hidroxi-1,4-naftoquinona

A una solucion del compuesto 56 (0,35 g, 1,43 m mol) en 10 mL de CH3CN, se adiciona
5,8-hidroxi-1,4-naftoquinona (0,43 g, 2,26 mmol) La mezcla de reaccion se agité a reflujo
por 4 horas y luego se monitorizé por cromatografia en capa fina para finalmente dejar
agitando a temperatura ambiente. El crudo resultante se llevo a sequedad y se purifico por
columna cromatografica, obteniéndose el compuesto 74, como un sélido de color morado,
con un punto de fusion de 138,5 — 139 ° C (0,31 mg 55 % rendimiento).

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 13,23 (1H, s, 11-OH), 11,65 (1H, s, 8-OH), 7,15 (1H, d, J =
9,1 Hz, H-10)*, 7,05 (1H, d, J = 3,1 Hz, NH), 6,98 (1H, d, J = 9,1 Hz, H-9)*, 5,96 (1H, d, J
= 3,4 Hz, H-5), 4,16 (1H, d, J = 10,2 Hz, H-12b), 3,73 (1H, sa, H-3), 3,66 (1H, sa, H-2),
3,49 (3H, s, 2-OCHy)", 3,45 (1H, dd, J = 10,2, 2,0 Hz, H-1), 3,34 (3H, s, 1-OCHs) *, 3,22
(3H, s, 3-OCHs) *, 2,31 (1H, d, J = 13,8 Hz, H-4), 2,23 (1H, d, J = 13,8 Hz, H-4).

(*,) Sefales intercambiables.

B3C-RMN (100 MHz, CDCls) &: 186,36 (C-12), 182,14 (C-7), 157,0 (C-8), 155,5 (C-11),
140,8 (C-12a), 131,0 (C-9), 1256 (C-10), 118,6 (C-5), 116,3 (C-4a), 111,3 (C-11la)*,
111,2(C-7a)*, 109,6 (C-6a), 83,2 (C-1), 77,5 (C-3)", 76,5 (C-2)*, 58,7 (2-OCHs)*, 57,7 (1-
OCHs) *, 56,6 (3-OCHs) ¥, 34,2 (C-12b), 31,1 (C-4). (***) Sefiales intercambiables. HRMS
(ES™): m/z calculado para CooH2NO7 [M + 2H]™: 387,1318; encontrado 389,1429.
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Bromacion de 8-hidroxiquinolina (75) y 8-hidroxi-2-metilquinolina (76)

Br

\

R N Br
OH

TIR=H (97%)
78 R = CH; (98%)

A una solucién de 75 (1,25 g) y NaHCO;3 (1,25 g) en metanol, se afiadié una mezcla de
bromo (1,25 mL) disuelto en metanol (12,5 mL). Se agitd por 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se le afiadio Na,SO; (0,625 g) y entonces la mezcla fue lavada con agua,
secada con MgSQy, y concentrada a presion reducida. Se obtuvieron 3,16 g del compuesto
77, el cual fue purificado por CC. El compuesto 78 se obtuvo siguiendo los mismos pasos a

partir de 76. La informacién espectroscépica concuerda con la literatura.*
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Sintesis de 7-bromoquinolin-5,8-diona y 7-bromo-2-metilquinolin-5,8-diona

\

R™ 'N Br

T9R=H (53%)
80 R = CH, (70%)

El compuesto 77 (1 g; 3,30 mmol) fue disuelto en acido sulfarico concentrado (7,4 mL) y
HNO; (61 %; 0,9 mL). Se agitd la mezcla por 30 minutos en un bafio de hielo a 0 °C.
Transcurrido este tiempo se le adicion6 agua helada a la reaccion, y se extrajo con CH,Cl,.
De esta manera se obtuvo la quinona 79. La quinona 80 se obtuvo siguiendo el mismo

protocolo a partir de 78. La informacién espectroscépica concuerda con la literatura.®
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Reaccion del aza-dieno 56 con 79y 80

OMe

8IR=H (29%)
82 R = CH; (24%)

A una solucion del aza-dieno 56 (300 mg; 1,24 mmol) en acetonitrilo, se le afiadi6 1,2
equivalente molares de 7-bromoquinolin-5,8-diona (79). La mezcla se calenté a reflujo por
5 horas. Luego se removi6 el solvente a presion reducida y el crudo resultante se purificd

por CC. El compuesto 81 se obtuvo como un sélido marrén. P.F. = 78,8 °C.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 5: 9,16 (1H, dd, J= 4,6, 1,4 Hz, H-9), 8,88 (1H, s, H-5), 8,48
(1H, d, J= 8,2 Hz, H-11), 7,60 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-10), 6,84 (1H, d, J = 9,6 Hz, H-4), 6,55
(1H, ddd, J = 9,6, 5,4, 0,8 Hz, H-3), 5,89 (1H, sa, H-1), 4,18 (1H, dd, J = 5,4, 1,8 Hz, H-2),
3,59 (3H, s, 1-OCHs), 3,44 (3H, s, 2-OCHy).

RMN-C (100 MHz, CDCls) &: 184,0 (C-12), 179,8 (C-7), 166,0 (C-9), 153,0 (C-5), 149,1
(C-6a), 147,5 (C-7a), 142,5 (C-12b), 135,7 (C-11), 132,4 (C-4a), 131,2 (C-3), 131,1 (C-
11a), 128,3 (C-10), 128,0 (C-12a), 126,2 (C-4), 71,8 (C-2), 71,4 (C-1), 57,9 (1-OCHj), 56,9
(2-OCHs). HRMS (ES"): m/z calculado para CigH14N2O4 [M + H]™: 322,0954; encontrado
322,9580.
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El compuesto 82 se obtuvo como un sélido marrén siguiendo el mismo protocolo a partir
de 80. P.F. = 161,2 °C.

RMN-"H (400 MHz, CDCls) &: 8,93 (1H, s, H-5), 8,65 (1H, dd, J= 7,9, 1,4 Hz, H-11), 7,80
(1H, dd, J= 7,9, 4,6 Hz, H-10), 6,88 (LH, d, J = 9,5 Hz, H-4), 6,59 (1H, dd, J = 9,5, 5,4 Hz,
H-3), 5,92 (1H, sa, H-1), 4,22 (1H, dd, J = 5,4, 2,0 Hz, H-2), 3,63 (3H, s, 1-OCH3), 3,48
(3H, s, 2-OCHs), 2,81 (3H, s, 9-CHa).

RMN-3C (100 MHz, CDCls) &: 184,1 (C-12), 179,6 (C-7), 166,0 (C-9), 153,0 (C-5), 149,1
(C-6a), 147,5 (C-7a), 142,2 (C-12b), 135,7 (C-11), 132,1 (C-4a), 130,9 (C-3), 129,0 (C-
11a), 128,4 (C-10), 127,8 (C-12a), 126,1 (C-4), 71,8 (C-2), 71,2 (C-1), 57,8 (1-OCHj3), 56,8
(2-OCHs3), 25,4 (9-CH3). HRMS (ES™): m/z calculado para [CigH1sN204]": 336,1110;
encontrado 335,9479.
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Reaccion del aza-dieno 64 con 7-bromoquinolin-5,8-diona (79)

83

A una solucién del aza-dieno 64 (308 mg, 1,28 mmol) en 10 mL de acetonitrilo, se
agregaron 458 mg (1,92 mmol) de 79. A la mezcla de reaccion se le afiadieron 50 mg de
NaHCO; y se agitd por 24 horas a temperatura ambiente monitoredndose por CCF.
Finalizado este tiempo, el solvente se evaporé y el crudo resultante se purificé por CC. Se
obtuvo el compuesto 83 (120 mg, 0,34 mmol) como un aceite naranja con un rendimiento
del 26 %.

RMN-'H (400 MHz, CDCls) &: 8,88 (1H, dd, J= 4,6, 1,2 Hz, H-9), 8,44 (1H, dd, J=7,8, 1,2
Hz, H-11), 7,63 (1H, dd, J= 7,8, 4,6 Hz, H-10), 6,80 (1H, sa, NH), 5,26 (1H, sa, H-5), 4,19-
4,06 (3H, m, H-1 + H-2 + H-3), 3,71 (1H, d, J = 8,0 hz, H-12b), 2,08 (1H, m, H-4), 2,07
(1H, m, H-4), 1,53 (3H, s, C(CHs3)2)*, 1,28 (3H, s, C(CHz3),)*. (*) Sefiales intercambiables.

RMN-C (100 MHz, CDCl3) &: 180,3 (C-12), 170,9 (C-7), 153,1 (C-9), 146,5 (C-7a),
141,8 (C-6a), 134,4 (C-11), 130,4 (C-11a), 128,2 (C-10 + C-12a), 113,5 (C-4a), 108,0
(C(CHs),), 82,5 (C-5), 76,6 (C-1), 74,9 (C-2), 74,8 (C-3), 29,8 (C-12b), 27,4 (C-4), 26,8
(C(CHa)2)*, 24,0 (C(CHas)2)*. (*) Seiiales intercambiables.
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Sintesis del éster 99

OMe

Meo\i)‘\\OMe

COOMe

99

A una solucion de 53 (1,5 g) en metanol (20 mL), se le afiadieron 140 mg del catalizado
Pd/C 10 %. Se hizo vacio en el balon de reaccion y se incertd un globo con H,. La reaccién
se agito en atmdsfera de hidrogeno durante 20 horas. La reaccion se filtra por un poco de
celita y luego se concentra al vacio. Se obtuvo el producto 99 como un aceite incoloro
(rendimiento 98 %). [a]p>° -25,9 (CHClIs, ¢ = 1,16).

