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RESUMEN

Las naftoquinonas son moléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza las cuales han
llamado poderosamente la atencién a la comunidad, ya que se ha evidenciado que poseen
marcadas propiedades bioldgicas, entre ellas antimalaricas, antibacterianas, antifungicas y
antineoplasicas. Esto explica la gran cantidad de moléculas organicas sintetizadas con
fines de investigacion a partir de naftoquinonas.

Estructuralmente derivan del naftaleno y se caracterizan por poseer dos grupos
funcionales carbonilos, junto a una instauracion a,3 en uno de los anillos aromaticos, que
dan origen a las 1,4 naftoquinonas y 1,2 naftoquinonas. Con fines sintéticos, estas
quinonas han sido utilizadas como diendfilos en reacciones de cicloadicidn Diels-Alder y
como aceptores de Michael, lo cual ha permitido la obtencién de un gran namero de
compuestos.

En el presente trabajo se detalla el proceso de sintesis del compuesto 88,
estructuralmente formado por un fragmento de 1,4-naftoquinona unido a un amino
derivado de (-) acido shikimico. Esta estrategia involucra la reaccidon de aza-Michael de la
amina primaria 87 junto con 1,4-naftoquinona. El compuesto final fue caracterizado
mediante técnicas espectroscépicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) mono vy
bidimensional.

Finalmente al compuesto 88, se evalué su actividad citotéxica sobre cuatro lineas
celulares: PC-3 (cancer de préstata), HT-29 (cdncer de colon), MCF-7 (cdncer de mama) y
CoN (células normales de colon), con valores de ICsp: 13.0 £0.2 uM, 61.4+0.5 uM, 13.6 *
0.1 uM y 54.9 + 7.7 uM respectivamente. Estos resultados fueron comparados con datos
obtenidos en trabajos anteriores con los compuestos 89 y 90 relacionados
estructuralmente.



SUMMARY

Naphthoquinones are molecules widely distributed among nature, which have really
attracted the scientific community’s attention, because it has been evinced that they
possess noticeable biological attributes, such as, antimalarial, antibacterial, antifungal,
antineoplastic, among others. This fact makes it possible to explain the great quantity of
organic molecules synthetized with research aims based on naphthoquinones.

Structurally they derive from naphthalene and they are characterized for having two
functional carbonyl groups with a a,3 unsaturation in one of the aromatic rings which give
rise to 1,4-naphthoquinone and 1,2-naphthoquinone. For synthetic purposes, these
quinones have been used as dienophiles in Diels-Alder cycloaddition reactions and as
acceptors of Michael, which has permitted the extraction of a wide number of
compounds.

In this research, the synthesis process of compound 88 is detailed, structurally formed by
a 1,4-naphthoquinone fragment joined together to an amino derived from (-) shikimic
acid. This strategy involves the Aza-Michael reaction of the primary amine 87 along with
1,4-naphthoquinone. The final compound was typified by means of one and two-
dimensional Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopic techniques.

Finally, to compound 88, its cytotoxic activity was evaluated on four cell lines: PC-3
(prostate cancer), HT-29 (colon cancer), MCF-7 (breast cancer) and CoN (normal colon
cells), with IC50 values: 13.0 £+ 0.2 uM, 61.4 + 0.5 uM, 13.6 + 0.1 uM and 54.9 + 7.7 uM
respectively. These results were compared with data obtained in previous works with
structurally related compounds 89 and 90.
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INTRODUCCION



1.1 Generalidades de naftoquinonas

Las quinonas son moléculas organicas que estan presentes en diversas familias de plantas,
hongos, algas y bacterias. De acuerdo a su conformacién estructural respecto a su sistema
aromatico, estas se pueden clasificar en: Benzoquinonas, Antraquinonas y Naftoquinonas.
Las naftoquinonas que derivan del naftaleno (1),! estructuralmente constan de dos anillos
aromaticos de seis &tomos de carbono fusionados que comparten dos 4tomos de carbono
y se caracterizan por poseer dos grupos carbonilo en la posicién 1,4 (2) y con menor
frecuencia en la posicion 1,2 y 1,3. (Figura 1)

0]
)

1) (2)

Figura 1. Estructura quimica del naftaleno (1) y de la 1,4 naftoquinona (2).

Las naftoquinonas son pigmentos naturales ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
encuentran en plantas superiores (Droseraceae, Nepenthaceaceae, Lythraceae 'y
Euphorbiaceae, entre otros) ademads de estar presente en hongos, algas, algunos animales
y productos del metabolismo de diversas bacterias.?3

Independientemente de que los derivados de la 1,4 naftoquinona sean naturales o
sintéticos, estos han demostrado tener importantes propiedades bioldgicas, razén por la
cual estas moléculas se han convertido en el foco de interés de diversos grupos de
investigacidon. Dentro de las propiedades bioldgicas mas destacadas de este grupo destaca
su potencial uso como antibacteriano,*® se ha demostrado que estas moléculas presentan
respuesta antimalarica,®’” he incluso se han ideado como compuestos con multiples usos
debido a sus propiedades electrdnicas.?®

Algunos ejemplos de propiedades terapeuticas de naftoquionas naturales de origen
vegetal son Juglona (3) que se obtiene del nogal (Juglans regia L.) y se caracteriza por sus
propiedades fungicidas,'® en cambio la plumbagina (4), (Figura 2) presente en los géneros
Plumbago, Drosera y Diospyros destaca por su actividad antimicrobiana, pero ademas esta
molécula ha demostrado poseer importantes propiedades antireumaticas y
antiespasmadicas.!
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Figura 2. Estructura de Juglona (3) y Plumbagina (4)

Aunque los derivados de las naftoquinonas exhiban prometedoras propiedades bioldgicas,
no hay duda de que una de sus propiedades mas relevantes y que han sido estudiado con
mas interés tanto por los cuerpos cientificos docentes, como por los grupos cientificos
pertenecientes a laboratorios farmacéuticos es su potencial como antineoplasico.'>%4

Xu y colaboradores'® investigaron los efectos antiproliferativos, asi como los mecanismos
de apoptosis de la plumbagina (4) en las lineas celulares de cdncer de pulmén A549, H292
y H460. Los resultados que ellos obtuvieron de acuerdo al ICso en una administracion de
plumbagina de 10,3 umol/L para A549, 7,3 umol/L para H292 y 6,1 umol/L para H460 por
12 horas, fue que efectivamente a dichas dosis la plumbagina inducia la apoptosis en esas
tres lineas de células. Concluyendo ademas que la plumbagina aumentaba los niveles
intracelulares de ROS junto con la inhibiciéon de la activacion de NK-kB. Concluyendo
ademas que la plumbagina aumenta la actividad de la caspasa 9, caspasa 3 desregulando
la expresién de Bcl-2.

En esta misma linea la naftoquinona de origen vegetal lapachol (5), (Figura 3) presente en
la familia Bignoniaceae ha sido uno de los mas estudiados para el tratamiento de ciertos
tipos de cancer.®

8¢
X
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Lapachol (5)

Figura 3. Estructura de Lapachol (5).

Uno de los estudios en el cual se evalua el potencial antineoplasico de los derivados del lapachol,
es el realizado por Rios Luci C y colaboradores,!’ ellos han sintetizado varios derivados de la
o y B-lapachona (6 y 7) (Esquema 1), mediante la ciclacion promovida en medio acido de
lapachol. Para dichos derivados se evaluaron su actividad antiproliferativa en distintas
lineas celulares tumorales humanas (HBL 100-mama, Hela cérvix, SW 1573 pulmén y WiDr



colon). La serie derivada de la B-lapachona mostré mejor actividad con Glsp en un rango
de 0,029-2,0 uM, respecto a la serie a-lapachona. El compuesto 7-hidroxi-B-lapachona
resulté ser el mas potente frente a diversas lineas celulares. Al comparar las actividades
de los compuestos naturales respecto a los sintéticos, se observa la presencia de un grupo
-OH en el sustituyente Ri que incremente la actividad anticancerigena, cuando se
reemplaza por el grupo -OCHj3, la actividad se reduce. Ello se le atribuye la formacién de
un puente de hidrogeno entre el hidrogeno fendlico y el oxigeno quinénico lo que no
ocurre en los derivados metoxilados.

0 Ry O
O‘ OH 79%-100% R O‘ o Ra
R .
X
0 R, O

Lapachol (5) Alfa-Lapachona (6) Beta-Lapachona (7)

Esquema 1. Sintesis de (6) a-lapachona y (7) 8-lapachona. Derivados del (5) lapachol.

El experimento realizado por Citlali Garciaa y su equipo,'® consto de evaluar los
potenciales efectos antibacterianos de los derivados de la lawsona (8) por microdilucién
de placa (500-15.62 ppm) sobre los microorganismos Escherichia coli (ATCC 11229),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 15442) vy
Salmonella choerasius (ATCC 1040). Para ello realizaron una ruta sintética mediante la
reaccién de Mannich entre la lawsona (8), una amina aromatica (9) y benzaldehido (10).
(Esquema 2) Teniendo como producto los B-amino carbonilos derivados de la lawsona
(11); AN (Cuando la amina es la anilina), P-AN (cuando la amina es la p-anisidina) y O-AN
(o-anisidina).
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Lawsona (8) Amina aromatica Benzaldehido (10) Derivado de Lawsona (11)
9) 11.a AN
11.b P-AN
11.c O-AN

AN: Ry= H, Ry=H.
P-AN: R;=H, R,=OCH,
O-AN: R4=OCHj3, Ry= H

Esquema 2. Sintesis de nuevos amino derivados de (8) Lawsona.

