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INTRODUCCION



Crecimlento celular en tumores?.

En ciertas condiciones, una célula que se encuentra estética (esto es que
no crece ni se divide) en un momento determinado puede presentar crecimiento
y divisién activos, sin control, formando un tumor o crecimiento canceroso. El
cancer es el resultado de [a proliferacion sin control de células no diferenciadas
ds un tejido, llavdndose a cabo el crecimiento en forma exponencial. El cdncer
puede estar localizade en una cierta zona o formar rmetdstasls, esto es, que se
extiende a todo el organismo por medio de las corrientes linfaticas y sanguinea.
Estas células no diferenciadas crecen y alteran la organizacién de los tejidos en

donde se localizan,

Inmuno-activacion?2,

La demostracién de que muchas enfermedades, mds que ser una
inmunodeficiencia primaria, estdn asociadas con inmunodeficiencia celular, han
dado origen a una expansién en la investigacién de agentes bioldgicos y drogas
con un posible uso en el tratamiento de las enfermedades humanas. Las drogas
inmunoestimulantes tienen un potencial uso como auxiliar de fas vacunas en
pacientes  con  deficiencias  secundarias, -incluyendo infecciones
inmunodeficientes por virus, cdncer y autoinmunidad. Los agentes
inmunoactivantes pueden dividirse en dos grandes grupos:

- Los agentas modificadorss del hugsped.

- Los agentss anticancerigencs que actian directamente.

La paradoja del uso de ambos, inmunosuprasores e inmunoestimulantes
para la autoinmunidad, se explica por ef concepto de que la presencia de las
enfermedades, se debe a una irregularidad en el sistema inumoldgico. El uso da
cualquiera de los dos, supresién o activacién del sistema inmune o ambos,

pueden dar lugar a una mejoria clinica.



Existen muchas razones para el uso de inmunoestimulantes en pacientes
con cdncer. Agentes como el interferdn, tienen una accidn directa antitumoral,
Una terapia antisupresora con cimetidina o con indometacina para blogquear
supresores en la formacién de macréfagos, ha sido aitamente efectiva en
animales.

Algunos agentes biolégicos son los interferones (alfa, beta o gamma),
citocinas, hormonas del timo, extractos de feucocltos, productos bacteriales,
productos de hongos. Del lado de los agentes quimicos, se encuentran los

clorohidratos de levamisol, Isoprinosingl, cimetidina.
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Levamisol Cimetidina
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HOCH{ OH é“a
Isoprinosinal (complefo)
Esquema 1.

Se ha observado que [a cumarina y sus derivados comao la warfarina, son
compuestos que retardan la evolucién de algunos fipos de neoplasias malignas,

y alargan el tiempo de sobrevida de los pacientes al doble: 34



OH
N
O (o] 0 o
Cumarina Warfarina

Esgquema 2.

Se ha establecido que las drogas anticoagulanies tiensn una accién
antimetastdsica en algunos modelos experimentales de tumores. Hilgard y
Thornes, demostraron qus se obtiene una reduccidn significante en el nimero
ge tumeres secundarios en animales®. Esta evidencia se deriva de
axpefimentos en los que se inysctaron células cancerosas, con el subsacuente
monitoreo de los tumorss depositados en puimén. En la tabla I se muestran los
avances en este campo, por orden cronoldgico, en los que se cbserva que
lnicamente la cumarina y sus derivados producen una reduccidn en la
metdstasis de una manera consistente. Los otros anticoagulantes dan

resultados variables5 :
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HCOO, 0— 0
h NHSOMH NHSO3H
co ,
—0 OH A

—0 O0SsoH B

Heparina
Polimero constituido por los disacdridos Ay B

Esquema 3.

Estudios sobre tumores inducidos, utilizando sl fenprocumén (un derivado
cumarinico), demostraron que aparentements, este compussto es capaz de
reducir el nimero da colonias de células cancerosas, no s6lo en animales con
baja capacidad coagulante sino que también en aquellos en los que s& observa

una capacidad normal de conglomeracion después de la administracion de

QLT

fenprecumon

vitamina K¢,

C

Esquema 4.



Tabla 1.

Autor Tumor Animal Droga Efecto
Wood (1956) | Carcinoma Ratén Heparina Baja
150 metdstasis y
fumor
Lacour {1957} | Epitelioma T8 | Rata Cumarina Baja
metdstasis en
nodo linfético
Retik(1962) | Sarcoma Ratén Heparina Elevacion
DBA 49 metdstasis,
no efscto en
tumor
Hagmar Rabdomio- Ratén Heparina Aumento
(1969) sarcoma metdstasis
Hagmar Rabdomio- Ratdn Cumarina Baja
(1969) sarcoma metdstlasis
Szacki (1973) | Sarcoma Rata Cumarina Baja
Yoshida metdstasis,
sobrevida
Hilgard Puimén  de | Ratén Ancrod Ningon efecto
(1977) Lewis {enzima) en la
metdstasis
Kodama Carcinoma Conegjo Uroquinasa | Ningln efecto
(1978) V2 (enzima) en la
metdstasis
Donati (1979) | Puimén  de | Ratén Batroxobina | Aumento
Lewis (enzima) meldstasis o
no hay
efecto.




Este efecto no se observa con otros anticoagulantes como la heparina.
Se ha observado que los compuestos cumarinicos estimulan la actividad
fagocitariaZ+8, Al administrar sustancias que inhiben selectivamente la actividad
fagocitaria, se inhibe e! efecto antimelastédsico de la cumarina. Esto nos indica,
que la actividad blolégica de los compuestos cumarinicos depende de su efecto
activador de macréfagos y no de su actividad como anticoagulante.

La cumarina, compuesto con baja actividad anticoagulante, se ha
utifizado sola o en combinacidn con otros fdmacos en el tratamiento de
melanomas y carcinomas renales melastdsicos en humanos,? en los cuales se
ha producido una distninucién en la lasa de recutrencia durante la terapia asi
como la estabilizacién de la enfermedad despusés del tratamiento.

En resumen, se ha demostrado que varias cumarinas lienen un efecto
retardante en la evolucidn de neoplasias malignas en humanos.

Mead, Smith y Williams?9, estudiaron el metabolismo de la cumarina y

del dcido o-cumarinico:

COOH
0 0 OH

cumarina deldo o-curnarinico

Esquema 5.

Estos autores proporcionaren a los conejos directamente en su dieta la
cumarina, se colectaron ia orina y los desechos fecales. Las muestras bioldgicas
se trataron y se detectd la presencia del nicleo cumarinico cualitativamente por
su absorcién en U.V.

La identificacion de las cumarinas hidroxiladas se realizé por medio de

una cromatografia en papel. Asi se delectaron la 3-, 7- y trazas de la 8-



hidroxicumarina. Los mismos autores explicaron que estas posiciones son
hidroxiladas directamente in vivo partiendo de la cumarina suministrada. Esto
también se observa en ratas y en el puerco de Guinea. Ademds en estos dos
(Himos animales también se observaron trazas de 5-hidroxicumarina. £l hecho
de que no se presenta la hidroxilacién directa en las posiciones 4 y 6. pusde
proporcionar una evidencia de que el &cido o-cumarinico no sufre una fusién de
anillo, ya que la 4-hidroxicumarina es un metabolito de este dcido. Para explicar
la falta de reactividad en la posicién 4, se basan en la explicacidn dada por
Isaac?? (1955) en la que se estudia la densidad de carga en las posicionss de la

cumarina:

Esquema 6.

Como se puede observar los centros nucleofilicos se encuentran en las
posiciones 1, 3, 6, 7 y 8 (mayor densidad de carga). Por otro lado, los centros
slectrofflicos son 2, 4 y 5. Como consecuencia de esto, la sustilucidn
electrofilica sobre la cumarina sa lleva a cabo preferentemente en las posiciones
3, 6y 8, mientras que la sustitucion nucleofilica se vé facilitada en la pesicién 4,
lo que hace que in vivo, no se hidroxile la posicion 4 (por ser un centre
electrofiico).

Los mismos autores comentan que &s posible que los precursores de las
hidroxicumarinas in vive, puedan ser 1,2-dihidro-1,2-dioles. Para esto se
propone que los 3,4-, 5,6-, 6,7- y 7.8-dihidrodioles, por una deshidratacion
darian preferentemente la 3-, 8-, u 8-hidroxicumarina, con pequenas cantidades

de 5- y 7-hidroxicumarina, pero précticamente no se tendria 4-hidroxicumarina.



También proponen una posible explicacién del metabolismo def &cido o-
cumarinico y su conversion a los derivados hidroxilados en las posiciones 4 y 7,
el cudl involucra una isomerizacién trans-cis y una ciclizacion in vive. Esta se
basa en el conocimiento de que el dcido o-cumarfnico sigue el proceso normal
de B-oxidacion (el cudl no se oxida hasta et dcido salicilico) y muchos de eslos

intermediarios de la B-oxidacion ciclizan de acuerdo a lo mostrado en el

esquema no. 7.
COOH COOH OH
o= og”
on M OH
acldo o-cumarinico acido meliolitico 4-hidroxicumarina
*H24L OH 0 T oH
d’\/coorl ©6K,OOOH @C\VCWH
— _—
H OH H
dcldo B-o-dihidroxifentl-  4cido-B-o-hidroxifent! forma enélica
propidnico proxopropinico

oL, ™ O~ OCL
— —
OH HO O (o]

dcldo cumarinico cumarina 7-hidroxicumarina

Esquema 7.