RMN-'H (400 MHz, CDCls) 3: 6,63-6,60 (LH, m, H-3), 3,62 (3H, s, COOCHj), 3,46- 3,43
(1H, m, H-5), 3,41-3,37 (1H, m, H-4), 3,40 (3H, s, OCHj), 3,32 (3H, s, OCHy), 3,31 (3H, s,
OCHs), 2,55-2,48 (1H, m, H-1), 1,95 — 1,84 (2H, m, H-2), 1,83-1,71 (2H, m, H-2, H-6).

RMN-2C (100 MHz, CDCly) &: 172,1 (C-7), 77,3 (C-5), 76,7 (C-4), 76,1 (C-3), 58,4
(OCHs), 56,7 (OCH3); 56,4 (OCH3), 51,5 (COOCHs), 36,0 (C-1), 27,4 (C-2), 26,3 (C-6).

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 144



Sintesis del alcohol 100

OMe

Meo\é‘\\OMe

CH,OH

100

A una solucion del compuesto 99 (1,4 g, 6,86 mmol) en 30 mL de dietil éter anhidro, y a
una temperatura de 0 °C, se agregaron 0,4 g de LiAlH,. Posteriormente esta solucién fue
llevada a temperatura ambiente y se agitd por 12 horas. A la mezcla de esta reaccion se le
afadio 0,4 mL de agua destilada gota a gota, luego 0,4 mL de una solucion de NaOH al 15
% para finalmente agregar 1,2 mL de agua destilada. La mezcla se dejo agitar por 30
minutos para luego ser filtrada y concentrada. Finalmente, el producto resultante fue
purificado por CC, obteniéndose el compuesto 100 (1,1 g, 5,15 mmol, rendimiento del 75

%) como un aceite incoloro, [a]3’” = +33,8 (¢ = 0,4; CHCI5).

RMN-'H (400 MHz, CDCly) &: 3,57 (1H, d, J = 2,5 Hz, CH,OH), 3,50 (1H, sa, CH,OH),
3,38-3,36 (3H, m, H-3, H-4, H-5), 3,36 (3H, s, OCHs), 3,30 (3H, s, OCHj), 3,26 (3H, s,
OCHj), 2,82-2,74 (1H, m, H-1), 1,75-1,68 (2H, m, H-2), 1,27-1,18 (2H, m, H-6).

RMN-C (100 MHz, CDCly) &: 77,6 (C-5), 77,2 (C-4), 76,4 (C-3), 67,5 (CH,OH), 58,5
(OCHs), 56,5 (OCH3), 56,2 (OCH3), 33,1 (C-1), 28,0 (C-2), 26,6 (C-6).
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Sintesis del aldehido 101

OMe

MeO\C')‘\OMe

CHO

101

A una solucién del compuesto 100 (1,28 g, 6,34 mmol) se le afiadieron 20 mL de CH,Cl,,
posteriormente se le agregaron 3,03 g (14,05 mmol) del reactivo PCC. La mezcla se agitd
por 30 minutos, pasado ese tiempo se afiadio dietil éter y el residuo gomoso se filtré en una
columna corta de silice, usando como eluyente acetato de etilo. El filtrado se concentro,
obteniéndose el compuesto 101 (0,65 g, 3,23 mmol, rendimiento 51 %) como un aceite

transparente. [a]3’ = —32,7 (c = 0,6; CH,Cl,)

RMN-'H (400 MHz, CDCls) 8: 9,58 (1H, d, J = 0,9 Hz, HC=0), 3,64 (1H, g, J = 4,4 Hz, H-
4), 3,55-3,49 (1H, m, H-5), 3,44 (1H, m, H-3), 3,42 (s, H-3), 3,35 (3H, s, OCHs), 3,34 (3H,
s, OCHg), 2,45 (1H, m, H-1), 1,93 (1H, dt, J = 12,7, 4,0 Hz, H-6a), 1,84-1,69 (3H, m, H-6b,
H-2).

RMN-"C (100 MHz, CDCls) &: 203,0 (HC=0), 76,9 (C-3), 76,0 (C-5), 75,86 (C-4), 58,4
(OCHs), 57,0 (OCHs), 56,7 (OCHs), 43,6 (C-1), 25,4 (C-2), 24,3 (C-6).
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Sintesis de la amina 102
OMe

Meo\é‘\\OMe

CH,NH,

102

A una solucién del aldehido (101) (0,31 g, 1,51 mmol) en etanol saturado con NH,OAc (20
mL) se le afadio NaCNBHj3 (283 mg, 4,5 mmol) y 10 mL de NH3 28 % acuoso. La mezcla
se agito a reflujo durante 18 horas, luego se dejo enfriar a temperatura ambiente y se

concentro bajo presion reducida.

Luego se agregd una mezcla de agua y acetato de etilo y se le afiadio Na,COs, para
garantizar que la amina esté en su forma de base libre, se separd la fase organica y se volvio
a extraer cuatro veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se concentraron
a presion reducida y el crudo resultante se purificO mediante cromatografia en columna;
obteniéndose 100 mg de la amina primaria 102 (0,49 mmol, rendimiento 33 %) como un
liquido transparente. [a]3” = —26,0 (c = 0,4; CH,Cl,).

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 8: 3,66 (1H, g, J = 3,0 Hz, H-4), 3,56 (1H, m, H-5), 3,53- 3,44
(3H, m, H-3, NCH,), 3,43 (3H, s, OCH3), 3,37 (3H, s, OCHs), 3,32 (3H, s, OCHj), 1,85-
1,69 (3H, m, H-1, H-2a, H-6a), 1,39-1,27 (2H, m, H-2b, H-6b).

RMN-C (100 MHz, CDCly) &: 77,2 (C-3), 76,7 (C-5), 76,2 (C-4), 67,5 (NCH,), 58,3
(OCHs), 56,5 (OCHs3), 56,4 (OCH3), 33,0 (C-1), 28,1 (C-2), 26,5 (C-6).
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Sintesis de la aminonaftoquinona 103

En 20 mL de etanol se afiadieron 100 mg de la amina 102 (0,49 mmol) y 106 mg de la 1,4-
naftoquinona (0,63 mmol), posteriormente se afiadio el catalizador (CeClz-7H,0, 65 mg) y
se calent6 a reflujo por 2 horas para luego dejar agitando por 12 horas a temperatura
ambiente. Trascurrido este periodo, la solucion resultante fue concentrada a presion
reducida y luego se purificd por CC, obteniendo 39 mg de la aminonaftoquinona 103 (0,11

mmol, rendimiento 22 %)

RMN-"H (400 MHz, CDCl3) &: 8,01 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-5), 7,96 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-8),
7,66 (1H, t, J = 7,5 Hz, H-7), 7,55 (1H, t, J = 7,6 Hz, H-6), 6,05 (1H, sa, NH), 5,74 (1H, s,
H-3), 3,61 (1H, m, H-3"), 3,57 (1H, m, H-4"), 3,44-3,37 (4H, m, H-6’, OCHs), 3,36-3,31
(3H, m, OCHg), 3,30-3,26 (3H, m, OCHs), 3,05 (2H, t, J= 6,50 Hz, CH,-N), 1,82-1,69 (2H,
m, H-1°), 1,33 (2H, m, H-2), 1,23-1,19 (1H, m, H-6").

RMN-"C (100 MHz, CDCl3) &: 182,9 (C-4), 181,7 (C-1), 148,0 (C-2), 134,7 (C-6), 133,5
(C-4a), 131,9 (C-7), 130,4 (C-8a), 126,2 (C-5), 126,0 (C-8), 100,7 (C-3), 77,2 (C-3), 76,4
(C-5), 76,1 (C-4), 58,6 (OCH3), 56,7 (OCH3), 56,4 (OCH3), 48,0 (CH,-N), 29,8 (C-1°),
29,3 (C-2°), 28,1 (C-6’). HRMS (ES"): m/z calculado para [CyoH»sNOs]™: 359,1733;
encontrado 359,0766.
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Sintesis de la aminonaftoquinona 104

104

En 20 mL de etanol se afiadieron 100 mg del compuesto 102 (0.49 mmol) y 100 mg de
juglona (0,58 mmol), posteriormente se afiadio el catalizador (CeCl;-7H,0, 65 mg) y la
mezcla se agito a temperatura ambiente por 48 horas. Trascurrido este periodo, la solucion
resultante fue concentrada a presion reducida y luego se purificé por CC, obteniendo 20 mg

de la aminonaftoquinona 104 (0,05 mmol, rendimiento 11 %) como un aceite anaranjado.