Todos los compuestos demostraron poseer actividad contra las bacterias estudiadas,
demostrando en todos los casos una mayor inhibicién a la mayor concentraciéon (500
ppm). Por lo tanto se pudo observar en todas las bacterias que con forme aumentaba la
concentracion del derivado, tendia a aumentar la capacidad de inhibicién. Las mayores
inhibiciones fueron para E. coli 90% del compuesto P-AN, S. aureus inhibida por el
compuesto AN con 50%, P. aeruginosa 44% con AN y S. choleraesius con 79% para el
compuesto P-AN.

Otro estudio fue el realizado Wang vy Lin,'° que investigaron la citotoxicidad de la 2-
metoxi-1,4 naftoquinona (12) (Figura 4) aislada a partir de Impatiens balsamina L. frente al
adenocarcinoma gastrico. La cual presentd una concentracion inhibitoria ICso de 4,52 +
0.07 ug/mL, exhibiendo asi una buena actividad anticancerigenas contra células humanas
de cancer estomacal MKN45. Se concluydé que dicha naftoquinona produce ROS en el
interior de la célula originando una pérdida del potencial de membrana mitocondrial
conduciendo a necrosis e induciéndose posteriormente la activaciéon de la cascada
intrinseca que conduce a apoptosis.

O«
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0]
2-metoxi-1,4-naftoquinona (12)

Figura 4. Estructura de una metoxinaftoquinona (12).



1.2 Mecanismo de accion de naftoquinonas.

Si bien el mecanismo de accién de las naftoquinonas no esta del todo dilucidado, existe
evidencia de que actuan interfiriendo en la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria, ello se ha podido observar en especies plasmodium, inhibiéndose la sintesis
de &cidos nucleicos y ATP.?? De esta forma se presume que las naftoquinonas inducen
estrés oxidativo en células formando especies O, y/o H,0;, favoreciendo el proceso de
apoptosis debido a la peroxidacion de lipidos y alteracién del transporte electrénico con
inhibicién de la respiracion celular.?!

La quinona se reduce para formar el dianidén, dicha reaccién puede ser catalziada por
flavonas NADPH citocromo P450 reductasa, NADPH citocromo b5 reductasa o NADPH
ubiquinona oxido reductasa. Una vez formada la especie reducida o dianiéon, esta puede
reducir el oxigeno molecular al radical superdxido (O2) que en presencia de la enzima
superodxido disminutasa (SOD) puede transformarse en H,0;. El radical superdxido (O2)
por medio de la reaccién de Fenton genera OH" al interior de la célula (Esquema 3).
Ademas, el H,0, puede promover la oxidacién de algunas biomoléculas como lipidos y
proteinas, afectando su estructura primaria y funcionalidad.

NQ Reaccion Fenton

FADred Q

NADP* o, .

Fe*2+Cu*'  Fe*3+cCu*
()
+ +

NADP* + H FADox o Q o 0, H,0, ——> OH+H0 +0,

-2 +

NQ H,0,
+ Oz
Catalasa
O,

Esquema 3. Procesos celulares oxidativos promovidos por la naftoquinona

Si bien las células pueden responder al estrés oxidativo desencadenando mecanismos de
desintoxicacion que generan antioxidantes intracelulares como vitamina C, a-tocoferol
(vitamina E) o bien mediante la actuacion de varias enzimas como catalasa (CAT), glutatién
reductasa (GSH) o la super oxido disminutasa (SOD). Si el dafo oxidativo a la célula
persiste, entonces los mecanismos de desintoxicacidn son insuficientes y se produce un



aumento de las especies oxidantes (O y H20;) los cuales promueven el dafio a
componentes vitales como acidos nucleicos y proteinas. Se ha visto ademas que el radical
hidroxilo (OH) generado por la reaccién Fenton puede dafiar el genoma celular
provocando alteracion en las sefiales de transcripcién y provocando mutacion de algunos
genes.

Un estudio realizado in vivo que evidencia el mecanismo oxidativo de las naftoquinonas,
fue uno donde se indujo a necrosis centrilobular causada por el acetaminofeno
(paracetamol). En sobredosis el acetamiofeno puede sobresaturar los sistemas de
detoxificaciéon de xenobioticos, esto provocaria que pequeiias cantidades del farmaco
quedaran libres para ser activadas por el citocromo P-450 del higado, formando una
iminoquinona, la cual alquila macromoléculas celulares como fosfolipidos de membranay
proteinas.??

Una vez que las quinonas son reducidas a hidroquinonas existen tres posibles mecanismos
por los cuales generan sus propiedades biolégicas (Esquema 4). %3

1) Pueden generar hidroquinonas inestables que en presencia de oxigeno pueden generar
especies radicalarias de oxigeno (ERO).

2) Pueden generar compuestos alquilantes de ADN.

3) Pueden volverse hidroquinonas estables con caracteristicas Unicas respecto a otras
quinonas.

o) OH
R R R R
Estable Porpiedades farmacologicas
—_— unicas
R R R R
le) OH

0, ERO

NS

Inestable Reordenamiento
interno

Generador de ERO Alquilantes de DNA

Esquema 4. Posibles mecanismos de accion de las hidroquinonas.

Respecto al papel bioldgico de las naftoquinonas como intercaladores o alquilantes de
ADN, se ha documentado que las topoisomerasas | y Il son blancos especificos de muchas
quinonas.'® Ejemplo de esto es el B-lapachona (7) el cual inhibe la accion de la
topoisomerasa | sobre el ADN.



1.3 Aplicacidn de 1,4-naftoquinonas en sintesis organicas.

Debido a sus propiedades electrénicas, principalmente por poseer dos grupos funcionales
carbonilos, junto con una instauraciéon o, en uno de los anillos aromaticos, estas
quinonas han sido utilizadas principalmente como aceptores de Michael** y como
diendfilos en reacciones de cicloadicion Diels-Alder, lo cual ha permitido la obtencién de
un gran nimero de compuestos.?

1.3.1. Sintesis y actividad bioldgica de aminoquinonas.

La reaccion de aza-Michael es una reaccidon quimica muy importante, especialmente para
la produccidon de antibidticos, antineopldsicos y moléculas bioactivas en general. La
adicion de aza-Michael implica la formaciéon de un enlace C-N entre un donante de
Michael que es el nitrégeno y una molécula que posea una instauraciéon, la cual actua
como aceptor de Michael. Este proceso culmina con la formacién de un monoaducto que
desafortunadamente es bastante dificil de sintetizar de manera selectiva, por ello es
importante considerar que para esta reaccidon se requiere de un catalizador como por
ejemplo un acido de Lewis.?®

La sintesis de los derivados alquiamino de las naftoquinonas es de gran interés debido a
que la introduccién de un atomo de nitrégeno a la naftoquinona, converge en
modificaciones de sus propiedades bioldgicas, estos compuestos presentan una potente
actividad antitumoral?’” y antimalarica.?® Es de destacar ademdas que el grupo
aminaftoquinona/aminohidroquinona es un componente natural de muchos antibidticos
naturales como: rifampicina (13) y rifamicinas (14 a y 14 b) (Figura 5).%°



(14 a) Rifamicina (14 b) Rifamicina

Figura 5. Estructura quimica de rifampicina (13) y rifamicina (14 ay 14 b).

Otros ejemplos de la alteracion en las propiedades bioldgicas como resultado de esta
modificacion son las: cribostatina | (15) y estreptonigrina (16) con actividad
antibacteriana,3®3! |a griffitazonona A (17)3? y las calotrixina A y B (18 a y 18 b) con
actividad antitumoral y antimalarica (Figura 6).3334
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| XN CH3
N
= NH,
(0]
cribostatina | (15) streptonigrina (16) griffitazanona A (17)

calotrixina A (18 a) calotrixina B (18 b)

Figura 6. Estructura quimica de cribostatina (15), streptogrinina (16), grifftazanona (17) y
calotrixinaAy B (18 ay 18 b)

La metodologia de preparacién de aminonaftoquinonas puede clasificarse en dos tipos, el
primero involucra la adicién 1,4 del grupo amino a la naftoquinona®® y el segundo consiste
en un desplazamiento nucleofilico de un sustituyente halogenado en el anillo de la
naftoquinona.®® En el esquema 5 se muestran ambas reacciones, sin embargo las
desventajas en ambos métodos son los bajos rendimientos y mezclas de productos con
aminas primarias, resultando en tediosas purificaciones.

Factores que influyen en los bajos rendimientos pueden ser debido a las propiedades
redox de las naftoquinonas, con la formacion de un diol inerte (23). Por otra parte, la
naftoquinona contiene varios centros electrofilicos de reactividad semejante, por lo que
es posible la formacion de los aductos para formar los productos 21, 22 ay 22 b.*’ La
presencia de los centros electrofilicos de reactividad semejante se explica debido a la
naturaleza dicarbonilica a, B-insaturada en la estructura de la 1,4-naftoquinona, con una
gran reactividad en el carbono B debido a la conjugacion del doble enlace adyacente al
grupo carbonilo.
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R, O R, O R, NR R, OH
Br RNH2 NHR Br
COy— .y - ¢ - .0
R, O R, O R, O R, OH
(20) 21) (22 b) (23)

Esquema 5. Sintesis de aminonaftoquinonas por adicion y sustitucion nucleofilica.