La cumarina se biotransforma en roedores y humanos?2 en compuestos

hidroxiiados en las posiciones 3, 4, 5,6, 7 y 8. De acuerdo a estos datos es que



8s posible que alguna de estas cumarinas hidroxiladas, tenga una actividad
inmuno-estimulante y antineopldsica mayor que Ja cumarina misma 73,

En bass a todo aslo, se cred un proyscto multidisciplinario entre la
Facultad de Medicina (Departamento de Farmacologia), la Facultad de Quimica
{Departamento de Quimica Orgénica) vy el Instituto Nacional de Cardiclogia
ignacio Chédvez {Departamento de Biologfa Celular), cuyo fin tiene sintstizar este
tipe de melabolitos cumarinicos y probar su actividad biolégica como posibles

tarmacas con actividad inmuno-astimulante y antinecpldsica.



OBJETIVOS



- Sintetizar fa 5-hidroxicumarina.

- Sintetizar fa 7-hidroxicumarina por un método attemo al reportado en la
literatura.

- Sintetizar el derivado metoxilado y acetoxilado de la 7-hidroxicumarina.

- Sintatizar la 8-higroxicumarina mediante un método no reportado en la
litaratura.

- Sintetizar ef derivado metoxilado y acetoxilado de la 8-hidroxicumarina.

- Probar la actividad antimstastdsica de estos derivados de ja cumarina.

10



ANTECEDENTES



Sintesis de la 5-hidroxicumarina,

La primera sintesis reportada de la 5-hidroxicumarina fué por R.C. Shah y
M.C. Laiwalla™. Esta sintesis utiliza como materia prima el p-resorcilato de
metilo, el cual a través de una reaccién de Formilacién de Gattermann, d4 lugar
& un aldehido éster (I); a través de la descarboxilacién del compusesto (1), previa
hidrélisis bdsica, se obtiene el 2,6-dihidroxibenzatdehido {11). Este se somele a
una reaccién de condensacién tipo Knoevenagel?8 (en presencia de piparidina),
con malonate de diefilo, obteniéndose el éster 3-carboxietil-5-hidroxicumarina,
que después de una hidrdlisis bdsica y posterior descarboxilacién, da lugar
finalmente a la 5-hidroxicumarina, La secuencia sintélica se muestra en el

esquema no. 8.

CHO
1) ZnCN2,AlCI3, 0°C

\@E 2) HCI, 5 hrs. HO OH
0 Me Me

f-metilresorcilato m
1)NaOH .
2) NaHS0y
1) Malonato de dietilo CHO
Piperidina HO. OH
2) NaOH
3) Quinolina
5-hidroxicumarina 4} AICI3 2,6-dihidroxibenzaldehldo
()
Esquema 8,

La segunda secuencia sintética reporiada para obtencién de la 5-

hidroxicumarina, es de R, Adams y T.E. Bockstahler?6, ios cuales parten del

1



dimetil éter del resorcinol, el cudl a través de una formilacién directa, da lugar al
2,6-dihidroxibenzaldehido (H). El compuesto (Il) es condensado con dcido
malénico, dando el dcido 3-carboxi-5-hidroxicumarinico, el cual se somete a
una descarboxilacién con bisuifito acuoso, seguido de un tratamiento con acido
sulfidrico concentrado, para dar finalmente la 5-hidroxicumarina, segun el

asquema no. 9.

MaO OMe 1) n-butil litio cHo
2) N-metil forma ﬂ‘gm mo\@/om

dimetil eter del resorcinol

1) AlBr3
OH
1) dcido maidnico CHO
piridina/anitina
@‘ 2) NaHSO3H2504 MO OH
-
§ U
S-hidroxicumarina 2,6-dihidroxibenzaldehido
amn

Esquema 9.

Finalmente, la mds reciente publicacién sobre la sintesis de la 5-
hidroxicumarina, fue la hecha por AK. Das Gupta y R.M. Chatterje?7, la cual
parte del f-resorcilato de metilo, que se condensa con acrilato de metilo en
presencia de cloruro de aluminio a altas temperaturas. La deshidrogenacion de
la 5-hidroxi- 3,4-dihidrocumarina resultante, dd lugar a la 5-hidroxicumarina,

sagin el esquema 10.

12



M602C\©\0 HOZC“.

B-metiiresorciiato

'COZI'HZ

Pd/C Difeniléter

OH
@‘ (H). Pd/C
3 -Hg, Pd/C

§-hidroxicumarina

-C02| Cobra/Bronce

Esquema 10.
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Sintesis de la 7-hidroxicumarina.
La sintesis mas versatil para obtener este compussto, es la que se basa
en la reaccién de Pechmann 8, la cual parte de resorcinol y dcido mélico, segtn

secuencia sintética mostrada en ol esquema 11,

0 ,
WY oy JOL)
U O

écido mélico rasorcinol 7-hidroxicumarina

Esquema 11,

Otro método do sintesis do fa 7-hidroxicumarina, astd reporfado por Das
Gupta,?” en la cual se hace condensar resorcinol y acritato de metilo en
presencia de cloruro de aluminio anhidro, y de cloruro de hidrégeno seco, a 150~
160°C para dar la 7-hidroxi-3,4-dihidrocumarina. La deshidrogenacién de este

ultimo compuesto, permite obtener finalmente fa 7-hidroxicumarina {esquema

cnzzcncozm
T HO

resorclnol ¢ PdC

mg
HO'

7-hidroxicumarina

Egquema 12.



Sintesis de la 8-hidroxicumarina.

El primer reporte sobre la sintesis de la 8-hidroxicumarina es de
Cingolani??, el cudl utiliza como materia prima, la orto-vainillina que se condensa
con un &cido o un éster con un grupo metilénico activo formando la 8-

metoxicumarina sustituida en la posicion 3, de acuerdo al esquema 13.
CHO

NSO
+ Hooc coon  ——20in2_y.
H 0 0
Hy dcH,

clorhidrato
de piridina l

x NeHSO4 Ny oM
0 0 H,S0,
OH OH
Esquema 13.

Otro método repertado para la sintesis de 8-hidroxicumarina es el de
B6hme29, el cudl hace la misma condensacidn de orto-vainillina, hasta llegar a
la obtencién de la 8-metoxicumarina, la cual se demetila en presencia de

tribromuro de aluminio en benceno seco, segun el esquema 14.

= AlBrybenceno =
——
o~ Yo 0" 0
OMe OH
Esquema 14.



Otro método para llevar a cabo la obtencién de la 8-hidroxicumarina, es
de Sadavongvivad y Supavilai??, en el cual se obtiens a partir de la afyxia lucida

mediante extracciones con cloroformo.

16



RESULTADOS Y DISCUSION



Sintesis de la 5-hidroxicumarina.

Inicialmente, se procedié a realizar la sintesis de la S-hidroxicumarina,
uno de los objetivos de la presente tesis, mediante la técnica reportada por A.R.
Das Gupta y R. M. Chattarja?? debido a que las materias primas ulilizadas para
dicha sintesis estan disponibles en el laboratorio.

Se necssitaba para este fin el f-resorcilato de metilo, el cudl se procedié
a sintetizar a parir del resorcinel, mediante la secuencia mostrada en el

esguema 15.
OH oH

—LIKHCOg 4 o HO4 MeOHM,SO4 :
2)c0; 4
H

Esquema 15,

Primero se sometid el resorcinol a una reaccién de Kolbe-Schmidt2? a
traveés de la cual se obtuvo el dcido B-resorcifico con un rendimiento 60-75%. El
producto es un sdlido btanco cuyo punto ds fusién es 217-219°C, que

corresponde al reportado?3, El producto se caraclerizé por espectroscopia.

I.R. (espectro 1)
3400 cm1 corresponde al OH fenélico
2500-3000 cm-1 bandas pequenas caracterfsticas del CH del cido

1650 cm™!  corresponde al carbonilo de! dcido

17



R.M.N. TH. (espectro 2).

6.2 ppm (He, He, y Hi); 7.6 ppm (Hb y Hd) desaparecen con agua

deuterada; 8.5 ppm (Ha) desaparece con agua deuterada.

Para evaluar la influencia del catién en la reaccién, se intenté hacer la
reaccion de Kolbe-Schmidt con bicarbonato de sedio en vez de utilizar la sal de
potasio. Se procedid a repstir la reaccidn bajo las mismas condiciones,
obteniéndose, para sorpresa nuestra, una serie de productos sélidos, ninguno
de los cuales correspondia al obtenido de la reaccién con bicarbonato de
potasio. Suponemos que este se debe, en gran medida a la diferencia de
solubilidades entre la sal de potasic y de sodio. A mayor tamario de catidn, (a
esfera de solvatacién es mayor, Al estar mejor solvalado el K* es posible que'el
anidn bicarbonato esté mds libre y particips de una forma més sficaz en la
reaccion de carbonatacion del resorcinol.