RMN-'H (400 MHz, CDCly) 5: 11,52 (1H, s, Ar-OH), 7,61-7,58 (2H, m, H-5, H-6), 7,15-
7,12 (1H, m, H-7), 6,00 (LH, sa, NH), 5,72 (1H, s, H-3), 3,66-3,62 (2H, m, NCH;), 3,45
(3H, s, 3’-OCHj), 3,40 (4H, m, H-3", 5>-OCHj), 3,37 (LH, m, H-5"), 3,33 (3H, s, 4’-OCHy),
3,12-3,09 (1H, m, H-4%), 2,06-1,94 (1H, m, H-1°), 1,85-1,72 (2H, m, H-2"), 1,42-1,32 (2H,
m, H-6).

RMN-%C (100 MHz, CDCls) 5: 185,9 (C-1), 182,2 (C-4), 161,7 (C-8), 147,8 (C-2), 137,7
(C-6), 133,4 (C-4a), 122,2 (C-5), 118,7 (C-7), 114,0 (C-8a), 101,4 (C-3), 77,2 (C-3"), 76,4
(C-5%), 76,2 (C-4") 58,7 (3’-OCHs), 56,8 (5°-OCHs), 56,5 (4’-OCHj), 48,2 (NCH;), 29,9
(C-1°), 29,4 (C-6), 28,3 (C-2").
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Sintesis de la aminonaftoquinona 106

OMe
lgeo OMe
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0 H

106

Se disolvieron 230 mg de 1,4-naftoquinona (1,45 mmol) en 20 mL de etanol absoluto.
Luego se afadieron 60 mg de CeCl3-7H,O como catalizador y se agitdé a temperatura
ambiente por 5 minutos, para luego agregar 0,2 mL de 3,4,5-trimetoxibencilamina (1,17
mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente por 18 horas. Cumplido este
tiempo, se procedio a evaporar el solvente a presion reducida. El crudo resultante se
purificé por CC, obteniéndose 66,3 mg del compuesto 106 como un solido rojo (16 % de
rendimiento). P.F. = 181,0 °C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) 5: 8,07 (2H, m, H-8, H-5), 7,73 (1H, m, H-6), 7,62 (1H, m, H-
7), 6,52 (2H, s, H-2’, H-6"), 6,19 (1H, sa, NH), 5,80 (1H, s, H-3), 4,30 (2H, d, J = 5,4 Hz,
NCH,), 3,85 (6H, s, 3’-OCHj, 5°-OCH3), 3,84 (3H, s, 4’-OCHs).

B3C.RMN (100 MHz, CDCl3) 5: 183,1 (C-4), 181,8 (C-1), 153,7 (C-3, C-5), 147,7 (C-2),
137,7 (C-1°), 134,8 (C-6), 1334 (C-4a), 132,1 (C-7), 131,5 (C-4’), 130,4 (C-8a), 126,3 (C-
5), 126,2 (C-8), 104,6 (C-2’, C-6"), 101,7 (C-3), 60,8 (4’-OCHj3), 56,2 (3’-OCHs, 5’-
OCHj), 47,2 (NCHy).
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Sintesis de la aminonaftoquinona 107
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lgeo OMe

N
oH o N
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Se disolvieron 200 mg de juglona (1,15 mmol) en 20 mL de etanol absoluto. Luego se le
afiadié 65 mg de CeCls - 7H,0O como catalizador, y se agité por 5 minutos. Transcurrido este
tiempo, se procedid a afiadir 0,2 mL de 3,4,5-trimetoxibencilamina (1,17 mmol); la mezcla
se agitod a temperatura ambiente por 7 dias. Finalmente se concentrd a presion reducida y se
purifico el crudo resultante por CC con gradiente de polaridad empleando una mezcla de
acetato de etilo y hexano. Se obtuvieron 133 mg de un sélido de color rojo (31 % de
rendimiento). P.F. =178,3 °C.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) &: 11,53 (1H, s, Ar-OH), 7,65-7,60 (2H, m, H-5, H-6), 7,18-
7,13 (1H, m, H-7), 6,56 (1H, s, H-6"), 6,53 (1H, s, H-2"), 6,16 (LH, sa, NH), 5,79 (1H, s, H-
3), 4,30 (2H, sa, NCH,), 3,86 (6H, s, 3°-OCHa, 5°-OCHj), 3,85 (3H, s, 4’-OCHs).

RMN-*3C (100 MHz, CDCls) &: 190,0 (C-1), 186,0 (C-4), 161,7 (C-8), 153,7 (C-3’, C-5"),
147,5 (C-4"), 137,8 (C-6), 131,3 (C-4a), 122,4 (C-7), 118,9 (C-5), 140,0 (C-8a), 104,7 (C-
6>, C-2°), 102,5 (C-3), 60,9 (4°-OCHs3), 56,3 (3°-OCHa, 5°-OCHs), 47,3 (NCH,).
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Sintesis de la aminonaftoquinona 108
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Se disolvieron 184 mg de 7-bromoquinolin-5,8-diona (79) (0,77 mmol) en 20 mL de etanol
absoluto. Luego se le afiadi6 65 mg de CeCl; -7H,0 como catalizador, y se agitdé por 5
minutos. Transcurrido este tiempo, se procedi6 a afadir 0,2 mL de 34,5-
trimetoxibencilamina (1,17 mmol); la mezcla se agit6 a temperatura ambiente por 24 horas.
Finalmente se concentrd a presion reducida y se purificd el crudo resultante por CC con
gradiente de polaridad empleando una mezcla de acetato de etilo y hexano. Se obtuvieron
116 mg de un solido de color rojo (42 % de rendimiento). P.F. = 172,3 °C.

RMN-'H (400 MHz, CDCls) &: 9,02 (1H, d, J = 2,9 Hz, H-7), 8,37 (1H, d, J = 7,4 Hz, H-5),
7,61 (1H, dd, J = 7,4, 4,4 Hz, H-6), 7,13 (1H, s, H-3), 6,57 (2H, s, H-2’, H-6"), 6,14 (1H,
sa, NH), 5,00 (2H, d, J = 5,5 Hz, NCH,), 3,93 (3H, s, 4’-OCHj3), 3,87 (3H, s, 3’-OCHj3)*,
3,85 (3H, s, 5’-OCHj3)*. * Sefiales intercambiables.

RMN-C (100 MHz, CDCls) &: 191,1 (C-1), 179,6 (C-4), 155,1 (C-7), 153,7 (C-3’, C-5"),
147,8 (C-8a), 137,9 (C-4°), 134,9 (C-2), 132,9 (C-1°), 126,6 (C-4a), 106,7 (C-3), 104,9 (C-
2°)*, 104,7 (C-6")*, 60,9 (4’-OCHs), 56,3 (3°-OCHs)', 56,2 (5°-OCHs) ‘, 50,0 (NCH,). *, '

Sefiales intercambiables.
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Sintesis de la aminonaftoquinona 110
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A una solucién de 300 mg de 1,4-naftoquinona (1.90 mmol) y 60 mg de CeCl;z -7H,0 en
20 mL de etanol absoluto, se le agregaron 0,2 mL de bencilamina (1,83 mmol). La mezcla
de reaccion se agitd a temperatura ambiente por 36 horas. Finalizado el tiempo, se
concentr6 a presion reducida y el crudo resultante se purificé por CC. Se obtuvo el
compuesto 110 como un sélido rojo, en una cantidad de 114 mg (24 % de rendimiento).
P.F.=146,5 °C.

RMN-"H (400 MHz, CDCls) &: 8,10-8,04 (2H, m, H-5, H-8), 7,75-7,71 (1H, m, H-6), 7,64-
7,60 (1H, m, H-7), 7,40-7,31 (5H, m, H-2’, H-3’, H-4’, H-5", H-6), 6,24 (LH, sa, NH), 5,80
(1H, s, H-3), 4,38 (2H, d, J = 5,5 Hz, NCH)).

RMN-C (100 MHz, CDCls) &: 183,1 (C-1), 181,8 (C-4), 147,7 (C-2), 135,8 (C-1°), 134,8
(C-7), 133,5 (C-4a), 132,1 (C-6), 130,4 (C-8a), 129,0 (C-3’, C-57), 128,1 (C-4"), 127,6 (C-
2’,C-6%), 126,3 (C-5)*, 126,2 (C-8)*, 101,7 (C-3), 46,8 (NCH,). * Sefiales intercambiables.
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Sintesis de la aminonaftoquinona 111
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En 20 mL de etanol absoluto se disolvieron 200 mg de juglona (1,15 mmol) y 60 mg de
CeCl3 -7 H,0. La solucién se agit6é por 5 minutos y luego se afiadié 0,2 mL de bencilamina
(1,83 mmol). La mezcla de reaccion se agito por 4 dias, se evaporo el solvente y se purifico
el crudo por CC. Se obtuvieron 156 mg de la aminonaftoquinona 111 como un sélido rojo
(49 % de rendimiento). P.F. = 207,0 °C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3) &: 11,53 (1H, s, Ar-OH), 7,90-7,88 (2H, m, H-5, H-6), 7,41-
7,31 (5H, m, H-2’, H-3’, H-4’, H-5", H-6"), 7,17-7,13 (1LH, m, H-7), 6,22 (LH, sa, NH), 5,78
(1H, s, H-3), 4,39 (2H, d, J = 5,4 Hz, NCH}).