Por otra parte, se ha reportado la reaccién entre 2,3-dicloro-1,4- naftoquinona (24) y
algunas aminas aromaticas (25), esta reaccion se requiere la utilizaciéon de piridina como
disolvente temperaturas entre 110-130°C (Esquema 6). El resultado de esta reaccién fue el
compuesto 26, ademas de la formacion de las sales de piridina: 27 y 28.

Las proporciones de los productos formados dependen del tipo de sustituyentes. Si la
anilina tiene grupos electrodonadores como son metilo, metoxi, alcoholes o aminas, la
reaccion se dirige hacia la formacion del producto 26. Por otro lado, si la anilina posee
grupos electroatractores como nitro o cloro se forman principalmente los productos
derivados de las sales de piridina (27 y 28). Al utilizar a la piridina como solvente existe
competencia entre las reacciones de adicion y sustitucion por las aminas y el solvente,
esto es debido a las caracteristicas basicas y nucleofilicas de los reactivos y del solvente.38
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Esquema 6. Sintesis de derivados aminonaftoquinonas utilizando piridina como solvente.

Como se mencioné uno de los mayores problemas en cuanto a las reacciones de
benzoquinonas y naftoquinonas con aminas, son los bajos rendimientos, para solucionar
esto, se ha ideado el uso de oxidantes para aumentar el rendimiento de este tipo de
reacciones, por ejemplo, se ha utilizado acetato de cobre (Il) como agente oxidante para la
reaccion de la 1,4-benzoquinona 29 y la dimetilamina (30) con buenos resultados3®
(Esquema 7).
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Esquema 7. Adicion nucleofilica de dimetilamina a benzoquinona utilizando el Cu(AcO), como
agente oxidante.

Por otra parte Bukhtoyarova y colaboradores llevaron a cabo la sintesis de alquilamino
derivados de la juglona (3) %°, dicha reaccidn se llevd a cabo en presencia de acetato de
cobre (ll) monohidratado. La reaccién se realizdé en etanol y se observd la formacion de
una mezcla de dos aminas: la 2-butilamino-juglona (32) y la 3-butilamino-juglona (33) con
un 57% y 10% de rendimiento respectivamente (Esquema 8). Posteriormente la 2-
butilamino-juglona, se hizo reaccionar con un exceso de butilamina (que se utiliz6 como
solvente) en presencia del acetato de cobre formandose dos isdmeros donde una segunda
molécula de la butilamina ataca al anillo aromatico de la naftoquinona. Cabe sefalar que
estos productos en donde reacciona la butilamina no se podrian formar en ausencia del
acetato de cobre (ll). Esto es debido probablemente a la introduccién de un segundo
grupo amino en la molécula de la naftoquinona, que se favorecida por la formacién de un
complejo con el cobre, el grupo hidroxilico y el grupo ceténico.
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2,6-bis(butilamino)-juglona (34) 2,8-bis(butilamino)-juglona (35)

Esquema 8. Sintesis de derivados butilamino-juglona con acetato de cobre.

Se ha demostrado que el uso de catalizadores como el tricloruro de cerio (CeCl3) puede
mejorar el rendimiento de algunas reacciones de 1,4-naftoquinoans con anilinas.*! Este
catalizador también ha sido utilizado en la reaccién de 2-naftilaminas con quinolina-5,8-
diona (36) (Esquema 9). La reaccion se realizé tanto en presencia como en ausencia de
CeClz utilizando etanol y acido acético como solventes.*? Formandose los productos
isoméricos 37 y 38 de adicion a la quinona en donde el isomero 37 se presenta como el
producto principal en todos los experimentos. En ausencia del catalizador los
rendimientos obtenidos son bajos (30- 35%) y en presencia de CeCls el rendimiento del
isomero 37 aumenta (60-65%) obteniéndose solamente trazas del isémero 38. Esto
sugiere que el CeCls incrementa la reactividad de la posicidn seis uniéndose al par de
electrones del oxigeno del carbonilo generado un centro electrofilico.
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Esquema 9. Reaccion de adicion nucleofilica entre quinolina 5,8-diona y naftilaminas.

Remitiéndonos a la importancia de los catalizadores para sintetizar productos derivados
de aminonaftoquinonas, Marlene Lariza y colaboradores*® han reportado la sintesis de
distintos derivados 2-(amino)-1,4-naftoquinona, en donde se utilizaron diferentes aminas
alifaticas: pentilamina (39), hexilamina (40) y bencilamina (41) (Esquema 10). En este
estudio se evaluaron distintas condiciones experimentales como: sintesis a temperatura
ambiente (STA), sintesis por calentamiento convencional (SCC) y sintesis asistida por
ultrasonido (SAU), todas estas utilizando CeCls. 7H,0 como catalizador. Respecto a los
rendimientos, el producto 42 obtuvo un rendimiento bajo del 20% para STA y SCC
respectivamente, mientras que obtuvo un rendimiento del 35% para SAU. En el caso del
producto 43 se obtuvieron rendimientos bajos para STA y SCC con un 35% y 50%
respectivamente comparado con SAU donde se obtuvo un rendimiento del 70%. El
producto 44 por su lado obtuvo los mejores rendimientos con un 35% para STA y 70%
para SCC respectivamente, sin embargo, en donde se obtuvo el mejor rendimiento fue en
SAU donde el rendimiento fue del 88%.
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Esquema 10. Sintesis de derivados 2-amino-1,4-naftoquinonas utilizando distintas aminas
primarias.

Para concluir los autores determinaron el potencial antibiético de los productos obtenidos
frente a cepas Proteus sp. y Enterococcus Faecalis.

Con respecto a esto, el compuesto 42 mostré una moderada actividad antibacteriana con
una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 31,5 ug/mL, aunque la inhibicién se
presentd tanto para la bacteria gram positiva como gram negativa. El compuesto 43
presentd la mas baja actividad antibacteriana con un CIM de 130 ug/mL para Proteus sp. y
125 ug/mL para E. faecalis sin embargo, se muestra cierta selectividad en la inhibicidn. Por
ultimo, el compuesto 44 presentd los mejores resultados con un CMI de 22.5 ug/mL para
Proteus sp. y 31,5 ug/mL para E. faecalis.

Si bien numerosos estudios indican que utilizar CeCls podria mejorar los resultados de
rendimiento en la sintesis de aminonaftoquinonas, ciertamente el uso de otro tipo de
catalizadores podria los mismos o incluso mejores resultados. Asi es como Liu y Ji,*
realizaron la sintesis de una serie de aminonaftoquinonas mediante una reaccion de
adicién nucleofilica con diferentes aminas, utilizando |, como catalizador. (Esquema 11).
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Esquema 11. Sintesis de aminoquinonas usando I, como catalizador.

En primer lugar, el iodo molecular activa al carbonilo de la 1,4-naftoquinona hasta dar el
intermediario 45, seguido de un ataque del grupo amino a la posicién insaturada del
intermediario 45 para dar la adicion inicial del producto 46. La adicidn inicial del producto
46 se tautomeriza a la hidroquinona 47, con la subsecuente consecuencia de una rdpida
oxidacion con otro equivalente de la 1,4 naftoquinona resultando en una 2-amino-1,4-
naftoquinona 48.

Adicionalmente estos autores indican que el uso de diferentes catalizadores metalicos,
influencian en los porcentajes de rendimiento de la reaccién. Siendo ademas del |, y CeCls,
el nitrato de cerio amonio (CAN) uno de los que genera mejores resultados.

En el trabajo presentado por lvan Sieveking y colaboradores,* se ha descrito la sintesis de
derivados 2-fenilaminonaftoquinonas y 5H-benzocarbazole-6,11-diona, utilizando
CeCl3.7H20 como catalizador (Esquema 12).
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Esquema 12. Sintesis de derivados fenilaminoquinona y benzocarbazoledionas.

Condiciones de reaccion: (i) etanol, temperatura ambiente, 24—72 horas; (ii) anilina 50 a-l,
0,22 equivalentes de CeCl3.7H20, etanol, temperatura ambiente, 12—-24 horas; (iii) 0,9
equivalentes de Pd(OAc);, benzoquinona, AcOH, reflujo, 12-24 horas; (iv) 2—10 mol %
Pd(OAc)2, acido pivalico, 140 °C, 12-24 horas ; (v) KOH, etanol, temperatura ambiente
CH3I, acetona, temperatura ambiente, 6 horas (85% de rendimiento de 53a y 91% de
rendimiento para 53b.