La obtencién de! B-resorcilato de melilo se realizé utilizando benceno
como disolvente, metanol como reactivo y &cido p-toluensulfénico como
catalizador. Se utilizé una trampa de "Dean Stark®, con el fin da eliminar el agua
necesaria para completar la reaccién. Se destilé el exceso de benceno y se aisld
el producto por extraccién con cloroformo. En estas condiciones, no se observé
que ocurriera la reaccidn, por lo que se decidié cambiar las condiciones de
reaccidn, utilizando directamente el metanol como disolvente y reactivo a la vez,

y como catalizador unas gotas de &cido sulfurico concentrado (esterificacion de

18



Fisher). Finalmente el cambio de condiciones de reaccidén dié resultado y se
obtuvo un sélido blanco con punto de fusién de 117-118°C, el cual corresponde
a lo reportado.2? Los rendimientos fueron de 50-60%. El producto también se
caracterizd por sspactroscopia.

I.R. (espectro 3).

3600 ¢m-1 corresponde al OH fentlico

1650 cm™1 corresponde al carbonilo metdlico

1150 cm-1 corresponde al éster metflico

R.M.N. TH. (espectro 4).

00CH,
fi OHb
eH He
Hd

2 ppm (Hb, s) desaparece con agua deuterada; 3.88 ppm (CHa, s); 6.4
ppm (He, He, Hd, t) uno desaparece con agua deuterada 7.8 ppm (Hf, s)

acoplamiento orto-para.

Una vez que se obluvo el Presorcilalo de metilo, se procedié a la
obtencién de fa 5-hidroxicumarina por el método antes mencionado?? {esquema
16).

19



=8, ~=da,

p-melilresorcilato
€02 -C03| Cobre/Bronce
Pd/C Ditenlléter
OH
“\ e @l
0 -Hg, PdlC o

S-hidroxicumatina

Esquema 16.

Como la reaccién se debia llevar a cabo en un medio totaimente anhidro,
s tcmaron toda clase de precauciones: primeramente el acrilato (que en
nuestro caso fué de etilo), se destilaba momentos antes de realizar la reaccién.
El cloruro de aluminio se sublimaba un dia antes y se guardaba en el
desecador. Finaimente, el éter se usd recién secado a refiujo con sodio metalico
y utilizando como indicador de humedad la benzotenona. El material de vidrio se
hallaba previamente {lameado y guardado en la estufa por mds de 12 hrs.

Se realizo la reaccién en varias ocasiones, variando desde la temperatura
de adicidn de los reaclivos, hasta la forma de calentamiento ds la reaccidn
sequn la técnica descrital??, En todos los casos, se obtuvo un producto sdlido,
el cudl se intentd purificar por cromatografia en columna, lo que no se logré
completamente ya que al hacer una cromatografia en capa fina {CCF),
comparativa con la materia prima, se vela con gran sorpresa que era el

resorcinol. Por otro lado, se obtenia una pasta semisdlida, que parecia una
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resina. Lo que concluimos fue, que en el seno de la reaccién, al calentar a
temperaturas bastants altas (150-160°C), después tratar con acido y en seguida
con base y volver a calentar??5, o que suponemos sucedia era que el B-
rasorcilato de metilo, se descarboxilaba, dando finalmente el resorcinol y que el
producto pastoso semisélido, pudiera corresponder al acrilato de etilo, que en &l
seno de la reaccién se llega a polimerizar.

Después de repetir varias veces esta reaccin con resultados
infructuosos, se decidi® cambiar el método de obtencién de la -
hidroxicumarina. Se pensd en una reaccién tipo Knoevenagsl!?, la cuél necesita
como materia prima el 2,6-dihidroxibenzaldehido.

Segun la referencia ya antes mencionadal?, éste se obtigne a partir del §
-rasorcilato de metilo, el cual se somete posteriormente a una formilacidn en las
condiciones de Gatterman, se hidroliza el éster y se descarboxila, para tener

finalmente, el 2,6-dihidroxibenzaldshido (esquema 17).

CHO
1) ZnCN3,AICl3, 00C
H
"°\@; 2) O, 5 . HO OH
_—.___-»
2Me éter cOMe
1) NaOH
2) NaHSO4
CHO
HO. OH
Esquema 17.
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En primer lugar se sintetizé el ZnCNo, el cudl @5 un sélido blanco,
totaimente insoluble en agua. Se obtiene mediante la siguiente reaccion

quimica2#

Como la materia prima es soluble en agua, se mezclan cantidades
equimoleculares y se agita constantemente hasta la precipitacién del cianuro de
zinc.

La reaccién de formilacién se lievé a cabo en un medio totalmente
anhidro, se purificé cloruro de aluminio anhidro (sublimacion). El cianuro de cinc
se dejé secar en una estufa. Todo el material de vidrio s flamed previaments y
se guards en la estufa, y bajo una agilacién vigoroza se llevé a cabo la reaccién
entre el f-resorcilato de metilo y el cianuro de zinc. Posteriormente se adiciond
HCI. Se obtuvo un sdlido, el cudl se aisl6 por fillracion, pero en una cantidad
muy baja (miligramos}.

Esta reaccién se repitid varias vaces, obteniéndose rendimientos muy
bajos, por lo que se decidid tratar de llevar a cabo otra sintesis diferente del 2,6-
dihidroxibenzaldshido.

El dcido 2,6-dihidroxibenzoico es un reactivo comercial, a partir del cual
por medio de una reduccién, se podiia obtener el 2,6-dihidroxibenzaldehido a

través de la secuencia mostrada en el esquema 1825,

OH OH OH
COH cocl CHO
S0Clz,, Reduccitng,,
OH 4 OH H
Esquema 18,
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La reaccién del dcido 2,6-dihidroxibenzoico con cloruro de tionilo para
obtener el cloruro del dcido, se llevé a cabo facilmente. El producto crudo, es un
sélido naranja, el cudl se traté de purilicar a través de una racristalizacién, lo
cual no fué posible. Esto nos cbligd a scmeter el producto crudo directamente a
la reaccidn de reduccién. Con el fin de comprobar que si habia ocurrido la
reaccién se le determing al Acido puro su espectro de LR., el cudl se compard
con el que se obtuvo del producto alslado, lo cudl corrobord la formacion del
cloruro de &cido.

i.R.

Acido 2,6-dihidroxibenzoico: (espectro 5).

3412 em-1 hidroxilo fendlico.

3048 em*1 hidroxiio del dcido.

1672 cm*1 carbonilo del 4cido.

Cloruro del 4cldo: (espectro 6).

3468 cm1 hidroxilo fendlico.

1692 em-1 carbonilo del cloruro del 4cido.

-Obtencion de!l 2,6-dihidroxibenzaldehido,

Inicialmente se pensd hacer la reduccidn utiizando metanol como
disovente y NaBH4 como agente reduclor. La reduccién se realizé de esta
forma y se siguid el curso de la reaccién por medio de cromatografia de capa
fina, utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina como revelador. Se observd que sf habla
reaccion, pero desafortunadaments los rendimientos fusron muy bajos

Existe descrita un método?6, en el cudl se realiza la reduccién de cloruros
de 4cido a aldehidos con NaBH4 en presencia de piridina, con D.M.F. y T.H.F.
anhidro, con un tiempo de reaccién de 60 segundos. La reaccidn se llevd a cabo

bajo estas condiciones, y se realizé una cromatograffa en capa fina, utilizando el
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revelador ya mencionado, cbservdndose con sorpresa, que si bien habla una
reaccién, el producto de la misma no cotrespondia al aldehido que nosotros
queriamos obtener, ya que no revelaba la mancha caracterfstica de un grupo
carbonito (revelS con 12).

Ante estos resultados, se buscS otro tipo de obtencién de aldehidos a
partir de cloruros de dcido, y se encontrd ofro mélodo reportado por A.
Schwartz?7, en ol cual se forma un compuesto tipo Reissent, utilizando quinolina
y clanuro de sodio. Una vez que se forma el compuesto de Rsissert con el
cloruro del dcido, se hidroliza, obteniéndoss el dcido 2-Quinolincarboxflico y el

adehido correspondiente (esquema 19).

gg@Qﬂ»“

H28Q4/ Al
\

0
+
NH4 + RJLH + - M
Esquema 19.

Para esto se coloca en un matraz la quinolina y el clanuro disuelto en la
minima cantidad de agua. Se agita la mezcla vigorosaments, y poco a poco se
vd adicionando el cloruro de 4cido en un disolvente que puede ser
diclorometano (u ofre en el cual sea soluble el cloruro del 4cido). Se agita

vigorosamente durante 2hr, se exirae la fase orgdnica, se evapora el exceso de
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disolvente para obtener un producto sdlido. Este sélido, se hidroliza con dcido
sulhirico al 30%, con calentamiento, después se exirae con dicloroetano o
cloroformo y después de evaporar el exceso de disolvente, se obtiene el
aldehido deseado.