3C.RMN (100 MHz, CDCl3) 5: 185,9 (C-1), 182,3 (C-4), 161,7 (C-8), 147,6 (C-2), 137,7
(C-6), 135,7 (C-1°), 133,3 (C-4a), 129,1 (C-3°, C-5), 128,2 (C-4), 127,7 (C-2’, C-6"),
122,4 (C-7), 118,8 (C-5), 114,0 (C-8a), 102,3 (C-3), 46,9 (NCH).
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Sintesis de la aminonaftoquinona 112

112

En 20 mL de etanol absoluto se disolvieron 200 mg de 7-bromo-quinolin-5,8-diona (79) y
60 mg de CeCl3 -7 H,0. Se agito la solucidn a temperatura ambiente por 5 minutos y luego
se afladido 0,1 mL de bencilamina (0,9 mmol). La reaccion se agité por 24 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se evaporo el solvente mediante presion
reducida y se purificd el crudo resultante mediante CC. Se obtuvieron 185 mg del
compuesto 112 como un solido rojo (87 % de rendimiento). P.F. = 117,0 °C.

RMN-'H (400 MHz, CDCl3) 8: 9,01 (1H, dd, J = 4,4, 1,4 Hz, H-7), 8,38 (1H, dd, J = 7,8,
1,4 Hz, H-5), 7,63 (1H, m, H-6), 7,42-7,38 (2H, m, H-2, H-6"), 7,36-7,33 (3H, m, H-3’, H-
4’ H-5%), 6,21 (LH, sa, NH), 5,09 (2H, d, J = 5,9 Hz, NCH,).

RMN-%C (100 MHz, CDCl3) §: 179,6 (C-4), 155,1 (C-7), 147,9 (C-8a), 137,4 (C-1"), 134,8
(C-5), 129,1 (C-3°, C-57), 128,2 (C-4"), 127,7 (C-2’, C-6), 126,6 (C-6), 49,5 (NCH,).
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7. CONCLUSIONES

Al evaluar la citotoxicidad in vitro de la serie de 6-aza-anguciclinonas, se observo que los
compuestos mas potentes resultaron ser aquellos que poseen como caracteristica estructural
un doble anillo piridinico a ambos lados del nucleo quindnico (81 y 82). A partir de la
ecuacion del modelo 2D-QSAR para la linea MCF-7 (cancer de mama) se concluye que las
variables més importantes para la actividad antitumoral resultaron ser la carga atdmica
sobre el oxigeno del carbonilo en la posicién 7 del sistema anguciclinona, y un anillo D tipo
piridina. A pesar de que se logro establecer una correlacion entre la actividad antitumoral y
la estructura de los compuestos, no se puede concluir si el incremento en la actividad de
estos se debe a una mayor facilidad para formar especies radicalarias de oxigeno (ROS) o
por una mejor interaccion con una posible diana farmacoldgica; lo anterior debido al
desconocimiento del mecanismo de accion de estos compuestos. EI modelo COMFA para la
linea PC-3 (cancer de préstata) nos permite explicar de manera racional las caracteristicas
estructurales que deben poseer los compuestos sintetizados para ser bioactivos contra esta
linea celular; como, por ejemplo, un aomo electronegativo en C-8 y un sustituyente
voluminosos en C-2. Adicionalmente, se concluye que la orientacion espacial de los
sustituyentes juega un papel importante en la actividad citotoxica, por lo que se debe tener

cuidado con la estereoquimica durante la sintesis de nuevos derivados.

Los ensayos de citotoxicidad de las aminonaftoquinonas sintetizadas, permitieron
determinar que los diferentes patrones de sustitucion otorgados por el (-)-acido shikimico y
las aminas comerciales no tienen un impacto significativo en la citotoxicidad. En general

esta serie resultd ser menos activa y menos selectiva que las 6-aza-anguciclinonas.

Se concluye que la estructura tetraciclica de las 6-aza-anguciclinonas conlleva a una mayor
selectividad por las lineas tumorales y una mayor actividad, especialmente aquellos

derivados que presentan un anillo B aromético y/o un anillo de piridina en el anillo D.
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ANEXOS

A continuacién se presentan los espectros de RMN-'H y **C para los compuestos

sintetizados, en orden de aparicion.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM 168



OH
HO WOH
COOMe
51
I
! [
! I,
s e
LA B L L L B AL B AL B AN BN B T LA DL L B | LA B B B
B.0 7.5 7.0 E.5 £.0 5.5 5.0 4.5 .0 3.5 2.0 z.5 z.0 1.5 pem

Espectro *H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



(1 - . =
[ [ - ™
= : X =
z = = o

OH
HO WOH

COOMe
51

GO Anas

&
5
196390

9.3003

9.3663

9.3h512

9.33n61

9.3209
9.3057
a.zoon

9.2703

199

a.1100

06
A6

210

Iy

170 1€0 150 140 lao iz0 110 100 50

Espectro *C.

80

T
70

T
&0

50

40

a0

pEm

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



OMe
MeO OMe
COOMe
53
I
[
L R
T 1 T rrrrrrrrrrr-rrrrrrrr T
2.0 7.5 7.0 8.5 &.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Espectro 'H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



OMe
MeO “OMe
|
!
| COOMe
53
[
1
' [
1
1
[
T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 1E0 150 140 130 120 110 100 &0 B0 70 El 50 10 a0 P

Espectro *C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



T.2590

W

OMe
MeO “OMe
CH,OH
54
|
[ ' |
i
i ’L | (S [
T T T T - T T T T — T I_ - _I T T
7.5 7.0 E_5 E_0 5.5 5.0 2.5 4.0 2.0 2.5 2.0 pPpm

Espectro 'H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



L1490
(NELT|

L hhT3E

T 57 205

119,

139,
. 0128
— bbb, B09s

OMe il
MeO “OMe

CH,OH

54

20,9949

LU B L B AL BLELIL L LRI B BLALELIE AL LA IR ILRLILE LA I B BLELELI B BL
145 140 135 120 125 120 115 110 105 100 355 a0 85 =] 75 70 &5 &0

Espectro *C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



i

i3
T.2601

REEL]

OMe
MeO OMe
CHO
55
1
|
|
| 1
1:I: EIE EI: !IE !I: '.'!E "I: EIE EI: EIE 5.0

Espectro *H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM

Vii



L8k
AT

JTehh
Y2400
ad7e

hE
22T he

193
— kb

— 1306,

OMe
MeO “OMe

CHO

MWW i

210 200 130 180 170 180 150 140 130 120 110 100 20 BO 70 &0 50 40 30 ==

Espectro *C.

viii

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



LAhan

1

JEm— R L

— L. 213k

T

1]

OMe
MeO “OMe
~
\
NM62
56
|
|
! i
' |
l
I "!E "!: EIE EI: E.IE EI: -!IE -!I:

Espectro *H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO -

PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



o= -
=5 i
by

— 136
— 134

OMe
MeO OMe

|
NM62

56 |

(RERE(E]

UENL

hid,

W,

il

Tl BT 1076

A2, BRY9Z

28, 20081

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 385 20 BS [=1u}

Espectro *C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



cvee”
981¢€"

Me
o OMe

Meo, I
o

HO

\\\

COOMe
57

I

— ¥880°€
TNLEETE

2€60°T

80CT" T
LGZ9°0

—_TISPT"9

-

0ceo"T

—0€L0"€

CILO"T

-

LGSO T

— L3232V L

0

0000°T

—VUUUU L

ppm

Espectro 'H.

Xi

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



N N — o) 0 o) — ™M ~ o O) -~ O r~ [e)WTe]
[T9) o e < O — O 0 — O un — O ™ O o
. o) oM O WO [Te) o ™M o Oy © o ~wn
\e] [Te] — . . . . . . . . . . .
[Ve} o o o) O ~ -0 o < N N~~~ o o~ o~
— — — o O S~~~ r~ O O 0 < < (s8] —
Me
MeO,,
. Me
OMe
HO O
|
| || |
COOMe I
|
57
|
!
I I I I I I I I I I I I I I I I I
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro **C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM Xii



0€0€" T —
8Gee T —

€LEO"C
7660°¢C
T€0T ¢
[Ax AN
T6C1°C
€IVI C
0S7T ¢
8LI9T"C
STLT ¢
GEEE"C
€8VE"C
9GLE"C
706€°C

6562 ¢
«o»m.mwuvw

$¥09°€
wqﬂo.mJ//r
wamo.m)//r
LTho £ —>
£970°7

mmﬁﬁ.qj//r
wmmﬂ.qJ//r
omwﬂ.vwmvn
66GT° vV — 7
mﬂwﬁ.quwwm
798T° ¥

079Z° ¥

9GLC ¥
€L8C TV

GE6C G ——

009¢ L ——

Me
o OMe

MeO,,Me
o

‘\\

HO

CH,OH

58

—_28EEE
NLCLO"E

§6cc" 1T

806T"°T

—8¢0T"9

.