La sintesis de 2-fenilnaftoquinonas 51 a-l y posteriormente los 5H-benzo(b)carbazol-6,11-
diona derivados 52 a-d siguen la ruta general del esquema 12, el primer paso fue la
sustitucion de un aceptor del nucleo de la quinona 49 ay b por un derivado de anilina 50
a-l o bien una naftilamina, para ello se pueden utilizar dos diferentes metodologias (i o ii)
reportadas en la literatura.*®4’ Utilizando la metodologia ii y al CeCls.7H,0 como
catalizador-acido de Lewis se incrementa el porcentaje de rendimiento obtenido. Debido a
la importancia que conlleva el atomo de nitrégeno en sistemas triciclicos, el grupo decidié
obtener benzocarbazolequinonas ya que algunas de ellas y otros compuestos relacionados
a 52 a-g exhiben importantes propiedades antineopldsicas y antiparasitaria.*®>° Para la
biaril ciclodehidrogenacion de 51 a benzocarbazolequinonas, el equipo uso el proceso
descrito por Luo y colaboradores®! en un proceso catalizado por paladio (Il) en acido
acético (metodologia iii). El uso de acido pivalico como solvente en altas temperaturas
aumenta el rendimiento de este paso (iv).>?



19

1.4 Quinonas como diendfilos en reacciones de ciloadicion Diels-Alder.

El grupo de productos naturales anguciclinas y sus agliconas las anguciclinonas, son un
grupo de moléculas naturales, producidas como metabolitos secundarios de bacterias
Actinomycetes formadoras de esporas, con gran variedad estructural y diversas
actividades bioldgicas, predominantemente anticancerigenos y antibacterianos.>® Debido
a estas propiedades un gran numero de investigadores ha enfocado su atencién en la
sintesis de estos compuestos naturales y/o la busqueda de nuevos derivados sintéticos,
con el objetivo de mejorar o potenciar sus actividades bioldgicas.

Un ejemplo es Ocromicinona (55), compuesto natural aislado desde Streptomyces con
propiedades antibidticas, el cual fue sintetizado por Guingant y Barreto>* quien utilizé la
reaccion de cicloadicion Diels-Alder para la sintesis de 55. Esta reaccidn requiere del
diendfilo 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (3) y el dieno push-pull 54, en esta estrategia
sintética el correspondiente aducto Diels-Alder, que no se aisla, experimenta una reaccion
de eliminacién y por posterior oxidacién aerdbica genera la Ocromicinona (55) (Esquema
13).

o o) CHj3
()~ —
=
OH O OCHs
Juglona (3) Dieno. 54 B - Ocromicinona (55)

Esquema 13: Sintesis de Ocromicinona (55) mediada por una reaccion Diels-Alder

Segun Paul Krapcho el reemplazo bioisostérico del grupo CH aromatico por un dtomo de
nitrégeno en farmacos anticancerigenos (ejemplo: ametantrona y mitoxantrona)®>,
derivan en aza-analogos con actividad citotéxicas comparable a la de sus progenitores
carbociclicos, presentando, ademas, una acentuada actividad frente a lineas tumorales
resistentes a doxorubicina.”® Lo anterior ha demostrado ser una estrategia eficaz para
disefiar nuevos compuestos antitumorales. En este contexto los derivados aromaticos N-
heterociclicos podrian retener potencialmente la forma planar del croméforo del farmaco
necesaria para el reconocimiento molecular del huésped. Asimismo, las propiedades
basicas y de atraccidn de electrones de los N-heterociclos parecen mejorar la afinidad por
el objetivo bioldgico y/o el mecanismo redox ciclico.>’
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La sintesis de aza-derivados del cromodforo Benzantraquinona de las anguciclinas y
anguciclinonas ha recibido relativamente poca atencion a pesar de la actividad
antitumoral de varios miembros de esta familia de antibiéticos.

Usando azadienos en lugar de vinil ciclohexanos, Guingant y colaboradores®®>° lograron
sintetizar diferentes 5-aza-analogos no naturales de anguciclinonas. Ellos hicieron esta
reaccion con diferentes bromo-juglonas sustituidas para la sintesis de una serie de 5-aza-
anguciclinas. Mas recientemente el mismo grupo preparo diferentes azadienos quirales
(57), todos ellos usados en la sintesis de analogos quirales de 5-aza-anguciclinonas 58a y
58b (esquema 14).%0

(0] Me
OAc O I;/
Br r/
N.

N
58a R= OAc
Me” ~Me

58b R= OH

5-acetoxi-2-bromo-

1,4-naftoquinona (56) azaderivado (57) analogo 5-aza-angucicliniona

Esquema 14. Sintesis de analogos 5-aza-angucilinonas.

Por ultimo, nuestro grupo de investigacion ha realizado la sintesis de nuevos 6-
azaanalogos de anguciclinonas. 262 Un ejemplo de estos trabajos es la obtencién del 6-
azaanalogo 89 el cual posee un fragmento de (-) acido shikimico (esquema 15), este
compuesto fue evaluado frente a cuatro lineas celulares: PC-3. HT-29, MCF-7 y CoN, con
valores de IC50 de 25,6 +4,7,35,4+5,9,57,2+9,5y 57,9 £ 4,3 respectivamente.

OCHg
QCHs HyCO \OCHs
H3;CO ~OCHj O '
+ — |
bz N
N H
I O o)
/N\

Azaderivado (59) 1,4-nafotquinona (2) 6-aza analogo de

anguciclinona (89)

Esquema 15. Sintesis de aza andlogo de anguciclinona mediante reaccion de Diels-Alder.
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HIPOTESIS
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Considerando como base argumental el marco tedrico antes sefialado y destacando las
caracteristicas quimico-estructurales de las naftoquinonas, referentes a su centro
electroéfilo a-B insaturado y su reactividad con aminas, la hipdtesis de este trabajo es:

“La reaccién de aza-Michael entre un derivado amino primario, obtenido desde (-) acido
shikimico, y naftoquinona conducird a la obtencion de un nuevo derivado
aminonaftoquinona con actividad citotéxica”.
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OBJETIVOS
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Objetivo general

- Sintetizar mediante adicion de Michael un nuevo derivado aminonaftoquinona
obtenido a partir de (-)-acido shikimico y evaluar su potencial actividad citotéxica.

Objetivo especifico

1. Sintetizar el amino derivado trimetoxilado 87 obtenido a partir del (-) acido
shikimico, segun esquema 16.

2. Acoplar a través de Reacciéon de Michael el amino derivado trimetoxilado 87
con 1,4-naftoquinona (2), utilizando dos diferentes catalizadores.

3. Evaluar el potencial antineoplasico del nuevo amino naftoquinona derivado 88,
sobre tres lineas celulares de cancer: MCF-7 (cancer de mama), HT-29 (cdncer
de colon) y PC-3 (cancer de préstata). Utilizando como control la linea celular
CoN (colon humano).

4. Comparar los datos de actividad citotdxicas del nuevo derivado 88, con los
resultados reportados con compuestos estructuralmente relacionados 89 y 90.
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METODOLOGIA
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Materiales y Métodos

Materiales y métodos quimicos

Reactivos: Todos los productos quimicos como bioldgicos fueron obtenidos desde Merck”®
y/o Sigma-Aldrich®.

Pesado: las muestras fueron masadas con balanza analitica Radwag® AS 220/C/2

Cromatografia en capa fina: Se realizaron en cromatofolios de silica gel de Merck” 60F;s4.
Fueron diluidas con mezclas de metanol /acetato de etilo o acetato de etilo/hexano en
proporciones adecuadas a cada muestra. Los cromatogramas se revelaron con Hanessian
(solucién de sulfato de serio y molibdato amonico en H2SO4 10%) y con luz UV (Ldmpara
UV (254 nmy 365 nm) Viber Loumat®).

Cromatografia en columnas: Se realizaron con silica gel 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 en un
rotavapor Buchi® R210.

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
[dmpara LED (A=589 nm, en la linea D) en una celda de 1 dm. Las mediciones se realizaron
en solucién metandlica y cloroférmica, segun se indique. Las concentraciones se expresan
en gramos por 100 mL.

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (*H y 3C RMN): Se registraron en un
espectrémetro Bruker® Avance 400. Los espectros fueron llevados a cabo mayormente en
una solucion de cloroformo deuterado, utilizando como referencia las sefales residuales
de CHCls, 6=7,26 ppm y 6=77,0 ppm para Hy 3C.
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Evaluacion de actividad citotdxica
e Condiciones para el cultivo celular

Las lineas celulares experimentales se obtienen de American Type Culture Collection
(Rockville, MD, USA). Las células corresponden a 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) que se cultivan en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s que contiene 10% de suero
fetal bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 1 mM de
glutamina. Las células son sembradas en placas de microtitulacién de 96 pocillos, se
siembran a una densidad de 3000 células/pocillo. Para lograr la adhesion de las células
estas son incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de CO;, 95% aire y 100% humedad relativa.
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 concentracién final
de este disolvente se mantiene constante a 0,1%. Los cultivos de control reciben sélo
DMSO al 0,1%.

e Ensayo de Inhibicion de la viabilidad celular en lineas de cancer

El ensayo de rodamina B (SRB) fue usado de acuerdo al método de Skehan y cols. 1990.
Las lineas celulares se cultivan en las condiciones normales anteriormente descritas. Los
compuestos a evaluar se solubilizan en DMSO a una concentraciéon final (0,1M) y se
almacenan a -20°C. Las células se exponen a diferentes compuestos y a distintas
concentraciones por 72 horas, al finalizar el tiempo de exposicidon las células seran fijadas
in situ con 4acido tricloroacético a 50% a 4°C por una hora. El medio (sobrenadante) es
descartado mediante el lavado de placas (3 veces) con agua y luego secadas al aire.
Posteriormente las células son tefiidas con 50 pL/pocillo de solucién de SBR (0,1% en 1%
acido acético), son incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras la tincién,
se realizan tres lavados con acido acético 1% hasta remover el excedente de tintura y se
secan al aire. Las proteinas unidas a la tintura son solubilizadas con 100 uL de soluciéon de
Tris tamponada 10 mM vy la densidad celular se determina a partir de la absorbancia
determinada en un lector de placas a una longitud de onda 540 nm. Los valores
informados son la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes en
gue cada uno contd con triplicados.