Se llevd a cabo esta técnica en repetidas ocasiones, obteniéndose al
final, entre 20-30 miligramos de producto. Al realizar una cromatograffa en placa
fina, con revelador de 2,4-dinitrofenilhidrazina, se vela claramente la mancha
correspondiente a la presencia del grupo carbonilo. Desgraciadamente, los
rendimientos de esta reaccién eran también muy bajos,

Los tres métodos diferentes de oblencién del aldehido, a partir del cloruro
de dcido, dieron rendimientos demasiado bajos, lo cuél se lo atribuimos a que al
estar los dos grupos hidroxilo en posiciones 2 y 6 al cloruro del dcido, presenta
un severo impedimento estérico, lo que no permite que se realice la reduccion,
o bien ésta no se lleva a cabo ya que e! ataque del hidruro, o bien la formacién
del compuesto tipo Reisset no es del todo factible (debido a un alto A
impedimento estérico), lo que implica que estas reacciones se efectien con
rendimientos muy bajos.

Finalmente, se decidié sintetizar el 2,6-dihidroxibenzaldehido a través una
formilacién del dimetiléter del resorcinol metalado en la posicién 216, Para esto,

se sintetizd el dimetiléter del resorcinol (esquema 20j.
OH ' OMe

Me2S0,

NaOH
OH A OMe

Esquema 20,
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Se coloco el resorcinol, en un matraz al cual se le adapté un agitador
mecdnico, se agregd el hidréxido de potasio, se enfrié el matraz en hislo. Se
agité vigorosamente y se le adicioné gota a gota el sulfato de dimetilo. Al
término de fa adicion, se colocd un refrigerante en posicién de reflujo y se
calentd la mezcla durante 2 hrs. La reaccion se siguié por cromatografia en
capa fina. Se observaron 2 manchas, una mds intensa que la otra (producto
monometilado), ya que ademds presenta mayor polaridad. Se volvié a adicionar
un equivalente mds de base y el correspondients de sulfato de dimetilo, se
calenté fa reaccién a reflujo durante 2 horas mds. El producto se aisid por
extraccidn con cloroformo, se evapord el exceso de disolvente y el residuo se
purificé por cromatografia en columna (rendimiento 75%). Al producto puro se le
determind la estructura mediante ILR. y RMN. 1H  Los resultados
aspectroscdplcos son:

I.R. {espectro 7).

3000 cm-! sefial aromético.

2950 em-1 éter O-CHg aromético.

1600 cm"1 sefial aromético,

1460 cm*1 &ter melilico aromético.

A.M.N. TH (espectro 8).
Ha

CH,0. OCH,
He

355 ppm (OCHg, s); 6.3 ppm (Ha, acoplamiento meta-para); 6.34 ppm

(Hb,acoplamiento orto-meta-para); 7.08 ppm {Hc,acoplamiento orto-para).
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Una vez que se obtuvo el dimetil éter del resorcinol, se procedis a realizar

la formilacién del mismo, de acuerdo al esquema 21.

CHO

MeO, OMe 1)n-Butll litia/-789C  MgO OMo
ADNE_
\©/ 3) H30+

Esquema 21.

Se llevd a cabo la reaccién a una temperatura de -78°C, se colocaron 3 g.
de dimetil éter del resorcinol, se le agregaron 10 ml de THF anhidro y después
se le adicionaron 6m! de n-butil litio, y se dej6é que se equilibre fa formacidn del
anién durante 1-1.5 hr. Después de este tlempo, se agregaron 6 ml de DMF
POCO a poco.

Se dejo la reaccion a una temperatura de -78°C durante otras 4 hr. y se
monitored el avance de la reaccion por cromatografia en capa fina. Al término
de este tiempo, no se observd cambio alguno. En seguida se dejé que la
reaccion subiera a temperatura ambiente y se siguid monitoreando. Se dejé
agitando durante toda la noche. No hubo cambio aiguno.

En base a estos resultados se decidié calentar ligeramente a refiujo, la
mezcla de reaccion. El tiempo de calentamiento fue de aproximadamente 8
horas, finalmente se aprecié un cambio en la reaccidn. Se purificd el producto
por cromatografia en columna. Se caracterizé por espectroscopia.

1.R. (espectro 9).

3362 cm-1 banda que corresponde a la presencia de un grupo hidroxilo.

<3000 cm-1 bandas que corresponden a c-¢ insaturado.
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2856 cm-1 banda que corresponde al O-CHg aromatico{1460, 1340 cm~
1} 1250 cm-1 banda caracteristica de! grupo O-Me aromético.

De acuerdo con estos resultados, podsmos concluir que al calentar a
ebullicidn durante un tismpo prolongado, ccurrié la adicidn del anién sobre el

carbonilo del aldehido de acuerdo al esquema 22.

b et b

Esquema 22,

Para comprobar la estructura de este producto, se deberia tener un
gspectro de resonancia magnética nuclear de protén, pero desafortunadamente
e! compuesto se obtuvo en pequenia cantidad (miligramos).

La reaccién se volvi6 a repatir con ausencia de calentamiento, para evitar
la formacién del alcohol. Sin embargo, sin el calentamiento, no se observd

cambio alguno.
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Ante los resultados obtenidos, pensamos que esta reaccién se pedria
llevar a cabo utiizando como agente formilante la N-metilformamida, en lugar de
la N,N-dimetilformamida, para disminuir e} problema de! impedimento estérico
en esta reaccion, desafortunadamente este compussto no estd disponible por el
momento en el laboratorio, por lo que queda pendiente para un estudio préximo.

Como no se pudo obtener el 2,6-dihidroxibenzaldehido, no fué posible

obtener la 5-hidroxicumarina.
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Sintesis de {a 7-hidroxicumarina y sus derivados.

La obtencién de la 7-hidroxicumatina se llevé a cabo a través de la
reaccién de condensacién de Knoevenagel,!5 la cudl no se encontré descrita
en la Jiteratura.

La secuencia sintética de la condensacién de Knoevenage!s, para la
obfencion de la 7-hidroxicumarina uliliza como materias primas el 2,4-

dihidroxibenzaldehido v el &cido maldnico (esquema 23),

CHO 1)dclda maldnico
OH  piridina
anillna(gc!a @‘
2) HCH(dhl) Ho
H
2,4-dihldroxibanza!dehldo T-hidroxicumarina
Esquema 23.

S¢ esludid esta reaccidn para oblener la  7-hidroxicumarina,
estableciendo como variable el tlempo de reaccién. Con un tiempo ds
calentamiento de 2 hrs, se obtuvo una mezcia compleja de productos. Al
analizar el producte por cromatografia de gases, se observé que sl se habfa
formado fa 7-hidroxicumarina, pero al misma tiempo, aparecian dos compuestos
diferentes. Al trafar de purificar la mezcla de reaccidn por cromatografia en
columna, no se pudo obtener el producto puro.

Si los 2 compuestos eran intermediarios de fa reaccién, se pensé que la
descarboxilacion del intermediario no se llevé a cabo de una forma total, o bien
que la iemperatura da la reaccidn para Ja obtencién de! producto finat no fuera lo

suficientamente alta para propiciar fa descarboxilacién.
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. De cualquier forma, la diferencia de Ry de las manchas era tan pequefia,
que en una columna de cromatografia, no se pudo llevar a cabo la separacion.
El esquema siguiente, muestra el mecanismo de reaccién para la

formacién de la 7-hidroxicumarina.

0o O o o

H\O*{\O/" powetn AN
0 2
@

Q H
9
O
Esterificacién
O O [¢]
) o
Elminacién-descarboxllacién
Ellminacién

0 Descarbaxbacisn

T-hidroxicumarina
™) s

Esquema 24.
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Se puede ver que el primer paso de la reaccidn es promovida por la
presencia de una base, que en nuestro caso cerresponde a la piridina (pky, 8.81)
la cudl abstrae un protdn acido en posicién o a ambos grupos carboxilo, como
se musstra en el esquema anterior {I). El segundo paso corresponde a la
condensacién del anién {1} con el carbonilo del 2,4-dihidroxibenzaldshido (11).

En el siguiente paso (111}, se puede apreciar que ocurre la pérdida de una
molécula de agua, con el cierre del anillo para formar el intermediario (IV}, el
cudl en las condiciones de reaccidn, puede sufrir una descarboxilacion y la
pérdida de otra molécula de agua, para producir la 7-hidroxicumarina.

Otra posibilidad que se pueds dar, 8s que ocurra en primer lugar la
eliminacién de agua, ds tal manera que se forme el &cido 7-hidroxi-3-
cumarincarboxilico {VI), y que posteriormente se descarboxils este dcido para
dar la 7-hidroxicumarina.

Suponemos que la presencia de las dos manchas que no se puedsn
identificar en la cromatografia de gases, se pueden deber a los intermediarios
(IID), {IV) o (VI), los cuales se forman en el caso del primero debido a que no
asté dando la reaccion de ciclizacidn; en ei caso del intermediario (1V), a gue no
ocurra a reaccién de descarboxilacién; y en el caso del intermediario (VI) a que
tampoco se lleve a cabo la reaccién de descarboxitacion.