7¥80°T

—VVolU L

— 0ST0°¢
9T60°T

———

GELO"T

— ety b

—0000°T

ppm

Espectro *H.

xiii

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



s g — O ~ o O (@] A~ [Q\ITe] -~ -~ o
(o)} O o O O 0 O e ~ oW < W0 e} -~ o
[ee) N (@)} — O O ()] < O ™~ o O O n -
. oY ™ O WO (@] O ™M O o) O) — O ~
= N > o NO6 o ;o =~ = - =~
— — o) O) S~ -~ O O O < < ™ —
Me
MeO,, M
. e
9 oM
e

HO R

CH,OH

58

| |
|
|
I
I I I I I I I I I I I I
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Espectro *C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



SL66 "
60T0"
§GZ0°
T6€0°
9€G50°
c190"
8990°
8ETE"
rere”

908G"
886"

SEVL”

LT ONONONNNNNNNNNNN

T —
T—

R VEANS

5

6 ——

Me
o OMe

\\\

CHO
59

M
MeO,, ©

—=860T"€
NPT €

ELET"T

—cLte bt b

.

8L60°T

—otbU L

—TLIT €
NGc0Z" €

- ———0

8v0C"T

—oVUc L

—8720°T

=< 60660

=0000"T

XV

ppm

Espectro *H.

10

11

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM




O < < o n
oM < — [e)) O N o W A < [e)WTe] [Te) O O
[e)Ne)) O [Te} N ™~ ~ oY o~ — N ™ o~ <
O < o — AN — — OY 0 M O o~ ~N oM w0
.. . N [sple) INelNe] [ee] o™ O o < ™M
[e2e)) [Te) ™ [@ o)) ~ W0 O N O Q ~ -~ o~
— — — — O -~ ) < < N —
Me
MeO,,
. Me
OMe
(0] R
CHO
59
|
I
|
|
m , , L Lo " " PR L Lo b TR RTOT PP T Loabbia Loy b H\ "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Espectro **C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM XVi



Espectro **C.

POLL"9 ——

86GC L —

MWM

— —Coor N

€986°0
88LC ¢

—F680°¢

GZ60°T

—8068°§G
colv ¢

—2188°¢

1¢60°T

0

8800°T

—00cVy b

—LZ%6 "0

0

0000°T

—VUUuU L

XVii

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



Espectro *H.

— — ~ \e) <
— ~ o [ee] ~ o ™M 0 O < [eo] <~ O (o)) wn <
N e [ee] — oM O O N < WO (o)} ™M~ o [Te) [e) W)
— (o)) o ~ — O AN O N e ~ o — — ~ o
. o MmO O~ o N © < [T9] O O
()} [T9) N [eV) [@le)) ~~ o< ~ @ ~ [eV) (o)) ~ -~
— — — — — O - O < < < N —
|
}
Me
MeQO,,
. Me
OMe
0] R©)
~
N
NMe2
60
|
|
I
I
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Espectro **C

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM XViii



M. Cuellar

TOLLTOATOOMNN NN ONO o VWOONWOHO T ON
O HONOM®OTOWVN®DI OO — O O —HTONTSO OO
OO OOITTONNO OO N oo OCONTONSON LMo
COMNONNWVWVWOWOVOWOVLVVWVOINnAN oo NNV 00ONnN
ool e L S e S A ©w SSLOOMNONONOON NN

NN

/
Y

N O 0 WO —H O ONHOMmO I OO
OOV~ OMOOT OO IO
N oO~0ON ANWNOOWWOM
MmO MmmMmom«N MM MOMOANNNO
MmmnmmMmoNnm NANNNNNNN

——1.7165

e
A\
\

OMe
I%eo ~OMe
W
D
(0] NM82
65
|
I |
- bl
i I
" My
ol o™ — @ om|oy | [0 ~ —
o|m O O < MO0 |00 [N [y} ~
oo ()] — o OO |~ |N n o
oo o o o o|o|o N[O r~ —
dlo N - - Al 1<l e " N
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Espectro *H.

NAME M. Cuellar
EXPNO 302
PROCNO 1
Date_ 20170703
Time 16.38
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2930

D 32768
SOLVENT CDC13

NS 8

DS 0

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 574.7

DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

CHANNEL f1

NUC1 1H

Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 400.1338012 MHz
SI 16384

SF 400.1300094 MHz
WDW no

SSB 0

1B 0.00 Hz
GB 0

PC 1.00

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM

XiX



M. Cuellar
EP-111
CDC13

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES

183.4398
181.0863
146.0060
133.2075
133.0292
132.5160
132.2095
__—125.9921
118.6390
118.5876
118.4123
84.9869
77.6979
77.3173
77.0005
76.6823
58.1575
TT—56.4143
44.2191
34.3737
31.1103

TT—125.7040
_-59.1389

=
~
<<

e
~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Espectro **C.

M. Cuellar
303

1

20170704
16.53
spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
CDC13

1024

0
23980.814
0.731836
0.6832628
574.7
20.850
6.00

294.2
2.00000000
0.03000000
1

CHANNEL f1l ===

3C

14.00
-6.00
100.6242995

85.00
6.00

23.00
400.1316005
32768
100.6127724

EM

0
1.00
0
1.40

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

usec
dB
dB
dB
MHz

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM

XX



M. Cuellar

EP-101
CDC13
NAME M. Cuellar
S RO T abNGmI NS dE DO i 53 J2 SdSzorvrioagN G ®m e EXPNO 291
A H OO NNOO®® OO~ W© 0 o) @ © o~ SO MO OO ~ O MM s PROCNO 1
Teeannnneeerneen o o B e A A NN NY Dpate 20170510
© 00 QO [~ [~ [~ [~ [~~~ © [IoNTolte} - < MOOMHOMHMOMOMMO®OM®N NNNNNN Time 9.17
INSTRUM spect
RN B V2T W E e
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 574.7
OMe DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
I%eo OMe D1 1.00000000 sec
O TDO 1
CHANNEL f1 ==
K 1H
A\ 6.50 usec
0.00 dB
400.1338012 MHz
16384

400.1300094 MHz
no

0
0.00 Hz
0

1.00

66

% _
%AA
= - =

o | o || n R mj ||~ O |0 | ||

of |~ Il IS < ~ — AN~ |0~ |[O] [0 Il B il

ol |© < ||© — < ™ ||| [O||O] M o] |

ol |o =l @ ()] ()] O ||O || ||| |0 | |oy

Alle —lle S S S ollelail el ollo
T T T T T T T T T T T T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5  ppm

Espectro *H.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM XXi



M. Cuellar

EP-101
CDC13
o0~ O Y NO®O <+~
™ © © WO N M o o SN MON © W0 o~ NAME M. Cuellar
o [ee] neLcNmM o O n < O NO Rl el — O
. P e e e o o~ Mo v — o~ ~om PROCNO 1
S8 2 EaRess 99 3 G 55 R pate_ 20170510
— R R R R R | o — @ ™~~~ 0o ™ ™ Time 9.50
INSTRUM spect
\ /\/ \\\// \’/ ‘ ‘ PROBED 5 nm 3BT 1-55
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
OMe AQ 0.6832628 sec
RG 574.7
DW 20.850 usec
'%eo \‘\OMe DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 2.00000000 sec
W D11 0.03000000 sec
N TDO 1
| | === CHANNEL fl ==
N NUC1 3C
Pl 14.00 usec
H PLL -6.00 dB
(@) SFOL 100.6242995 MHz
= CHANNEL f2
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
66 PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
| | PL12 23.00 dB
Ly [ [ PL13 23.00 dB
I SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127724 MHz
wWDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
| cB 0
PC 1.40
| ‘ |
I
I
T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Espectro **C.

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM XXii



SH-N42

oo [~ <000 0O~ 1)
— ™M MA MO MO WN®©M
o © NO~OID TN A
— OO0OO0OO0OO00O0O0O0O0
©0 v B I R

OMe
I%eo “OMe

67

f
HU‘
!

3.6170
3.5930
3.5763
3.5580
3.5486
3.5332
3.5004
3.4883
3.4672
3.4599
3.4482
3.4410
3.3676
2.9171
2.9045
2.8738
2.8610

~———4.0057

%
%

o oo ~ o =3 r:ff%+v M) <
o 0|~ o o n <o |0 |~ | —
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o oo N o ~ —[in|o|wo o] o
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T T T T T T T T T
9.0 8.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4 3.5 3.0 2.5 ppm

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

NS

= CHANNEL fl ==

Santiago Hernandez
65

1
20160407
8.46
spect
5 mm BBI 1H-BB
zg30
32768
CDC13
8
0
8012.820 Hz
0.244532 Hz
2.0447731 sec
256
62.400 usec
6.00 usec

296.
1.00000000 sec
1

1H
6.50 usec
0.00 dB
400.1338012 MHz
16384
400.1300094 MHz
no

0
0.00 Hz
0

1.00
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CDC13
— © o N~ T OO WO WO
] o0 @ - Or-mMmor- -0 N M -~ oMo — (o)) NAME Santiago Hernandez
~N < o N N O M AN MN O —H O 0 < N © © (<))
. .. M MmowWmn < N o PROCNO 1
3 ) I LmemeacaN M ~~ 0o o o @~ — Date_ 20160411
— — — A © M~~~ 000 ™ Time 11.13
INSTRUM spect
a NN N S
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 512
DS 0
OMe SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
I\éeo .\\OMe RG 574.7
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 296.2 K
X D1 2.00000000 sec
| D11 0.03000000 sec
_ TDO 1
N ======== CHANNEL fl ===
NUC1 13C
O Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
======== CHANNEL f2 ==
67 CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
I PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
| | PL12 23.00 dB
| PL13 23.00 dB
| | SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127745 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
| GB 0
PC 1.40
I
I
T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT

NS

Santiago Hernandez
37

1

20151103

12.29

spect

5 mm BBI 1H-BB
2930

32768

CDC13

8

0
8012.820 Hz
0.244532 Hz

2.0447731 sec
1024
62.400 usec
6.00 usec

297.
1.00000000 sec
1

CHANNEL f1 =

1H
6.50 usec
0.00 dB
400.1338012 MHz
16384
400.1300097 MHz
no

0
0.00 Hz
0

1.00
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~ ™ ® ™ AN A0 0O ®
n © o NWODNIN HW®A M @O <N 0N © < N NAME Santiago Hernandez
~ o ™m ™ A NOoOOoOOWMWWOUNR™~NOVW ~OoONMY O < EXPNO 38
~ o ~ oM MTHOOVOTFN —HO w0 o
. . Mmowvwod ® © PROCNO 1
s 89 QEzzaNeente CoGad o Date_ 20151103
— — A A A A A A A A A S~ S [ToNTs} Time 12.53
INSTRUM spect
\\\ / / // \ / \ / \/ BROBHD 5 nm BBI 1955
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 1536
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 574.7
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 297.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCL 13C
Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
68
= CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltzl6
I NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
| PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
| PL13 23.00 dB
\ SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
| SF 100.6127709 MHz
WDW EM
SSB 0
\ 1B 1.00 Hz
GB 0
| PC 1.40
\
[
\
I I I I I I I I I I I I I I I
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 ppm
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Juglona 2

CDC13
n NAME Santiago Hernandez
a Smooorthres o0 BNl R0smannao aeaom D w© L EXPNO 28
S ™M= 00N Oow™S™ © ~ VWL AHOAOVMNNOASOV NNTOM O MmN PROCNO 1
. COOOONAOSM™ o o NNHOFLVOVLITTMNN MMOANNO  NNNA Date 20151014
— e L e ol e} [Togt] TLELLOMNONOOMON NNN NN o Time 16.32
INSTRUM spect
YN NNF NN e
PULPROG 2930
TD 32768
| SOLVENT CDC13
I NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
I FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 322.5
DW 62.400 usec
OMe DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 1.00000000 sec
MeQ, .OMe 0 1
O == CHANNEL fl =
1H
6.50 usec
0.00 dB
| 400.1338012 MHz
16384
N 400.1300103 MHz
no
H 0
OH O 0.00 Hz
0
72 1.00
I
=3 ™ ~| [o ] ] [afeofo|~]o]o 0|oo]< 0
o n|o =} ~ il o < | H |0 OO (1 oH|© N
o o~ 00 o =} @ [l{e)}ndle)] (Ve ~ o o
IS} o|— o| o — o |H|—|m|—|s|™ —|o|m <
— | — o — — =M [=H[M[M =[O o
T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 5 3 2 1 ppm
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NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DwW

DE

TE

D1

D11

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO02
ST

SF
WDW
SSB
1B

GB

PC

Santiago Hernandez
2

1
20151015
10.30
spect
5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
CDC13
512
0
23980.814 Hz
0.731836 Hz
0.6832628 sec
574.7
20.850 usec
6.00 usec
295.2 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec
1

CHANNEL f1 =
13C
14.00 usec
-6.00 dB
100.6242995 MHz

CHANNEL f2 ===
waltzl6
11
85.00 usec
6.00 dB
23.00 dB
23.00 dB
400.1316005 MHz
32768
100.6127733 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40
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NAME
EXPNO

PROCNO

Date
Time

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

D

SOLVENT

NS
DS
SWH

FIDRES

AQ
RG
DW
DE

== CHANNEL f

1
20151015
10.36
spect

5 mm BBI 1H-BB

zg30
32768
CDC13

8

0
8012.820
0.244532
2.0447731
114
62.400
6.00
295.2
1.00000000
1

400.1338612

16384

400.1300093

no
0
0.00
0

1.00

Santiago Hernandez
33

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
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186.3565
182.1304
140.7688
130.9524
125.5812
116.2838
111.2546
111.1710
109.6333
109.6017

_—156.9416
———155.5228
——118.6332

MeQO

OM
OH O IME

Iz

OH O

WPRUVRIGUPINO | RPN WGP B0 WP A

_
~C

Naftazarina 2
CDC13

__-83.2075

77.4737
77.3164
76.9981
76.6791
76.4865

&
N\

57.7392

__—58.6696
T~—56.5788

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

oW

DE

34.1796
31.0829

‘ CPDPRG2

| NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SF02
ST
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110

T T
100 90

T
80

T
70

T
60

T
50

T
40

30 ppm

= CHANNEL f1 =

Santiago Hernandez
34

1

20151015
11.01
spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
cpels3

512

0
23980.814
0.731836
0.6832628
512

20.850
6.00

295.2
2.00000000
0.03000000
1

13C

14.00

-6.00
100.6242995

CHANNEL f2 ===

waltzl6

1H

85.00

6.00

23.00

23.00
400.1316005
32768
100.6127836
EM

0

1.00

0

1.40

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec
sec

usec
dB
dB
dB
MHz

MHz
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132.3441

n
©
<
—
—
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131.0810

~N
<
o
n
o
™
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130.0744
128.9285

A 0O
® O "N
o~ >~ o
N~ OO
@ © ™~ ™~
NN NN
—

127.7729
126.1324
126.1154
123.0205
120.4408
113.4723

77.2114
76.7879

e
L

_71.7493

TT—71.3534

___~-57.8271

g g NAME

PAISY EXPNO

© ™ PROCNO

© D§t67

0 Time
INSTRUM

/ PROBHD
PULPROG

TD

SOLVENT

NS

DS

SWH

FIDRES

AQ

RG

DW

DE

TE

D1

D11

180

T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110

100

90

80

70

60

50 ppm

== CHANNEL f1l ==

le-mc2

1
20171122
7.31
spect
5 mm CPTCI 1H-
jagzgdc30
32768
CDC13
268
0
34722.223 Hz
1.059638 Hz
0.4719092 sec
1290
14.400 usec
15.00 usec
300.0 K
1.50000000 sec
0.03000000 sec

150.9445561 MHz
13C

9.50 usec
131072

150.9279599 MHz
EM
0

0.30 Hz

0
1.40

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



M. Cuellar
EP-109
CDC13

——8.8838
6.8495
6.8255
6.5632
6.5611
6.5497
6.5476
6.5396
6.5373
6.5261
6.5234

——5.8931

__—8.4893
T~——18.4689
__—7.6141
———7.5937
__—7.2599

/
Z
X

82

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

Ds

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

4.1874
4.1829
4.1738
4.1692
3.9976

——3.5897

———3.4394

——2.8109

<

1.0000
1.0453
1.1313
1.0170 —
1.0269
0.9880

:

1.0496
0.6833 >=
2.9864 >—
3.0507 >=
3.0439

5
S
o
w
&
w
o

2.5 2.0 ppm

M. Cuellar
311

1

20170705

15.07

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768

CDC13
8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
362

62.400
6.00

293.2
1.00000000
1

400.1338012
16384
400.1300094
no

0

0.00

0

1.00

Hz
Hz
sec

usec
usec

sec

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



M. Cuellar

EP-109
CDC13
n © o D I OO OONOINANO SN0
n o < ® 0O MANMONTOWNNY o O D~ >~ —
o o ~ N © OO EONITMHONHOMN M SO HH M =N m IN
o ~ o < O A A0~ Ad~-00MA~HM ™M ~ O 00— N O o wn O
. L T . Mmoo~ ~ N ™
<+ o 1) SN O ANNTNAONONSOO ™ e C .
® o~ © 0 0T LTONONONNNNNNN ~ 0O ~ o n
i — — — 4 A A A A A AAAAAAAA A [l nn w0 N
| |
|
|
|
|
|

|
|

|

| |
|
Il
|
T T T T T T T T T T T T T T T T
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NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

M. Cuellar
312

1
20170705

15.33

spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30

32768

[ehiak]