e Calculos de porcentaje de viabilidad
El andlisis de los resultados se expresé como el promedio de los valores

de la densidad Optica y de los valores de desviacion estandar (DS) calculados para cada
concentracion de compuesto evaluado, comparados con el control correspondiente
(DMSO). El porcentaje de viabilidad se obtuvo de la siguiente forma:

% viabilidad= (DO células tratadas/ DO células control) x 100.
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EXPERIMENTAL
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Sintesis de compuestos

Sintesis del compuesto 81
OH

HO WOH

_C.
0% " OCH,

(81)

A una solucion de (-) acido shikimico (80) (1g, 5,75 mmol) en 50 mL de MeOH, se le
agregaron 5 gotas de H;SOa. La solucidén resultante fue agitada por 24 horas a 65 °C,
transcurrido ese tiempo se le agrego NaHCOs (1g, 11,90 mmol) y se agito por otros 30
minutos. La solucién resultante se filtré y concentro para posteriormente ser purificada en
cromatografia de columna, obteniéndose el compuesto 81 (1,05 g, 5.61 mmol, 97 % de
rendimiento) como un sélido de color blanco, con punto de fusién de 114-115 °C.

1H-RMN (400 MHz, CDCls) 6 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-CHs), 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).

13C-RMN (100 MHz, CDCls) & 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-CHs); 31,4 (C-6).
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Sintesis del compuesto 83
OCH,

H3CO _wOCHj

_C.
0”7 OCH,

(83)

A una solucién del compuesto 81 (1,05 g, 5,61 mmol) en 25 ml de CHsCN se le agregaron
2.00 g de NaOH, la mezcla resultante se mantuvo en agitacién por 4 a temperatura
ambiente. Finalizado este tiempo se agregaron 5 mL de CHsl y dejo agitar por 24 h a
temperatura ambiente, posteriormente a la suspension se le agrego 0.5 mL de H,SO4 y se
realizé una extraccidén en una mezcla de AcOEt/Agua. Se procedid a evaporar el solvente
con el uso del rotavapor. Posteriormente se agregd 50 mL de MeOH, y 5 gotas de H,SOa.
La solucién resultante se agité por 24 horas a 65 °C, transcurrido este tiempo se agregdé
NaHCOs (1 g, 11,90 mmol) y se agitd por otros 30 minutos. La suspension resultante se
filtrd, se concentrd y luego se purificd por cromatografia en columna y se obtuvo el
compuesto 83 (0,76 g, 3,30 mmol, rendimiento 59 %), aceite de color blanco.
[a]3® =-117,3 (c = 1,2; CHCly).

14 RMN (400 MHz, CDCls) 6 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, OCHs), 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).

13C-RMN (CDCls) 6: 166,8 (C-7), 135,4 (C-2), 128,9 (C-1), 77,0 (C-4) 75,0 (C-3), 74,8 (C-5),
58,6, (OCHs), 57,3 (OCHs), 51,1 (OCHs), 51,7 (C-8), 26,6 (C-6).
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Sintesis del compuesto 84
OCH,

H3CO _wOCHj

@Ik

(84)

A una solucidn del compuesto 83 (0,76 g, 3,32 mmol) en metanol (30 mL) se agregd 60 mg
de Pd/C al 10%. A la mezcla se adiciond hidrogeno y se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente por 1 h. Luego la mezcla fue filtrada y concentrada a presion
reducida. El extracto fue purificado por CC obteniéndose el compuesto hidrogenado 84
(0,7 g 3,32mmol) con 99% de rendimiento como un aceite incoloro.
[a]2® =- 25,9 (c = 1,2; CHCl3).

H RMN (400 MHz, CDCl3) & 3,63-3,60 (1H, m, H-3), 3,62 (3H, s, COOCHs), 3,46- 3,43 (1H,
m, H-5), 3,41-3,37 (1H, m, H-4), 3,40 (3H, s, OCHs), 3,32 (3H, s, OCHs), 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).

13¢- RMN (100 MHz, CDCls) & 172,12 (C-7), 77,33 (C-5), 76,69 (C-4), 76,06 (C-3), 58,44
(OCHs), 56,65 (OCHs); 56,39 (OCHs), 51,53 (COOCHs3), 35,96 (C-1), 27,41 (C-2), 26,26 (C-6).
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Sintesis del compuesto 85
OCH,

H3CO _wOCHj

/|||-

OH

(85)

A una solucién del compuesto 84 (1,4 g, 6,86 mmol) en 30 mL de tolueno anhidro, bajo
ambiente de nitrégeno y a una temperatura de -78 °C se agregaron 10 mL del reactivo
DIBAL-H gota a gota (10 mL 1M en tolueno, 10 mmol). Posteriormente esta solucién fue
llevada a temperatura ambiente y se agité por 12 horas. A la mezcla de esta reaccidn se le
afiadié 0,4 mL de agua destilada gota a gota, luego 0,4 mL de una solucién de NaOH al
15% para finalmente agregar 1mL de agua destilada. La mezcla se dejo agitar por 30
minutos para luego ser filtrada y concentrada. Finalmente, el producto resultante fue
purificado por cromatografia de columna utilizando gel silica como fase estacionaria y
AcEt como fase moévil, obteniéndose el compuesto 85 (1,28 g, 6,28 mmol, rendimiento del
94%) como un aceite incoloro, [a]%7 =+33,8 (c=0,4; CHCl3).

1H RMN (400 MHz, CDCl3) § 3,57 (1H, d, J = 2,5 Hz, CH,0H), 3,50 (1H, sa, CH,0H), 3,38-3,36
(3H, m, H-3, H4, H-5), 3,36 (3H, s, OCHs), 3,30 (3H, s, OCHs), 3,26 (3H, s, OCHs), 2,82-2,74
(1H, m, H-1), 1,75-1,68 (2H, m, H-2), 1,27-1,18 (2H, m, H-6).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & 77,57 (C-5), 77,19 (C-4), 76,43 (C-3), 67,47 (CH,0H), 58,48
(OCHs), 56,48 (OCH3), 56,24 (OCHs), 33,10 (C-1), 28,02 (C-2), 26,59 (C-6).
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Sintesis del compuesto 86
OCH,

H3CO _wOCHj

GHO

(86)

A una solucién del compuesto 85 (1,28 g, 6,34 mmol) se le afiadieron 20 mL de CH,Cly,
posteriormente se le agregaron 3,03 g (14,05 mmol) del reactivo PCC. La mezcla se agité
por 30 minutos, pasado ese tiempo se afiadié Et;0 y el residuo gomoso se filtré en una
columna corta de silice, usando como eluyente AcOEt. El filtrado se concentrd,
obteniéndose el compuesto 86 (0,65 g, 3,23 mmol, rendimiento 51%) como un aceite
transparente. [a]3’ = - 32,7 (c = 0,6; CHxCl).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 9,58 (1H, d, J = 0,9 Hz, HC=0), 3,64 (1H, q, J = 4,4 Hz, H-4),
3,55-3,49 (1H, m, H-5) 3,44 (1H, m, H-3), 3,42 (3H, s, OCHs), 3,35 (3H, s, OCHs), 3,34 (3H, s,
OCHs), 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).

13C RMN (100 MHz, CDCl3) & 202,95 (HC=0), 76,92 (C-3), 76,00 (C-5), 75,86 (C-4), 58,40
(OCHs), 56,96 (OCH3s), 56,67 (OCH3s), 43,57 (C-1), 25,41 (C-2), 24,33 (C-6).
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Sintesis del compuesto 87
OCHj

H,CO _wOCHj

/M

NH,
(87)

A una soluciéon del aldehido (86) (0,31 g, 1,51 mmol) en etanol con NH40Ac (20 mL) se le
afiadié NaCNBHs (283 mg, 4,5 mmol) y 10 mL de NHsz 25% acuoso. La mezcla se agito a
reflujo durante 18 horas, luego se dejé enfriar a temperatura ambiente y se concentrd
bajo presion reducida.

Luego se agregd una mezcla de agua y acetato de etilo y se le afladié Na,COs, se separé la
fase organica y se volvié a extraer con acetato de etilo. Las fases orgdnicas combinadas se
concentraron en el rotavapor y el crudo resultante se purificd6 mediante cromatografia en
columna; obteniéndose 100 mg de la amina primaria 87 (0,49 mmol, rendimiento 33%)
como un liquido transparente. [a]3’ = - 26,0 (c = 0,4; CH,Cly).