Al ver esto, decidimos cambiar el método de obtencidn de la 7-
hidroxicumarina, via la condensacién de Knoevenagel?5, utilizando en vez del
dcido maldnico, el malonate de dietilo que teniendo mejor grupo saliente
{stanol), hiciera més técil el cierre del anillo de una forma espontanea (reaccién
da transestarificacion), adn cuando después se tuviera que saponificar el éster y
posteriormente descarboxilar e producto obtenido, El esquema sintético serfa el

que se muestra en el esquema 25.
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malonnode dietilo

2,4-dihidroxibenzaldshido S-carboxietil-7hidroxicumarina

Esquema 25,

En esle caso el mecanismo no seria muy diferente del mostrado en el
esquema 23, sin embargo al tener como grupo saliente etanol en vez de agua,
se veria mds favorecida la ciclizacién intramolecutar (intermediario (I1)], ya que
en este caso se llevarfa a cabo una reaccién de transesterificacién y en el caso
de la reaccién anterior, se efectia una reaccidn de esterificacién, la cual
necesita una energia de activacién mayor y debido a que no se tienen las
condiciones necesarias en el seno de la reaccion para que esto suceda, esta no
se lleva a cabo. El mecanismo de reaccidn se muestra en el esquema 26.

)
cu,cu,o/k/kom,cu,
8

o O

— c&gcu,o)i\_/lkom,cn,
Co

COOCH,CH,
©‘ oK oH
H° @

T teriicacién l] Condk 1

H

Eliminacién ﬂ -0

OH O

Esquema 26,
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Al llevar a cabo esta reaccién de condensacion, se obtuvo un sdlido
crema, con un punto de fusién 173-174°C (rendimiento 90%). Al compuesto
puro se la realizé su andlisls espectroscdpico de LRy R.M.N.TH,

LR, (espectro 10).

3550 em-1 corresponde a! hidroxilo fendlico.

1738 em~1 corresponde a la presencia det éster.

1818 cm-1 corresponds a la celona a,f-insaturada.

1224 em-1 corresponds al éster.

RM.N. TH. (espectro 11).

1.3ppm (CHage, t); 3.5 ppm (OH, s) desaparece con agua deuterada;
4,2 ppm (CHof, q); 6.7 ppm (Ha); 6.9 ppm (Hb); 7.6 ppm (Hc); 8.5 ppm (Hd).

Al comprobar que si se tenfa el producto esperado, se procedis a realizar
la hidrdlisis y posterior descarboxilacidn de la 3-carbetoxi-7-hidroxicumarina. La

secuantia de reaccion se muestra en el esquema 27.



3-carboxietil-7hidroxicumarina 3- carboxk7-hidraxdcumarinico

A |NaHSO4

A

L [
-hidroxicumarina

Esquema 27.

En la reaccién de hidrélisis se obtuvo un producto sélido amariflo, el cudl
tuvo un punto de fusidn de 209-212°C (rendimiento 80%). A este producto se le
realizo su andlisis espectroscépico.

1.R. (espectro 12).

3424 cm1 comespondre al hidroxilo fendico.

1680 cm~1 corresponde al cido bencilico.

1614 cm~1 carresponde a la cetona a,f-insaturada.

RM.N. TH (espectro 18).

6.3 ppm (Ha);, 6.5 ppm (Hb); 7.6 ppm (Hc); 8.5 ppm (Hd); 9.7 ppm (He)
desaparace con agua deuterada.
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Al ver que efectivaments se habfa hidrolizade el éster al dcido, s8
procedié a realizar la descarboxilacion. Se obtuvo un sdlido color crema, con un
punto de fusién de 223-225°C, el cué| corresponde al reportado en la literatura
{rendimiento 40 %)%, Ademds se le hizo su an4lisis espectroscépico.

LR, (espectro 14).

3200 ¢m=1 coresponde al hidroxilo fendlico.

1704 cm-1 corresponde al carbonilo.

1600 cm1 corresponde a la cetona o, B insaturada.

R.M.N. TH. (sspactro 15).

3.2 ppm (He, d); 6.8 ppm (Ha); 7.4 ppm (Hb}; 7.9 ppm (He); 8.1 ppm {Hd)

Una vez que se obtuvo la 7-hidroxicumarina, se procedié a obtener su
derivado melilado, mediante una reaccién con sulfato de dimetilo, mediante la

secuencia sintética mostrada en el esquema 2629,

T-hidroxicumarina 7-metoxicumarina

Esquema 28,

Esta reaccion se siguid por cromatografia en capa fina, después de un

tismpo de calentamiento aproximado de 2 hrs a reflujo, s& observé que habia



desaparecido fotaimenta la materia prima. E! producio se purificé mediante una
recristalizacion de aloohol y 58 obtuvo un precipitado color beige, ef cudl tuvo un
punto de fusidn de 117-120°C (rendimiento 35 %). Al producio puro se le realizé
£ andfisis espectroscipico.
LR. (espectro 16).
2900 em-1 comresponde af éter metflico aromdtico, también se aprecian
las bandas dg 1460, 1380, 1256 y 1125 cm-! que corresponden al éter.
1736 cm1 commesponde al carbenilo de 1a lactana ciclica.
1604, 1560, 1422 em-? carresponde a Ja presencia del anillo aromético.
AMN. TH (especiro 17).

3.91 ppm (CHg, s); 6.872 ppm {Ha); 7.923 ppm (Hb); 7.392 ppm {He);
6.04 ppm (Hd); 6.969 ppm (He).

Asi mismo se sintetizé el derivado acetoxilado de la 7-hidroxicumarina,
mediante ka reaccion mostrada en el asquema 299,

Sl m
2) anhidr Stic

T CH,C00 o

T-hidroxictamanina 7-acetoxicumarina

Esquema 29.

Esta reactién se¢ flevd a cabo cotocando la 7-hidroxicumaring en un
matraz Erlenmeyer, el cual tenfa adaptade un tapon monchoradado. Se le
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agregd una solucidn de potasa al 10% y en seguida unos 30 g de hislo. Bajo
una agitacién vigorosa, se e agregd el anhidrido acético lentaments, sin dejar
de agitar. Se pradujo un cambio en 1a coloracidn de fa solucidn que inicialmente
era amarilla, se tomd blanca. En este momento se dejé enfriar el matraz y se
observd la formacidn de un sdlido. Este sélido se recristalizd de agua y tuvo un
punto de fusién de 203-206°C {rendimiento 40%). Al producto puro se le hizo su
andlisis especiroscpico, obteniéndose los siguientes resuitados.

{.R. {espectro 18). '

3054, 1616, 1568, 1506 cm? corresponden al niicleo aromatico,

1740 em-1 carbonilo de la lactona y del éster, se puede apreciar un

hombro en la banda del espectro.
1180 cm-1 vibracion asimétrica del éster R-CO-OR
®.M.N. TH. (sspeciro 19).

He Hb
ol
CH,LO0 0" o
He

2.3 ppm (CH3, s); 7.1 ppm (He, Ha, Hd); 7.8 ppm (Hc); 8.6 ppm (Hb).



Sintesis de la 8-hidroxicumarina y sus derivados.

Para comprobar la versatilidad del método, utilizando la reaccion de
Khoavenagel”, se llevé a cabo la sintesis ds la 8-hidroxicumarina, utilizando
como materia prima el 2,3-dihidroxibenzaldehido. Del mismo modo que para la
7-hidroxicumarina, primero se obtiene ei derivado  3-carboxietil-8-

hidroxicumarina, como se muestra en el esquema 30:

CHO CO,Et
OH malonato de distilo O‘
—_—

piperidina 0" o
H OH

2,3-dihidroxibenzaldehido 3-carboxetil-8hidroxicumarina

Esquema 30.

Se procedié a realizar la reaccidn obteniéndose un sélido crema con un
punto de fusidn de 146-148°C y un Ry de 0.842 (rendimiento del 88%). El
producto puro se caracterizé por espectroscopfa obeniéndose los siguientes
resultados:

I.R. {espectro 20).

3306 em-1 corresponds al hidroxilo fendlico.

3000 - 3050 cm-1 bandas corresponden al anillo aromético.

1746 cm*1 carbonilo del éster o-f insaturado.

1696 cm-1 carbonilo dal éster alifatico.
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R.M.N. TH. (espectro 21).

1.4 ppm (CHat): 2.7 ppm (OH,s); 4.4 ppm (CHp, ¢); 7.2 ppm (HbHc y
Hd); 8.5 ppm (Ha, s)

Una vez que se corrabord que ss tenfa al éster, se procedid a hidrolizarlo,

utilizando hidréxido de sodio al 10 %. segiin se muestra en el esquema 31:

COH
OC(™ 2~ OF
Y, 2) H30+ 0 N

OH CH
3-carbetoxietil-8hidroxicumarina #cldo 3-carboxi-8-hidroxicumarinico

Esquema 31,

Se realizé la reaccién y se obtuvo un sélide amarillo con un punto de
fusién de 275-278°C (rendimiento del 90%). El producto puro se caracterizé per
espectroscopia y se obtuvieron los siguientes resultados:

L.R. (espectro 22),

3100 cm-1 carresponde a ambos hidroxilos el del dcido v el fendlico, pues

se ve una sefial delgada y otra ancha.

1724y 1666 cm"1 carbonilo del ésler a y B insaturado y al carbonllo del

dcido.

1600-1500 cm! bandas caracteristicas de la presencia de un niiclao

aromético.
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AMN. TH. (espectfo 23).
Hb Ha

4.0 ppm (OH fendlico); 7.2 ppm (Hb, He y Hd); 8.7 (Ha); 10 ppm (4cido).