512

0

23980.814
0.731836
0.6832628
574.7

20.850

6.00

294.2
2.00000000
0.03000000

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
SI

SF
WDW
SSB
LB
GB

PC

== CHANNEL f2

14.00
-6.00
100.6242995

waltzl6

1H

85.00

6.00

23.00

23.00
400.1316005
32768
100.6127764
EM

0

1.00

0

1.40

Hz
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Espectro **C.
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CDC13
NAME Santiago Hernandez
o 1) LHDOOMONWOHOANDANEIIETDNATOMNAN ASNTOONWOND HO TN N
™ o TOAANOANAONNOWOOANNANNONDMNMOWAMANNMWODIO N IO A EXPNO
© [T} COVWNMOLILNANILNONNAAHOOITTMNANNOTONMILTNANAOSO>OOILTONNO O LD PROCNO 1
0 N HOOOLVOVLVVNLVVDSIITTINONMNMNONONMNMNOATIIITTITTON Date 20170727
o ~ FLLLTONNNNNMNNMNMNMNMNMNMNMNMNMNMNMNMMNMANNNNNNNNNN A Time 12.10
INSTRUM spect
/ﬁ%%/ PROBED 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 90.5
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
OMe TE 294.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
MeO ~OMe
' CHANNEL f1 =
1H
6.50 usec
0.00 dB
= 400.1338012 MHz
CHO 16384
400.1300092 MHz
WDW no
SSB 0
101 LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
_
H\\|
I iy
! I I
I
o — ISR — || @
o ~ ~|m|o|o|H < ~ <0 o
o o ~jo|o|N|o 0 0 |co o ™
o ™ o | |oo | [© o~ < ||~ ©
— o | |o|s |~ — ol |m o
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
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PAQS
CDC13

202.9444
78.5243
77.3171
76.9992
75.8518
60.2933
56.4799

OMe

MeO OMe

— 43.5696

- 25.4041

S—r

T 24.3230
—20.9401
—14.0960

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2

SI

SF

WDW

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

50

40 30

20 ppm

Santiago Hernandez

185

1

20170727
13.43
spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
CDC13

512

0
23980.814
0.731836
0.6832628
181

20.850
6.00

294.2
2.00000000
0.03000000

CHANNEL f1
13C

14.00

-6.00
100.6242995

CHANNEL f2
waltzl6

1H

85.00

6.00

23.00

23.00
400.1316005
32768
100.6127748
EM

0

1.00

0

1.40

Hz
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Santiago Hernandez
5 mm BBI 1H-BB
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DWDOWONMOAMOAN I O HowN @ < ~ o~ o m o Ood EXPNO 189
O —HOWOM M © — 0o Mmr S 0 (S I e I
NDONOOVNOINON © omunm o o n N T O @ PROCNO 1
PRI JE I JERRS IR R SR Date_ 20170801
[ R B S SV AN} [CRNToRToRTo Nt ™ ™ N N — Time 10.12
INSTRUM spect
N VT T NI
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
OMe FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
MeO ~OMe D 20.850 usec
' DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
z TDO 1
I CHZNH2 == CHANNEL fl ========
13C
‘ 14.00 usec
-6.00 dB
102 100.6242995 MHz
= CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
| | PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
| ! PL12 23.00 dB
\ | PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127757 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
[ | \
\ \

il " RTINS A ool it Al i TR Y T LY I TINRIRRIONY n L ot sl A il L Akt Y o A A
Al i Ll y o AN b0 o oA T o o A O i e i L L T T
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11.23
spect

5 mm BBI 1H-BB

Time

8
0

8012.820 Hz
0.244532 Hz

2.0447731 sec
1

1H
6.50 usec
0.00 dB

zg30
32768
CDC13
6.00 usec
294.2 K
1.00000000 sec
400.1338012 MHz

71.8
62.400 usec

INSTRUM
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PULPROG

TD
SOLVENT

NS
DS
SWH
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RG
DW
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TE
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AQ101B

CDC13
©n < ~OS~0n O ©
™~ o VWININWYWOO ~ O HWoONN —H o m~ — N0 ™ n NAME Santiago Hernandez
[l o~ nownsom < [ N N NO A N — O O N O EXPNO 209
™~ o OTOMm—HO ~ H -0 oN s L e T B aMmm N ©
. . M NO O Nn©om o oM O o PROCNO 1
Sa 5 SR g R I S sow o Date_ 20170928
o — A — S 0N nwn <t aNNN N — Time 10.59
INSTRUM spect
\/ \\ / \/ \\/// \\ / \ / BROBED 5 nm BB 16-55
PULPROG 2gpg30
D 32768
SOLVENT CDC13
NS 512
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
OMe | DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
I%eo OMe ‘ T8 294.2 X
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
st === CHANNEL fl ===
13C
N/ 14.00 usec
H -6.00 dB
o) | [ 100.6242995 MHz
| ‘ | == === CHANNEL f2 ===
\ | [ CPDPRG2 waltz16
103 NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
[ PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127794 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
[ PC 1.40
\
B I e I I I I I N N I I I R
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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SH-202

Hz
Hz

usec
usec
K
sec

usec
dB
MHz

MHz

Hz

CDC13
< NAME Santiago Hernandez
fee) WO OADA AN MOONTOONTOOVWCELOMNMULANTOETINDOF HOOMITOIT OO N WL WO O O WO
— FTIOAO ANNRNOF AN O ®OANNIMSOIOOANNNDNNM LN O™~ O O™ O 0 EXPNO 277
T} HTOOWOUMITMNANAONNDLIINAHNOOIFTONONATOND=OFTMNOOI TN O O OO M PROCNO 1
N @mwmmHHHHV—SOP@\O@&O\OLO«@@«<r<r<r<<nwmmmm.o’zm-‘—irjo'oo-o'o-czo'm'm.m'mm- Date 20180522
— SO MMOMMMMMMNMMMNMMMMMMOMMOM®ONNNNNN A AAA A Time 10.11
INSTRUM spect
W/ ‘\\\m&ﬂ/’// \%@% PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 4
[ SWH 8012.820
FIDRES 0.244532
OMe AQ 2.0447731
| RG 181
DW 62.400
I%eo “OMe | o 2400
TE 293.2
D1 1.00000000
TDO 1
pu =; CHANNEL f1 =
-~ NUC1 1H
N 3 28.62
H PL1 4.00
OH O SFO1 400.1338012
ST 16384
SF 400.1300096
104 WDW no
SSB 0
LB 0.00
GB 0
PC 1.00
|
\
|
| N
I \“ M
o — o o [ee] <O OO | [N oo on
o - o — — N[ |0 OV M|~ [sel[ee] — |
o o o [e)) o LDG\HHHLDO\ o= Nejle))
— N — o — va—cmv—|m|—< [sel e N O
A M A A A B N A
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 pprm
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SH-202

CDC13
— ™ — ~ ~ [ ) o
™ o o — N @ ™ o o — © <0 — O~ o ™M ~ O~ NAME Santiago Hernandez
S 9 3 2 S g = 5 S 2S338 =N 253 EXPNO 278
. . . .. . M N O WS N O o — © <N PROCNO 1
2 3 5 5 o TR = VN S . . Date_ 20180522
— — — — — — — 0~~~ [ToNToNTel < N NN Time 11.51
INSTRUM spect
| I N A A
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 2048
DS 0
SWH 23980.814 Hz
OMe FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
I%eo ~OMe RG 9195.2
' DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
~ D1 2.00000000 sec
- D11 0.03000000 sec
N/ TDO 1
H ======== CHANNEL fl ========
OH O NUC1 13C
Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
104
[ = CHANNEL f2 =
H CPDPRG2 waltz1l6
NUC2 1H
| PCPD2 85.00 usec
[ PL2 6.00 dB
| PL12 13.45 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
\‘ SI 32768
SF 100.6127731 MHz
WDW no
SSB 0
| [ LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.40
B T L L L A N N R
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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CDC13
NAME Santiago Hernandez
NN~ VO HOOITMHO=-WOWLMOO A O o - — O N o - n O o © EXPNO
OO0 AN HOAODMNMOONOM><TO ~wmn o N O) — O Al o — O
DA~ OODTONAATIFTINNOO O o) © o o n < o = St N PROCNO 1
ceeeeennnnnnYYeYea . T % o %% < aan Date 20180104
WWEWWOWMNMSSMSSSSSSSSS~ O w0 © T} < < 0 m o~ — Time 10.03
INSTRUM spect
l\\x%ﬂ%/ ‘ \/ ‘ \/ \/ ‘ \J/ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8
DS 0
OMe SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
I%eo OMe RG 456.1
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 293.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
==== CHANNEL fl ===

N NUC1 1H
H Pl 6.50 usec
PL1 0.00 dB
O SFO1 400.1338012 MHz
ST 16384
SF 400.1300093 MHz
WDW no
106 SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

|
g

o oo o™ o™ (o)) [ee] o) [0y

o oM O N — o Q0 |00

o o< o o o~ [ee] o [©O

@ (=] (o)) ~ ~ @ el [QVA[es}

Al l4le Al e s - N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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O < o ™ [~ < 00O WO WN N 0O
~ (o)) [T} MO~ << NN o WO ~um o o~ [ee) ()}
~ o wn [ee] oN dWOW A0 N o o ~oN ~ [ee] o
o~ O O ~ oo < < < NN O -~ — O < [T} ~
o™ - ™ r~ MmN +HO WO < . . . . . .
@ wn < MmO MmMmMmoNO NN o o ~ -~ 0 o O -
— — — R B B B B B B B | — ~r- - Xl [T} <
OMe
%eo OMe
N
106
|
|
|
[ H
|
T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 60

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

Santiago Hernandez

1
20180104
14.54
spect
5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
CDC13
512
0
23980.814 Hz
0.731836 Hz
0.6832628 sec
456.1
20.850 usec
6.00 usec
294.2 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec

14.00 usec
-6.00 dB
100.6242995 MHz

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
ST

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

waltzlé
1H
85.00 usec
6.00 dB
23.00 dB
23.00 dB
400.1316005 MHz
32768
100.6127738 MHz
EM
0
1.00 Hz
0

1.40
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. © CECRCRERNONSEN|

— — Ce e e
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_-4.9814

4.3037

o
™
<
()]
o

3.9368
3.9134

8938
8892
3.8869
3.8682

™

[s2]

NNV

N
e
L0
fee)
o

3.8512

OMe
MeO OMe
(0]
b
OH O
107
|
| |
|
\ ] I |
. A
o < r~ o || < o < ~| [cOo WO
o N o [feliNe] < ™ o | [IO][O[OY
o N [ee] o~ {|ON [ee] [Te} (o] ™| O[O |O
o N O ~™M ()} (o)} r~ | |[N|O |
- o N =llo 4 ol o Al e o
| e E
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

TDO

PL1
SFO1
ST
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

Santiago Hernandez

252

1

20180302
9.36

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768
CDC13

8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
1290.2
62.400
6.00

293.2
1.00000000
1

CHANNEL f1 =
1H

6.50

0.00
400.1338012
16384
400.1300092
no

0

0.00

0

1.00

Hz
Hz

usec
usec
K
sec

usec
dB
MHz

MHz

Hz
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SH-501

CDC13
© T} ~ < o o N o —
© N o = < o o © o © o N NAME Santiago Hernandez
) ™ < o o o N © < 0 o ©
o ~ ~ < ~ [N < © ~ — O @ © 0 EXPNO 253
: . . . . . ™M o © © N PROCNO 1
8 R 58 82 s Ce S < Date_ 20180302
— — — — — — — — ~ o~ © 0 Time 10.00
INSTRUM spect
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \‘ / ‘ ‘ PROBHD 5 mm BBT 1i-55
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8704
DS 0
SWH 23980.814 Hz
OMe FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
'%eo OMe DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 293.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
N ======== CHANNEL fl ========
H NUC1 13C
OH O Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
107 = CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltz1l6
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127711 MHz
| WDW EM
SSB 0
\ LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm
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CDC13
NAME Santiago Hernandez
™ O AN OO AONWOTODOWDOINOO O™ O o <~ ~ oW
~ NONT A0V A~ OO NOIT MO O™ O~ - o [SSRee) ™~ [~ 00 N O EXPNO 256
© NATOOOITONSDOSOONHONONWON ) — o MmO WY PROCNO 1
B e e A S T A ANNRNRX Date 20180302
o ©) O) 00 00 00 00 GO G GO GO 0O [~ [~ [~ [~ [~ [~ [~ [~ ™~ ™~ © © © 0 0 < mmnmmnm Time 16.57
INSTRUM spect
‘ ‘\N \\I// \\\%// \/ ‘ ‘ \/ \\% PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 32768
| SOLVENT CDC13
NS 8
OMe DS 0
SWH 8012.820 Hz
eO OMe FIDRES 0.244532 Hz
AQ 2.0447731 sec
RG 1024
DW 62.400 usec
AN DE 6.00 usec
| TE 293.2 K
D1 1.00000000 sec
N/ N TDO 1
H CHANNEL f1 =
(0] 1H
6.50 usec
0.00 dB
108 400.1338012 MHz
16384
400.1300092 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00

o — < o o ~ — |
o ~ — o o < © NIk
) o © 0 o o~ ~ o
< N — ™ S o) ™ |
o o~ o~ o~ — < < 0
S
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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< < n © ) moor~ ™~ < O o~
[N © o < 0o~ ~ NSO — O o © n Mo S NAME Santiago Hernandez
© ™ ™ m — o~ N o~ O O WO ~ cmm o
o © —~  ® © oo © © o~ m — OO ® © vwo o EXPNO 257
. . . . M N OO 0 NN o PROCNO 1
5 2 28 S SENE g g RN S G o Date_ 20180302
— — — — o — ™~~~ [CRNToONTs) 0 Time 23.05
INSTRUM spect
. Vo T W Y e
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 8000
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
OMe RG 512
DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
'%eo OMe TE 295.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
AN
| ======== CHANNEL fl ========
_— NUC1 13C
N N Pl 14.00 usec
H PL1 -6.00 dB
O SFO1 100.6242995 MHz
= CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltz1l6
108 NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
ST 32768
SF 100.6127719 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
[
[
|
[
[
| |
[ T L I E N I
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 pprm
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 ppm

NAME Santiago Hernandez

EXPNO

PROCNO 1

Date_ 20180104

Time 10.14

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm BBI 1H-BB

PULPROG zg30

TD 32768

SOLVENT CDC13

NS 8

DS 0

SWH 8012.820 Hz

FIDRES 0.244532 Hz

AQ 2.0447731 sec

RG 812.7

DW 62.400 usec

DE 6.00 usec

TE 293.2 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1
==== CHANNEL fl ===

1H
6.50 usec

PL1 0.00 dB
SFO1 400.1338012 MHz
SI 16384
SF 400.1300094 MHz
WDW no
SSB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
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SH-700

CDC13
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NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

Santiago Hernandez

1
20180104
14.19
spect
5 mm BBI 1H-BB
zgpg30
32768
CDC13
512
0
23980.814 Hz
0.731836 Hz
0.6832628 sec
456.1
20.850 usec
6.00 usec
294.2 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec

14.00 usec
-6.00 dB
100.6242995 MHz

CPDPRG2
NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
ST

SF
WDW
SSB
LB

GB

PC

waltzlé
1H
85.00 usec
6.00 dB
23.00 dB
23.00 dB
400.1316005 MHz
32768
100.6127736 MHz
EM
0
1.00 Hz
0

1.40

TESIS DOCTORAL SANTIAGO HERNANDEZ PINO - PROGRAMA CONJUNTO DOCTORADO EN CIENCIAS MENCION QUIMICA UV-USM



11.5310
—10.0288
7.9004

Ir=z

OH O

111

C_

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

TDO

———3.4904
—2.3353
——2.0456
—1.7222
1.2757
1.2574
1.2497
1.2402

&
<

PL1
SFO1
ST
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

.1345
.0465

0000
2.3520
3.2798

™
~
()]
o
o

0.9567

— —

1

.2048

2

13 12 11 10 9 8 7 6 5

4 3 2 1 ppm

Santiago Hernandez

248

1

20180301
14.45
spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768
CDC13

8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
1149.4
62.400
6.00

293.2
1.00000000
1

CHANNEL f1 =
1H

6.50

0.00
400.1338012
16384
400.1300094
no

0

0.00

0

1.00

Hz
Hz

usec
usec
K
sec

usec
dB
MHz

MHz

Hz
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CDC13
O N o) — ~ooWVWw®L® O O O o
o o © SLVWNHDAHOS O O I — A ™ NAME Santiago Hernandez
2 o 2 5 ToYENS 5 8 o 2 Epage o EXENO 249
. . . . . . . . . . . ™M O O 0 PROCNO 1
8 o g 5 590385 88 T o Sl ¥ Date_ 20180301
— — — e o i A R — — ~ o~~~ < Time 15.09
INSTRUM spect
N T WMWITT vV
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 4608
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 512
O DW 20.850 usec
DE 6.00 usec
TE 293.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
N ======== CHANNEL fl ========
H NUC1 13C
OH O Pl 14.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
111 = CHANNEL f2 =
CPDPRG2 waltz1l6
NUC2 1H
PCPD2 85.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO2 400.1316005 MHz
ST 32768
SF 100.6127716 MHz
| WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
[ GB 0
PC 1.40
| (.
|
e e N I
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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10. 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5. 5.0 .5 4 .5 3. 2.0 .5 ppm

NAME
EXPNO
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

DW

DE

TE

D1

TDO

NUC1
Pl
PL1
SFO1
ST
SF
WDW
SSB
LB
GB
PC

Santiago Hernandez
260

1

20180306
8.17

spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30

32768
CDC13

8

0

8012.820
0.244532
2.0447731
1024
62.400
6.00

293.2
1.00000000
1

CHANNEL f1 =
1H

6.50

0.00
400.1338012
16384
400.1300102
no

0

0.00

0

1.00

Hz
Hz

usec
usec
K
sec

usec
dB
MHz

MHz

Hz
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CDC13
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NAME
EXPNO

PROCNO

Date
Time

INSTRUM
PROBHD
PULPROG

TD

SOLVENT

NS
DS
SWH

FIDRES

AQ
RG
DwW
DE

CPDPRG2

NUC2
PCPD2
PL2
PL12
PL13
SFO2
ST
SFE
WDW
SSB
LB
GB
PC

Santiago Hernandez
261

1
20180306

8.46

spect

5 mm BBI 1H-BB
zgpg30

32768

CcDC13

2560

0

23980.814
0.731836
0.6832628
456.1

20.850

6.00

293.2
2.00000000
0.03000000

CHANNEL fl ====

13C

14.00

-6.00
100.6242995

CHANNEL f2 =
waltz1l6

1H

85.00

6.00

23.00

23.00
400.1316005
32768
100.6127728
EM

0

1.00

0

1.40

usec
dB
dB
dB
MHz

MHz

Hz
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