14 RMN (400 MHz, CDCls) 6 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, OCHs), 3,37 (3H, s, OCHs), 3,32 (3H, s, OCHs), 1,85-1,69 (3H, m,
H-1, H-2a, H-6a), 1,39-1,27 (2H, m, H-2b, H-6b).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & 77,22 (C-3), 76,68 (C-5), 76,24 (C-4), 67,47 (NCH,), 58,30
(OCHs), 56,54 (OCHs), 56,38 (OCHs), 33,04 (C-1), 28,06 (C-2), 26,52 (C-6).
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Sintesis de 2-((((1R,3R,4R,5R)-3,4,5-trimetoxiciclohexil)metil)amino)naftaleno-1,4-diona.

OCHs
H4CO wOCHj
0 .

N

H
0

(88)

Esta sintesis fue realizada en paralelo con 2 catalizadores distintos, los cuales fueron CAN
y CeCls,

En 20 mL de etanol se afiadieron 100 mg del compuesto 88 (0,49 mmol) y 106 mg de la
aminonaftoquinona (0,63 mmol), posteriormente se afiadieron 65 mg del catalizador (CAN
o CeCl3) y se calentd a reflujo por 2 horas para luego dejar agitando por 12 horas a
temperatura ambiente. Trascurrido este periodo, la solucién resultante fue concentrada al
rotavapor y luego se purificd por CC, obteniendo:

Con CAN se obtuvieron 42 mg de la aminoquinona. (0,11 mmol, rendimiento 22%)
Con CeCls se obtuvieron 95 mg de la aminoquinona (0,26 mmol, rendimiento 53%)

4 RMN (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-5'), 3,57 (1H, m, H-4°), 3,44-3,37 (4H, m, H-3", OCHz), 3,36-3,31 (3H, m, OCHs),
3,30-3,26 (3H, m, OCHs), 3,05 (2H, t, J= 6,50 Hz, CH2-N), 1,82-1,69 (2H, m, H-1’, H-2"a),
1,33 (2H, m, H-67), 1,23-1,19 (1H, m, H-2'b).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & 182,88 (C-4), 181,72 (C-1), 147,97 (C-2), 134,66 (C-6), 133,49
(C-4a), 131,86 (C-7), 130,35 (C-8a), 126,16 (C-5), 126,04 (C-8), 100,74 (C-3), 77,20 (C-3’),
76,42 (C-5’), 76,12 (C-4’), 58,55 (OCHs), 56,69 (OCHs), 56,36 (OCHs), 48,04 (CH»-N), 29,82
(C-17), 29,34 (C-6"), 28,14 (C-2').HRMS (ES*): m/z calculado para Cy Has N Os [M*]:
359.1733, encontrado 359.076.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Ruta de sintesis para la obtencidn de la amina primaria 87

Para sintetizar este nuevo derivado de aminonaftoquinona es necesario obtener el
compuesto 87, el cual se sintetizd a partir de (-)-acido shikimico 80. La ruta de sintesis se
explica en el siguiente esquema.

OH OCHj,4 OCH3
HO WOH  HzSO,, wOH  NaGOH, HCO \OCH3 HsCO WOCHj3
' CH3OH acetonltrllo
24h calor. CH3I 24 h.
HO™ ~O
80 81 82 83
(97% rendimiento) (59% rendimeinto)

H,SO4 CH3;0H
24 h. calor

OCH3 OCHj,3 OCH,
I\P/I;tgnf(;% H3;CO WOCHj DIBAL H H3;CO WOCHj; - H,CO ~\3OCH
H2 24 h. Tolueno H CHyCl, Y
H3CO/\O “oH CHO
84 85 86
(99% rendimiento) (94% rendimiento) (51% rendimiento)
OCH3
NHs , reflujo 18 h.
_\NH2
87

(33% rendimiento)

Esquema 16. Ruta de sintesis de amino derivado a partir de (-) dcido shikimico.

La ruta sintética comienza con una esterificacion de Fisher de (-)-acido shikimico (80),
obteniendo el metilester 81 como un sdélido blanco con rendimiento cuantitativo. La
obtencién del trimetoxi shikimato de metilo 83 fue llevada a cabo bajo condiciones
basicas, luego fue adicionado yoduro de metilo (CHs3l) donde se obtuvo el compuesto
deseado. El inconveniente de este paso fue la hidrolisis del grupo metil ester generando el
compuesto no deseado 82, el cual bajo la metodologia de la esterificacion de Ficher fue
reconvertido al compuesto 83. Posteriormente se procedid a reducir el doble enlace del
compuesto 83, para ello se afiadié hidrogeno en presencia de Pd/C al 10% obteniéndose el
compuesto 84. La posterior reduccién del trimetoxi metilester 84 con DIBAL-H produjo el
alcohol 85 con un 94 % de rendimiento y la oxidacién del alcohol con PCC dio como el
aldehido 86 con un 51 % de rendimiento. Finalmente se procedid a realizar la sintesis de la
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amina primaria 87 mediante la adicidon del reactivo cianoborohidruro de sodio bajo las
condiciones descritas en el esquema 16.

La estereoquimica del carbono C-1, para los compuestos 84, 85, 86 y 87, se determind
utilizando el aldehido 86 debido a la claridad que presentaban las sefiales en el espectro
'H de RMN; se realizé un experimento de resonancia magnética nuclear NOESY, en el cual
se irradid selectivamente la sefial correspondiente al protén H-1 (6=2,45 ppm) y se
observd que presentaba un efecto NOE con el protén H-5 (6=3,55-3,49 ppm). Esto puede
ser observado en la figura 6, donde se aprecia la interaccion 1,3-diaxial entre el H-1 y H-5.

1,3 diaxial

OCH,
H,CO wOCHj,4 OCH;
y H,CO
3c:o

Olll
I
o

| Ll

T T T T T T T
lOC) 95 90 8.5 BO 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 40 35 30 25 ZO 1.5 10 opm

Figura 6. Abajo: espectro de protones del aldehido 86. Arriba: espectro de protones NOESY donde
se aprecia la sefial irradiada, correspondiente a H-1; esta presenta NOE con H-5.
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La estereoquimica adoptada en C-1 se debe a que en el proceso de hidrogenacién del
compuesto 83, se obtiene el compuesto termodindmicamente mds estable, en donde el
grupo aldehido queda con disposicién ecuatorial que radica en una molécula que presenta
tres de los cuatro sustituyentes en el anillo en posicién ecuatorial (figura 6).

2. Sintesis de la 2-amino-naftoquinona 88
Una vez obtenida la molécula 87, se procedié al acoplamiento con 1,4-naftoquinona (2)
mediante reaccién de aza-Michael, utilizando dos catalizadores diferentes. (Esquema 17)

OCH;
H,CO WOCHj
0 OCHjg Etanol s, -
H5;CO WOCH3 65 mg CeCl3 0
) 65 mg CAN -
+ - :
Reflujo 2h. N/
: agitacion 24 h. N
© SN O
2 CeCly 53% rendimeinto
o o
(2) (87) (88) CAN 22% rendimiento

Esquema 17. Sintesis de la 2-amino naftoquinona a partir de dcido shikimico.

En el presente trabajo se sintetizd el derivado 2-amino-naftoquinona 88 utilizando dos
catalizadores distintos, los cuales fueron CAN y CeCls, cada uno con porcentaje de
rendimiento diferentes.

La utilizacion de estos acidos de Lewis se debe a que estos producen una interaccién del
catalizador con la quinona, formando un complejo que favorece el ataque nucleofilico de
la amina primaria hacia el centro electrdfilo a-B insaturado, desplazando la carga hacia el
oxigeno del carbonilo. La regeneracién del grupo carbonilo junto con la reduccién del
doble enlace adyacente genera un intermediario neutro que es oxidado dando lugar a la
formacién del derivado 2-amino-1,4-naftoquinona.’

Para las reacciones de aza-Michael, es importante que los catalizadores cumplan dos
caracteristicas fundamentales, las cuales son actuar como un agente oxidante y ser un
acido de Lewis. En la presente tesis se utilizaron dos catalizadores, ambos cumplian con
las caracteristicas antes sefaladas, sin embargo, el mejor rendimiento fue alcanzado
cuando se utilizé CeCls (53% de rendimiento) por sobre CAN (22% de rendimiento), este
hecho podria ser explicado si consideramos que el CeCls es un mejor agente oxidante, por
lo cual regenera mas rdpidamente la naftoquinona, en el Ultimo paso de la reaccion.
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Otros estudios también han reportado la superioridad del CeCls frente a otros
catalizadores.?®

3. Determinacion estructural del producto 88

La determinacién estructural del compuesto 88 fue establecida mediante técnicas
espectroscépicas mono y bidimensionales de resonancia magnética nuclear (*H-RMN, 3C-
RMN, HSQC y HMBC).

En el espectro '3C-RMN se observan dos sefiales a & 182,88 ppm y 181,72 ppm
correspondientes a los carbonilos en la posicién 4 y 1 de la molécula respectivamente. El
carbono carbonilico C-4 (6 182,88 ppm) fue asignado debido a que en el espectro 2D
HMBC este presenta un acoplamiento a larga distancia 3/ entre el carbono carbonilico C-4
(6 182,88) y H-5 (6 8,01). Por otro lado, el carbonilo en la posicion 4 presenta un
acoplamiento 2/ con el hidrogeno unido al C-3 (&6 5,74), de esta manera quedan
determinados ambos carbonos carbonilicos de manera indiscutible. (figura 7).