En seguida, se procedid a descarboxilar el dcido, en presencia de
bisulfito de sodio y dcido sulfilrico a temperatura alta, como se muestra en el
esquema 32:

COH
O wews, QL)
_—
0 0 0 (¢]
OH OH
4cido 3-carboxi-8-hidroxicumarinico 8-hidroxicumarina

Esquema 32

Sa realizé la reaccidn de descarboxilacién y se obtuvo un sélide blanco,
con un punto de fusidn de 159-161°C, que correspende al reportado en la
fiteratura?® con un rendimiento del 40 % . E! producto tiene un Ry de 0.578 y se
caracteriza por especiroscopia dando los siguientes resuftados:

L.R. (espectro 24).

3338 cm™1 comesponde al hidroxilo fendlico.

1714 ecm™1 comesponde al carbonilo del éster o-p insaturado.

1600-1500 cm-! bandas que corresponden a la presencia de un niicleo

aromdtico.
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A.M.N. 1H. (espectro 28).

2.4 ppm (CH3, s); 6.5 ppm (Ha); 7.3 ppm (He, Hd y He): 7.7 ppm (Hb).

Como se menciond anteriorments, un método para fa obtencién de la 8-
hidroxicumarina, parte de (a orto vainillina y un grupo metilénico activo, que en la
mayoria de los casos se ulifiza acido maldnico. Nosotros procedimos a realizar
la reacci6n a partir de orto-vainillina, utllizando mafonato de dietilo. La secuencia

de la reaccién se musstra en el esquema 35.

HO COOCH,CH,
H matonato da cietilo =
>
piperidina 0" 0
OCH, OCH,
orto-vainiilina 8-metoxi-3-carbostoxi-cumarina
Esquema 35.

Aun cuando después debemos hidrolizar y descarboxiar, al ver los
problemas que se presentaron en la sintesis de la 7-hidroxicumarina con el
dcido malénico (por el efecto del grupo saliente alcohol contra agua), preferimos
realizar la sintesis, a través de esta propuesta. Se llevé a cabo la reaccidn
fécilmente v se obtuvo un precipitado crema, con un punto de fusion de 80-82°C
y con un Rj de 0.540 (rendimiento 87%). E! producto puro se analizé por

espectroscopia y se tisnen los siguientes resultados.
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1.R. (especiro 30).
2846, 1474, 1370, 1246 cm™1 corresponden al éter metilico aromatico.

1750 em-1 corresponde al carbonilo de) éster.
1692 em~1 corresponde al carbonilo de la lactona.

AM.N. TH (espectro 31).
Hb Ha

H - SOLHCH

(4]
OMe
1.4 ppm {CHa, t); 3.9 ppm (CHg, s): 4.4 ppm (CHp, ¢); 7.2 ppm (Hb, He,
y Hd); 8.5 ppm (Ha).

Una vez que se obtuvo el compuesto anterior, se procedio a realizar la
hidrélisis de! mismo utilizande una solucién de hidréxido de sodio y

calentamiento como se mues'lra en el esquema 36.
COOCH,CH,4 COOH
m 1) NaOH m
2) H30+
OCH;

8-rnetoxi-3-carboetoxi-cumarina dcldo-8-metoxi-3~carboxicumarinico

Esquema 36.

Se lievé a cabo la reaccién anterior, obteniéndose un sélido amarillo con
un punto de fusion de 219-220°C (rendimiento 90%). E! producto puro se

caraclerizé por espectroscopia y se tienen los siguientes resultados.



LR. (espactro 32).

2844, 2948, 1474, 1348 cm'! bandas que corresponden al éter metllico
tipo tendlico.

1750 em-1 corresponde al carbenilo da la lactona.

1670 em*1 corresponde al carbonilo de! dcido,

R.M.N. TH, (espectro 33).

3.8 ppm (CHg, s); 4.2 ppm [H 4cido) desaparece con agua deutarada; 7.4
ppm (Hb, He y Hd); 8.2 ppm (Ha).

Una vez que se obtuva ! dcido B-metoxi-3-cumarinico, se procedit a
realizar fa descarboxilacién del mismo a través de la tdenica que utilizamos
anteriorments, con bisulfito de sodio y dcido sulhirico con un calentamiento

direclo con mechero, como se muestra en el esquema 37,

COOH
O, 2 O
—————
0 4] (8] [o}
OMe OMe
dcldo-3-metoxi-3-carboxicumarinico 8-metoxi-cumarina
Esquema 37.

Sa realizé fa reaccién antes descrita, obteniéndose un sdélido blanco, con
un punto de fusién de 86-88°C que corrasponde al mismo obtenide en fa
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reaccion de sintesis de la 8-metoxicumarina realizada anteriormente, llegando al
compuesio reportado en la literatura.

Esto es imporiante, pues se estd proponlendo una sintesis alternativa, ya
que cuando nosolros realizamos la reacckdn tipo Knoevenagel con 4cido
malénico esta ne dig, por lo que se tuve que utilizar e malonato de dietilo, que
aun cuando se realiza un paso més (hidrdlisis de! éster), este paso adicional no
presenta ningtin problema, y se puede obtener el producto deseado.

Quizd la reaccidn que presenta mds problemas en el desarrollo de esta
ruta sintética alternativa, es la descarboxilacin, que en algunos casos no es tan
sencilla. Pensamos que esto se debe a que en el desarrello de la reaccidn, se
debe poner la minima cantidad de agua para disolver el bisulfito de sodio, ya
que si se coloca mds agua que la necesaria, al momento de !a separacién del
compuesto del seno de la reaccion el compuesto descarboxilado queda disuelto
an el exceso de agua y el medio 4cido y su extraccién se hace bastante diticil.
En cambio, al evaporar un tanto, antes de adicionar el &cido sulfirico
concentrado, al término de la reaccién tnicamente se adiciona agua fria y asf se

lleva a cabo una precipitacién inmediata del producto descarboxilado.
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PARTE EXPERIMENTAL



El progreso de las reacciones asf como la pureza de ias mismas se siguid
por c.c.i. utilizando cromatoplacas Merck de silica gsi 60 (0.25 mm. de espesor
y aproximadamente 2.5 cm. de ancho por 5 cm. de 1argo).

Los compuestos se identificaron por espsctrofotormetria en LR. en un
Espectrofotémetro de Infrarrojo modelo 1320, Perkin Elmer y mediante RMN H?
en un espectrématro Varian EM-390 utiizando como disolvente CDCla y/o

DMSO y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
Sintesis de la 5-hidroxicumarina.

-Obtencién del &cido B-resorcilico.

En un matraz de fondo redondo de una boca esmerilado 14/20, de 100
ml. se colocan 2.5 9. de resorcinol, 12.5 g. de KHCOg y 25 ml de agua. Se
adapta el refrigerante en posicion de reflujo y se calienta a ebullicién durante 4
horas. Después de este tiempo se calienta la mezcla de reaccién directamente
con el mechero, pasandole una corriente de CO2 (la cual se gensra a partir de
hislo seco y agua) durante 30 minulos. Todavia cuando la mezcla de reaccion
se encuentra caliente, se le agrega poco a poco y con agitacion 11.5 ml de
4cido clorhidrico concentrado, teniendo cuidado, ya que se desprende COg .
Posteriormente la mezcla de reaccion se enfria en hielo. Se obtiene un
precipitado blanco, el cual se recristaliza de agua caliente (rend. 60-75%). Et
punto de fusidn fué de 217-219°C. 1.R.(pastilla, KBr, cm-1) 3400. 2500, 1650.
R.M.N.1H (CDCl3 + DMSO,5, ppm) 6.2, 7.6, 8.5.

-Obtencidn del B-resorcilato de metilo.
Se colocan en un matraz de 100 mi de una boca ssmerilada 14/20, 7.8 g.
de 4cido B-resorcilico, 12 mi de metanol y 2 ml de dcido sulfdrico. Se coloca el
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rafrigerante en posicién de reflujo y se calienta a ebullicién durante 5 horas. Al
término del calentamiento, s& evapora el metanol, se agregan 125 ml de agua y
se extrae el producto con 75 mi de éter. Se obtisne un precipitado, el cual se
recristaliza de agua y tiene un punlo de fusién de 117-119°C {rend. 50-60%).
LR. {KBr, pastilla, cm-1) 3600, 1650, 1150. R.M.N. H. (CDCl3,5,ppm) 2, 3.88,
6.4,7.8.

-Reaccién para {a obtencién de la 5-hidroxicumarina.
2.19 q. de B-resorcilato de metilo, en 2 ml de acrilato de etilo y 2.4 9. de
AlCl3, se colocan en 15 ml de éter anhidro, en un matraz de 100 ml con junta
esmerilada 24/40, el cual estd sumergido en un bafio de hielo. Se le burbujea
HCl seco durante 1 hr. Después de este tiempo, se dastila el éter y se callenta
antre 150-160°C durante 6 hr, Después se daja a temperatura ambiente durante
16 horas.
mezcla da reaccién se exirae con éter y se calienta en KOH
metandlica. Se evapora el metanol, se vuelve a extraer con éter. Se extrae la
solucidn con NaHCOg. En la solucién neutra se forma un precipitado. Se realiza

cromatograffa en columna de silica, obteniéndose el resorcinol.

-Reaccién para la obtencién de! 2,6-dihidroxibenzaldehido por la
reaccién de Gatterman.

a) Obtencién del clanuro de zinc.