OCHj4
L, CO \OCHs
3y 2J o
RPN
O‘ H -
S
N
H
O
88

Figura 7. Acoplamiento de larga distancia del carbonilo del compuesto 88.
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Adicionalmente el carbono carbonilico C-1 (6 181,72) muestra acoplamiento 3J con el
hidrégeno de la amina (6 6,05) y acoplamiento 3/ con el protéon unido a C-3 (6 5,74)
(Figura 8)

OCH,

HyCO I wOCH,
(X)),
3]
N/

Figura 8. Acoplamiento de larga distancia de la amina del compuesto 88.

Respecto al fragmento aromatico de la aminonaftoquinona 88, en el 'H NMR se observan
4 sefales a: 6 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). La sefal & 8,01 fue asignada como H-5 y
correlacionada como C-5 (6 126,16) por 2D HSQC y fue comprobado indirectamente por la
correlaciéon 2D HMBC 3/ del H-5 con el carbono carbonilico C-4 (5 182,88). La sefial 6: 7,96
ppm fue asignada como H-8 y correlacionada a C-8 (6 126,04) mediante 2D HSQC, lo cual
fue comprobado indirectamente mediante correlacién 2D HMBC debido principalmente a
la correlacién de larga distancia 3/ entre el H-8 y el carbono carbonilico C-1 (6 181,72). Por
otro lado, el H-7 fue asignado a &: 7,66 ppm y correlacionado al C-7 (6 131,86) por 2D
HSQC. La seiial 6: 7,55 ppm fue asignada a H-6 y correlacionada mediante 2D HSQC a C-6
(6 134,66), esto fue comprobado indirectamente mediante una correlacién 2D HMBC 3J
entre el H-5 y el C-6.

4. Resultados de actividad citotdxica

La actividad citotdxica de la aminonaftoquinona 88 es mostrada en la tabla 1 y comparada
con dos derivados de 6-aza-anguciclinonas 89 y 90 (Figura 9), las cuales fueron
previamente sintetizados por nuestro grupo de investigacion.®®? La actividad de los
productos 88, 89 y 90 fueron evaluadas sobre las lineas celulares PC-3, HT-29, MCF-7 y
CoN (tabla 1).
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OCHj
‘\\\OCH3

89 90

Figura 9 azaanalogos de anguciclinonas 89 y 90

Tabla 1. Valores ICso de las moléculas 88, 89 y 90 en cada una de las lineas celulares estudiadas.

1Cs0 (UM)
PC-3 HT-29 MCF-7 CoN
~OCHj3
13,0+0,2 61,4 +0,5 13,6+0,1 549+7,7
(88)
wOCHj
23,6 £3,7 42,9+8,4 118,1+10,8 | 1155+17,8
89
wOCH;
3,9+0,6 3,3+0,9 11,9+15 11,7+1,3
90)

*PC-3 (cancer de prostata), HT-29 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama) y CoN (células sanas
de colon humano)
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En la tabla 1 se puede observar que el compuesto 89 no aromatico, presenta una actividad
inferior que el compuesto aromatico 90, el cual mostrd tener actividad citotoxica menor a
15 uM sobre todas las lineas celulares estudiadas.

La diferencia de actividad entre el compuesto no aromatico (anillo B) 89 y el aromatico 90,
concuerda con lo reportado por Antonio Rescifina y colaboradores,?® en donde indican
que los compuestos policiclicos aromaticos (planos) con fragmentos quinolina,
quinaxolina, fenantridina, acridina y antraquinona entre otras, son potenciales
intercaladores de ADN, esto podria explicar la mayor actividad citotdxica del compuesto
90.

Por otra parte, se puede observar como el compuesto 88 presenta una efectiva actividad
citotéxica sobre las lineas PC-3 y MCF-7, en ambos casos con un ICso menor a 15 uM, sin
embargo, es notoriamente menos activo sobre la linea celular HT-29 (ICs0 61.4 + 0.5 uM).
Este fendmeno no se observa con la molécula 90 la cual tiene una enorme actividad sobre
la linea celular HT-29 (ICsp 3.3 £ 0.9 uM).

Ademas de la citotoxicidad, una caracteristica sumamente importante en las moléculas
con posible potencial farmacoldgico es la selectividad sobre blancos especificos, respecto
a células sanas. La selectividad se obtiene comparando la actividad citotéxica de las
moléculas con respecto a la actividad frente a células sanas (CoN). En la tabla 2 se indican
los valores de indice de selectividad obtenido por los compuestos estudiados.

Tabla 2. indice de selectividad de las moléculas 88, 89 y 90 en cada una de las lineas celulares
estudiadas.

Compuestos indice de Selectividad
PC-3 HT-29 MCF-7
88 4,22 0,89 4,04
89 4,89 2,69 0,98
90 3,00 3,55 0,98

Los indices de selectividad del aminoderivado 88 sobre PC-3 y MCF-7 es superior a 4,00,
esto significa que es un buen candidato para continuar con estudios de muerte celular,
aunque no demostrd ser efectivo sobre la linea celular HT-29. ElI compuesto 89 no
presenta una actividad citotoxicidad destacable, sin embargo, presenta un gran indice de
selectividad sobre la linea celular PC-3 con un valor cercano a 5,00, sin embargo, su indice
de selectividad decae respecto a las lineas celulares HT-29 y MCF-7. Respecto al
compuesto 90, si bien es el mas citotdxico sobre las lineas celulares estudiadas, su indice
de selectividad es relativamente pobre, no alcanzando un indice de selectividad de al
menos 4,00 en ninguna de las lineas celulares estudiadas, este hecho hace dificil pensar en
el cdmo un candidato con reales aplicaciones farmacoldgicas.
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A partir del (-) acido shikimico (80) se sintetizo la amina primaria 87, dicha amina fue
obtenida luego de seis reacciones quimicas consecutivas. El rendimiento global de las
reacciones obtenido desde el precursor de la serie, el (-) acido shikimico (80) hasta la
amina primaria 87 fue del 9% de rendimiento.

La hidrogenacidén sobre la molécula 83 se produjo de forma estereoselectiva dando origen
al derivado hidrégenado 84, el cual es mas estable, ya que el grupo metilester queda en
posicion ecuatorial. La configuracién C-1 se mantuvo a lo largo de toda la serie.

La reaccién de aza-Michael entre la amina primaria 87 y la 1,4-naftoquinona (2), origind
un nuevo derivado 2-amino-1,4 naftoquinona 88, la fraccién de este nuevo compuesto
proveniente de la amina 87, presenta la misma configuracién C-1 observada desde el
derivado hidrogenado 84. Para la sintesis del compuesto 88 se utilizaron dos diferentes
catalizadores, cada uno de ellos dio un diferente porcentaje de rendimiento, siendo un
53% de rendimiento al usar CeCls y 22% de rendimiento al usar CAN.

La molécula 90 sintetizada en trabajos anteriores, demostré tener la mdas elevada
actividad citotodxica, con un ICsp inferior a 15 uM en todas las lineas celulares estudiadas.
La molécula 89, también sintetizada en trabajos anteriores, demostré no tener una
actividad citotdxica notable sobre ninguna de las lineas celulares estudiadas, obteniendo
comparativamente los peores resultados de ICso entre las tres moléculas orgdnicas
estudiadas. El compuesto 88 demostrd tener una aceptable actividad citotdxica sobre las
lineas celulares PC-3 y MCF-7, en ambos casos con un ICsg inferior a 15 uM, aunque para
HT-29 su ICso fue de 61,4 = 0,5 uM. La molécula 90 presenta un indice de selectividad
modesto para las lineas PC-3 y HT-29, aunque para la linea MCF-7 obtuvo un indice de
selectividad inferior a 1,00. El compuesto 89 exhibié el mejor indice de selectividad de
entre las tres moléculas estudiadas, el cual fue de 4,89 en el caso de PC-3, sin embargo, su
indice de selectividad respecto a HT-29 y MCF-7 fueron bastante mas bajos, siendo 2,69 y
0,98 respectivamente. El compuesto 88 obtuvo buenos indices de selectividad sobre las
lineas celulares PC-3 y MCF-7, en ambos casos su indice de selectividad fue superior a
4,00, aunque para la linea HT-29, presentd un valor inferior a 1,00.
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ABREVIATURAS

Abreviaturas usadas en experimental.