10 g. de ZnS04 7Hz0 en 100 ml de HpO se mezclan con agitacion
constante, con una solucién de 5 9. de KCN en 50 ml de HpO, hasta la
precipitacién de un sdlido blanco, el cual es lavado repetidamente con agua
caliente y se seca con alcoho! y éter o en una estufa a 70°C.

b) Reacclén de Gatterman.
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En un matraz de fondo redondo con una junta esmerilada 24/40, se
colocan 1.5 g. dal B-resorcilato de metilo, con 2.1 g. de Zn{CN)a y 2.4 g. de
AlCl3 en éter seco. Se deja en agitacién durante mds de 5 hrs. Se agregan 20

mi de agua y se calienta media hora a refiujo. Se filtra y se hace placa (ccf).

- Reaccién para la obtencién del cloruro de dcido del acldo 2,6-
dihidroxibenzoico.

En un matraz de fondo redondo y esmerilado 14/20 de 50 mi se colocan
0.5 g. de Aacido 2,6-dihidroxibenzoico, en 5 ml de SOClo, se coloca el
refrigerante en posicidn de reflujo y se calienta a ebullicién durante 2 horas. L.R.
(KBr, pastilla, cm1) 3468, 1692.

- Reacclén paraia reduccién del cloruro del dcido con NaBHg,

En un matraz de fondo redendo esmerilado 14/20 de 50 ml, se colocan
0.6 g. do cloruro de dcido en 5 ml de metanol y se agregan 0.1 g. de NaBH,4
(aproximadamente de 4 espatulazos del reductor), se dsja agitando a
temperatura ambiente durante 2 hrs. Despuds se adiciona una solucion
saturada de bisuffito de sodio en la menor cantidad de agua, no se forma el

compuesto de adicién bisulfitica.

- Reaccidn para la reducclén del cloruro del dcido con NaBHg, DMF
y piridina.

En un matraz de fondo redondo de 50 ml con una junta esmerilada 14/20
se colocan 3.4 mmol de NaBH4 y 2 ml de piridina, en 5 ml de DMF y 3 ml de
THF anhidro, se enirian a 0°C ; se agregan rapidamente (en menos de 5 seg.),
una solucién de 4 mmo! de clorure de 4cide en 2 ml de THF. Esta mezcla se

agita durante un minuto a 0°C. En seguida se& agregan 0.5 ml de agua. La
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mezcla de reaccién sa agita por 60 seg. Se adicionan 50 ml de una mezcla 4:1
de hexano-éter. Los glébulos de piridina-BHg se eliminan por fittracién rdpida en
una columna de florisil. Se adicionan 25 ml de disolvente, para terminar la
elucién. Se extrae con éter y la fase orgdnica se lava con una solucién de NaCl,

NaOH, se seca ia fase orgdnica con MgSOy y se evapora el éter.

- Reaccidn de reducclén del cloruro del dcido, mediante Ia
formacién del compuesto de Relssert.

En una matraz de 100 ml de tres bocas esmeriladas 14/20, en el cual s
adapta un agitador mecanico, seé colocan 3. 8 ml de agua, con 0.55 g de NaCN,
y se agita hasta la disolucidn total de ia sai. En seguida se agregan 1.3 ml de
Quinoiina en 4.5 ml de CHuCls, la mezcla se agita vigorozamente y se
adicionan 1.9 mi de cluroro de &cide en 4.5 ml de diclorometano. Iniciaimente la
mezcla se vuelve naranja y después toma una coloracién amarilla. Después de
agitar durante 2 hrs,, la mezcla se pone en un embudo de separacién y se
extrae la fase acuosa con diclorometano. La fase orgdnica se lava con NasCO3,
con HCI diluide y finalmente con agua. Ef compuesto de Reissert se hidroliza

posteriormente con 4cido sulfiirico y calentamiento.

-Reacclén para Ia abtencién del dimetil éter del resorcinol.

En un matraz de fondo redendo da 100 ml con 3 bocas esmeriladas
14/20, se colocan 20 g. de resorcinol en 100 mi de una solucién de KOH al 10%,
en un matraz de tres bocas de 500 ml, el cual se encuentra sumergido en hielo
y liene adaptado un agitador mecanico. Con un embudo de adicidn
compensada, se agregan gota a gota 35 ml de sulfato de dimetilo,
manteniéndose a agitacién constante, Despuss de terminar de adicionar el

sulfato de dimetilo, se coloca un refrigerante en posicién de reflujo y se calienta
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a ebullicion durante 2 horas, al término de este tiempo, se vuelve a coiocar el
matraz en un bafio de hielo y se agrega otro equivalente de base y de sulfato Je
dimetilo. Se vuelve a calentar a reflujo otras 2 horas.

Al término del calentamiento, se agregan 100 ml de agua y porciones de
50 m! de diclorometano, para exiraer la fase orgdnica. Se lava repetidas veces
la fase organica con agua, y una solucién de NaHCOg hasta tener un pH neutro.
La fase orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y se evapora el exceso de
disolvente.

E! producto crudo se purifica por medio de una cromatograffa en
columna, soportada en silica gel (rand. 75%). |.R. ( pelicula, KBr, cm-1) 2950,
3004, 1600, 1460, R.M.N.TH (CDClg,5,ppm) 3.55, 6.3,6.34,7.08.

= Reaccion de formlilacidn del dimetil-éter del resorcinol,

En un matraz de 50 ml de dos bocas esmeriladas 14/20, previamente
flameado y guardado en la estufa por mds de 12 horas. En una boca se le
adapta un tapdn septum y en la otra boca, se coloca un refrigerante en posicién
de reflujo, que también estd seco, y se le adapta una lave con un globo de
nitrégeno, haciendo la atmdsfera de la reaccidn lo més inerte posible. El matraz
se coloca en un recipiente en el cual se tiene higlo seco y acetona anhidra,
manteniendo la temperatura en -78°C. Por medio de una jeringa, se colocan en
el matraz de reaccién 10 ml de THF anhidro, 3 ml de dimetil-éter del resorcinol y
6 mi de n-butil litio. Se deja que el sistema se equilibre por media hora. Después
de este tismpo, se agrega a la mezcla de reaccidn 3 ml de DMF, se deja
agitando durante un tiempo a -78°C y después se permite que el sistema se
equilibre con la temperatura ambiente. Se monitorea la reaccidn y si se requiere

calentamiento, se utiliza el refrigerante y se calienta a ligera ebullicidn.
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Sintesis de la 7-hidroxicumarina y sus derivados.

-Reacclén para la obtencién de la 7-hidroxicumarina, con é4cido
malénico.

En un matraz de 100 ml esmerilado 14/20 de una boca, se colocan 1 g.
de 2.4-dihidroxibenzaldehido y 0.5 g. de dcido malénico en 5 mi da piridina y
unas gotas do anilina. Se coloca un refrigerante en posicién de reflujo, se
calienta la mezela a ebullicién durante 3 horas. Se ve en la cromatograffa en
capa fina una serie de manchas. Se hace e! seguimiento por cromatografla de

gases, variando el tiempo de calentamisnto.

-Reaccién para la obtenclén de la 7-hidroxicumarina, con malonato
de dietilo. b

En un matraz de 100 m1 esmerilado 14/20 de una boca, se colocan 1 gr.

2.4-dihidroxibenzaldehido con 2 mi de malonato de distilo, y unas gotas de
piperidina, se coloca e refrigerante en posicidn de refluje y se callenta a
gbullicién durante 2 noras, Se dsja enfriar y se liena un precipitado crema. El
cual se recristaliza de etanol. Su punto de fusidn es de 173-174°C (rend. 90%).
Este compuesto comesponde al éster 3-carbetoxi-7-hidroxicumarina L.R.
(pastita, KBr, cm-1) 1738, 1618, 3550, 1224. R.MN.'H (CDClz + DMSO, 3,
ppm) 1.3, 4.2,6.7, 6.9, 7.6, 8.5.

Dicho éster (0.5 g), se colocan en un matraz de 50 ml 14/20 de una boca,
con 10 mi de KOH al 10%, se calienta ligeramente durante media hora. La
mezcla de reaccién se deja enfriar y se le agrega dcido clorhldrico hasta
neutralizacidn. El precipitado obtenido se recristaliza de agua hirviendo. El punto
de fusidén es de 209-212°C, el compuesto corresponde al dcido 3-carboxi-7
hidroxicumarinico {rend. 80%). LR. (pastila, KBr, em-1) 3424,1680, 1614,
RM.N.TH (CDCIz + DMSO, 8, ppm) 6.3, 6.5, 7.6, 8.5, 9.7.
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En un matraz de 50 ml con una boca esmerilada 14/20 sa colocan 0.2 g.
del dcido en 5 ml de NaHSQy4 al 10% y se calienta ligeramente media hora, La
mezcia de reaccion se enfria, se obtiena un precipitado color crema, el cudl se
recnistaliza de alcohol. El punto de fusién es de 223-225°C (rend. 40%). |.R.
{pastilla, KBr, cm™1) 3200, 1704, 1600 R.M.N.1H (CDCi3 + DMSO, §, ppm) 6.2,
6.8,74,79,8.1.

- Reaccién para (a obtencién de la 7-metoxicumarina.