MeOH : metanol

H2S04 : acido sulfurico

NaHCOs : bicarbonato de sodio
CHsCN : acetonitrilo

NaOH : Hidréxido de Sodio

CHsl : Yoduro de Metilo

AcOEt : acetato de etilo

Pd/C : Paladio/carbono

DIBAL-H : di-iso-butilhidruroaluminio
CH2Cl2 : diclorometano

PCC : clorocromato de piridinio
Et.O : dietiléter

NaCNBHj3 : cianoborohidruro de sodio
Na,CO3 : carbonato de sodio

CAN : Nitrato de cerio y amonio
CeClz : Tricloruro de cerio

Abreviaturas usadas en RMN

s : singlete
sa : singlete ancho
d : doblete

dd : doble doblete
ddd : doble doble doblete

m : multiplete
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Abreviaturas usadas en resultados y discusion

CHsl
Pd/C
DIBAL-H
PCC
CAN
CeClz

ICso

: constante de acoplamiento

: Yoduro de Metilo

: Paladio/carbono

: di-iso-butilhidruroaluminio
: Clorocromato de piridinio
: Nitrato de cerio y amonio

: Tricloruro de cerio

: Concentracion inhibitoria 50
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= T S Y =Y < [ [ =3
=4 =3 oo |N|o 2 00 |0 |00 ™
= o |of<|o|=|e o~ < [ [ o
o S e - Slelen s
T T 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 1.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

PAQS
CDC13
3 eaEoee nenmne o o o WaE Santiago Hernanc
: opgnge® menoa e 82 8 o
SEanedn nadel 9 S

. MM NOWO® NMO W T2 T ™Mo o PROCNO 1

S SEECCC SBVBY o seo < Date_ 20170727

~ [l e e S Y X R k2] < IENEN — Time 13.43
INSTRUM

A VZR\\"a VT e s
PULPROG
SOLVENT
NS
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 181
|
| 1 .
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6242995 MHz
I CHANNEL £2
| CPDPR( waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 5.00 usec
PL2 6.00 dB
PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
SFO02 400.1316005 MHz
SI 32768
SF 100.6127748 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
|
|
- L . |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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PAQ6
CDC13
NAME Santiago Hernandez
P OM ANV TPOOTNNOE N NETANNNNORORODAND VD LEMNPLONTONANAOOTE VL IOMDITONDALOANO 0D WO NN DN
N H IO DANANTNANE NI EEONDE I E PO EINITTANNDNDNANCN D= CODANNNCNNME A TOOEOEOO MO T EXPNO 188
N OO Y Y E DN IO OIS INHO NP VN TNODTM IO ND OOV T TN ADLTIMAN NN DI D ¥ N OO 0N S N~ PROCNO 1
annuYrrrLeeeooaTIEEETITTaoNO99anesegnnnnnnnunneenaaaanaaaaaaaaantaaaaee Date 20170728
R R R R R R R R R R R R N N N R R ke B R B e e R e Time 1.43
T Y T MMM MM INSTRUM spect
’/ % PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2930
™ 32768
SOLVENT cpel3
! NS
DS 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
! a0 2.0447731 sec
RG 128
oW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 294.2 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
CHANNEL £1
18
6.50 usec
0.00 dB
400.1338012 MHz
16384
400.1300093 MHz
no
0
0.00 Hz
0
1.00
OCH;
|
H3CO \OCHj
[
|
| 1
I Y
m =
~N
NH,
<) o [o] |=[= <
N = <
S| o o] [o~ ~
ol N o] == ~
ol el ol laile o
T T T T T T T T T T T T T T T
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
PAQ6
CDC13
CoOdHNNOOON O o oo LRI SIS IR NAME Santiago Hernandez
ODNONMA® D L Sowa ©w =~ S m o o 5
CoHommT®Tn © o bom~ o % oo o oT T oo EXPNO 189
LHNOLNADLON b cmiwm on o S T o PROCNO 1
R Reesaao a4 owww mod we P G Pate 20170801
B N e Rt L Dhhwnn IS RIS P R R Time 10.12
INSTRUM spect.
NI IRIEERN
PULPROG 2gpg30
™ 32768
SOLVENT cpcl3
NS 512
0
23980.814 Hz
0.731836 Hz
0.6832628 sec
512
20.850
6.00
e
2.00000000
0.03000000
1
l CHANNEL f1 =
13¢
| 14.00 usec
-6.00 dB
100.6242995 MHz
CHANNEL £2
waltz16
1H
| L 85.00 usec
6.00 dB
‘ ! 23.00 d8
| | 23.00 dB
400.1316005 MHz
32768
100.6127757 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40
| |
| |
| | | |
|
ot o
" p \ Gl My P
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm
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Santiago Hernandez
©o o o @ 202
= o @ o ]
gty © o
>0 o 0
© o ™

8.0291
7.9987

.5558
7.5533
7.5439
7.5414
7.5348
7.2603
6.0429
1 2é57
1.2245

2068
1.1978
1.1890

7

maNoCOowo W
oFN T H®E S0
ERER-RER R )
R RERERY
N TN

7. 6528
7.6489
7.6457
7.6366
7.5722
7. 5592

™
~
©
©
w

5 6778
4.0770

oo«
oo
© 0o
oo
o

3 6048

© o
=
o~
> 1010
S o

3. 40/1

<«
™
o

I

0
8012.820 Hz
0.244532 Hz

2.0447731 sec
71.8

62.400
6.00

294.2
1.00000000
1

6.50 usec
0.00 dB
400.1338012 MHz
16384
400.1300089 MHz
e

0. Wﬂ Hz

1A33

OCH;

H3CO. WOCH3

.0543
2.8419,
1.9529

1.1038
1.0894
0.8641
0.9231
0.3032
0.8803

0274
3.4355
0.8000
1.5997
2.1815
2.1523
1.7888

2.

1.0000
0.9662

3.0 2.5 2.0 1.5

©
o
@
o
@
o
<
o
<
o
o
@
o
o
o
o
o
o
S
o
S
o
w
@

AQ101B
CDC13

NAME Santiago Hernandez
EXPNO 209
PROCNO

L7175

20170928
Time 10.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBEI 1H-BB
PULPROG 29pg30

126.1605
126.0306
100.7478
77.3176
29.8212
29.3366

—182.8736

——181

——147.9704
134.6567
56.3517

——48.0321

I
]
N
o
)
I

——14.0665

<
Y
5§§§; .
__~60.2821
-

T~ 28.1364

™D
SOLVENT /D\WQ
S 512

0
23980.814 Hz
0.731836 Hz

2
2.00000000
0.03000000

CHANNEL f1

1
14.00 usec

-6.00
100.6242995 MHz

HANNEL £2 ==:
waltzl6
1H

3.00
400.1316005 MEz
3276

100.6127794 MHz
EM

0
1.00 Hz
0

1.40

WA e

T T T T T
0 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

e

T T T T
190 180 170 160
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AQ101B
CDC13
© o~ — 0
® = o~ - w0 oo o~ —o NAME
== ~ o = @ 0 RS < © <0 o
© @ —o = ERNE oo~ ) ISR EXPNO
H M . - R o © PROCNO
< o ©© o M [ 1 T Pate
) ISR S = v ® 0w © oo e
- — — == 00w < INENES] Time
INSTRUM
PROBHD 5
PULPROG
TD
SOLVENT

2.00000000 sec

0.00344828 sec

0.00002000 sec
1

NUC1 13

Pl 14.00 usec
P2 28.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6227898 MHz

CHANNEL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

3
H3CO, WOCH3 AQ101B
o cpCl3
NAME Santiago Hernandez
[o] 21
1
20170928
15.25
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG invigpph
1024
/ CDC13
N 4
H

16
4006.410 Hz

: L

ppm
E ﬂhU .
! 0.00000300
E 1.00000000
10 L 0.00172414
) - 0.03000000
3 0.00000400
20 3 0.00050000
0.00150000
0.00021614 s
0.00003315
30 oY
40
PL1 6.00 dB
sFol 400.1321250 MHz
507 = CHANNEL 2 ==
garp
13C
60 13.20 usec
704
80 GPNAM1 SINE.100
2 GPNAMZ SINE.100
GPNAM3 SINE.100
E GPz1 80.00 %
20 GPz2 30.00 %
3 Gpz3 20.10 %
P16 1000.00 usec
100 @ N0 2
TD 6
3 sFO1 100.6203 MHz
FIDRES
110 sW
FnMODE
sI 2048
SF 400.1300120 MHz
120+ , DW QSINE
2
@ H 0.00 Hz
130 0
. X
1l
140 ]
" 5
0.00 Hz
T T T T T T T T T T 0
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
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AQ101B
CDC13

204

30

40

50

60

70

80

90

100

1104

120

130

140

150

160

1704

180

190 -

61

NAME Santiago Hernandez
EXPNO 211
PROCNO 1
Date_ 20170928
Time 11.29
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG invdgplplrndgf
1024
CDC13
4
16
3591.954 Hz
3.507768 Hz
0.1425908 sec
36780.8
o 139.200 usec
. 6.00 usec
i 294.2 K
145.0000000
: 0.00000300 sec
1.00000000 sec
¥ 8 @b 0.00344828 sec
0.06500000 sec
0.00000400 sec
0 0.00050000 sec
. 0.00002485 sec
o ] Y
UB' CHANNEL f1
1
o™ 5 a® ® T 11.50 usec
5 P2 23.00 usec
PL1 6.00 dB
sFO1 400.1316805 Mtz
EEFS 1
uC2 13C
3 13.20 usec
PL2 ~6.00 dB
SFO2 100.6222872 MHz

GRADIENT CHANNEL

-] [ SINE.100
SINE.100
SINE.100
W 50.00
30.00
40.10
1000.00
€9 [o1=1-] e 2
% Q@@ TD 1
T 100.6223
0@ 0 FIDRES 157.223022
ﬂ swW 200.001
FnMODE QF
Y ST 2048
SF 400.1300125
WDW SINE
SSB 0
LB 0.00
0 GB 0
o PC 1.40
° 0 P SI 1024
MC2 QF
il SF 100.6127570
& a WDW SIN
SSB 0
LB 0.00
T T T T T T T T T T T T T T T GB 0
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm
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