En un matraz de 100 ml de tres bocas esmeriladas 14/20, se adapta un
agitador mecdnico, un embudo de adicién y un refrigerante en posicién de
reflujo. Se ponen 0.64 g de cumarina en 10 m! de KOH al 10% con agitacién
constante y se enfrian en hielo. Se agregan gota a gota por medio de! embudo
de adicion 0.6 ml de sulfato de dimetilo, sin dejar de agitar se calienta e
ebullicion por dos horas. Al término de este tiempo, la mezcla de reaccién se
enfria y el séiido obtenido, se recristaliza de metanol. Hojuelas blancas con
punto de fusién de 117-120°C (rend.35%). I.R. (pastilla, KBr, cm-1) 2900, 1460,
1380, 1255, 3044, 1736, 1604, 1580, R.I‘-1.N.1H,(CD(.‘;13+ DMSO,5, ppm) 3.91,
6.872, 7.923, 7.392, 6.94, 6.969.

- Reaccién para la oblencién de la T-acetoxicumarina.

En un matraz Erenmsysr sa colocan 0.5 g de 7-hidroxicumarina, en 20
ml de KOH al 10 %, con agitacion vigorasa se agregan 30 g de hielo. En
seqguida se adicionan 10 mi de anhidrido acético y se deja agitar por 20 minutos.
Después de este tiempo, se fitra el sélido formado. Se recristaliza de agua.
Agujas blancas con punto de fusién de 203-206°C (rend. 40%). I.R. (pastilla,
KBr, cm-1) 1740, 1190, 3054, 1616, 1568, 1506. R.M.N,1H (CDClg +DMSO0.3,
ppm)2.3,7.1,78, 8.6
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Sintesis de la 8-hidroxicumarina y sus derivados.

-Sintas!s de fa 3-carbasetoxi-8-hidroxicumarina.

En un matraz de 100 ml esmerilado 14/20 de una boca, se coloca 1 gr. de
2,3-dihidroxibenzaldehide con 2 m! de malonato de dietilo y 2 gotas de
piperidina. Se coloca un refrigerante en posicién de reflujo y se calienta a
ebullicién durante una hora, Al término del tiempo de calentamiento, se observa
un precipitado, el cudl se remueve con etanol y se filtra. El precipitado se
recristaliza de etanol, Sélido cristalino de color crema con un punto de fusién de
146-148°C (rend. 88%). |.R. (KBr, pastilla, cm-1) 1746,1696, 3306, 3000; RMN
1H (CHCI3-DMSO0, 8, ppm) 1.4, 4.4 2.7, 7.7, 8.5.

-Sintesls del 4cldo 3-carboxi-8-hidroxicumar(nico.

En un matraz de 50 ml esmerilado 14/20, se colocan 0.5 gr. del éster 3-
carboetoxi-8-hidroxicumarina, con 5 ml de NaOH al 10%; se adapta sl
refrigerante en posicién de reflujo y se calienta a ebulficién durante una hora.
Entorices se agrega gota a gota HCI al 10% hasta pH 7, se obtiens un
precipitado naranja el cual se recristaliza de una mezcla de agua-etanol. Se
cbtiene un precipitado amarillo con un punto de fusién de 275-278°C (rend.
80%). LR, (KBr, pastilla, em-1) 3100, 1724,1666,1600-1500; R.M.N. TH.(CHCl3-
DMSO0,5, ppm) 4, 7.2, 8.7, 10.

-Sintesis de la 8-hidroxicumarina.

En un matraz de 50 ml esmerilade 14/20 se colocan 1.5 gr. de dcido 3-
carboxi-8-hidroxicumarinico, en 11m|vde agua y se le agrega 2.6 gr. de bisulfito
de sodio, esta mezcla se calienta a fuego directo con mechero con flama baja
hasta que se termine el desprendimiento de gases. Se defa evaporar una parte

del disolvente y después se le adiciona lentamente 6.5 ml de dcido sullirico, se
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adapta el refrigerante en posicién de reflujo y se calienta a ebullicion durante
una hora. Se deja enfriar y se le adiciona agua fria hasta que deje de precipitar.
El precipitado se recristaliza de agua y tiene un punto de fusién de 159-161°C
{rend. 40%). L.R. (KBr, pastilla, cm*1) 3338, 1714, 1600-1500; R.M.N. 1H,
(CHC!3, 8, ppm ) 6.4, 7, 7.7, 9.5.

~Sintesls de la 8-metoxicumarina.

En un matraz de 50 ml de dos bocas esmerilado 14/20, se colocan 0.5 gr.
de 8-hidroxicumarina y se le agregan 10 mi de NaOH al 10%, poco a poco se le
adicionan 1 ml de sulfato de dimetilo, se coloca ef matraz en posicién de reflujo
y se calienta a ebullicion durante 2 horas. Se ls agrega 5 ml de hidroxido de
amonio y 20 m! de agua; se le agrega &cido diluido hasta pH neutro. La fase
orgdnica se extrae con cloroformo. Se evapora el excaso de disolvente y el
solido obtenido se recristaliza de agua. Se obtiene un sélido color crema con un
punto de fusién de 86-88°C (rend. 40%). I.R. (KBr, pastilia, em-1) 3008, 1712,
2838, 1468, 1346, 1280. R.M.N. TH, (CHCI3-DMSO, 5, ppm) 3.9, 6.45, 7.3, 7.7.

-Sintesls de la 8-acetoxicumarina.

En un matraz Erlenmeyer de 50 ml se colocan 0.5 gr de cumarina con 20
ml de NaOH al 10%, se agregan 5 gr. de hielo y se comienza una agitacion
vigorosa, después se I9 adicionan 10 ml de anhidrido acético sin dejar de agitar.
Después de 5 min, se enfria la mezcla y se tiene un precipitado blanco con un
punto de fusion de 127-129°C (rend. 40%). I.R. (KBr, pastilla, cm~1) 1762, 1726,
1260. R.M.N. TH (CHCI3-DMSO0, 5, ppm) 2.4, 6.5,7.3. 7.7,

-Sintesis del 8-metoxi-3-carboetoxicumarina.

En un matraz bota de 50 ml esmerilado 14/20, se colocan 1 gr. de orto-

vainillina y 2 ml de malonato de dietilo, con dos gotas de piperidina, se coloca un
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relrigerante en posicién de reflujo y se calienta a ebuiflicién durante 1 hr. al
término del calentamiento, se agrega agua fria y precipita un sofido blanco, que
se recristaliza de alcohol. Ej producto es un sdlido cristalino con un punto de
fusién de 80-82°C (rend. de 87%). L.R. (KB, pastilla, cm-1) 2846, 1474, 1370,
1246, 1750,1692. R.M.N. TH (CHClz, §, ppm) 1.4, 3.8, 4.4, 7.2, 8.5.

-Sintesis del dcldo 8-metoxi-3-carboxicumarinico.

En un matraz bola de 50 m{ esmerilado 14/20, se colocan 1 gr. de 8-
metoxi-3-carboetoxi-cumarina ¥ 10 m! de una solucidn de NaOH al 10%; se
coloca un refrigerante en posicién de reflujo y se calienta a ebullicion durante
una hora. Al término se agrega gota a gota una solucion de HC| al 10% hasta
que precipite. E! precipitado se recristatiza de alcohol. El producto puro tlsna un
punto da fusién de 219-220°C (rend. 90%). L.R. (KBr, pastitla, cm~1} 2048, 2844,
1474, 1420, 1348, 1750, 1670, RM.N. TH {CHCla.8, ppm) 3.9, 4.2, 7.4, 8.7.

-Sintesls de ia 8-metoxl-cumarina.

En un mairaz bola de 50 m! esmerilado 14/20, se colocan 0.41 g de
dcido B-metoxi-3-carboxicumarinico, con 0.54 gr. de bisulfito de sodio y 2.4 mi
de agua. La mezcla se calienta ligeramente a tlama directa de mechero hasta
disolucidn total dei sélido, Se deja evaporar un poco la solucién y se le
adicionan gota a gota 1.3 mi de &cido sulfirico concentrado y se pone un
refrigerante en posicidn de reflujo. Se deja calentar todavia durante una hora. Al
término de este tiempo, la solucidn se enfria y se adiciona gota a gota agua de
hiefo hasta la precipilacion. El sélido se recristaliza de alcohol. Su punto de

fusién es de 86-88°C (rend. 35%).
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CONCLUSIONES



1. Se trabajé con derivados cumarinicos por su importancia bioldgica
debido a su posible actividad antimetastdsica y a la importancia de ésta en sl
estudio de la terapia del céncer.

2. Se realizé un amplio estudic scbre la sintesis de fa 5-hidroxicumarina,
la cual desafortunadamente no se pudo sintelizar debido a que las sinlesis

-descritas en [a literatura no fueron reproducibles en nuestro laboratorio.

" CHO
1) ZnCNa,AICk, 0°C
Ho OH 2) HCL, § hre, H
COMe OiMe
f-metirescrcilate (1]

OH OH
M0, cn;-cugm.m’ @.
Ach o X
B-metirescecilato

<02 -cozl(:chdamo
PA/C Difandéter

i&&
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ou.l)n-hﬂl

danetl ster dal resarcinol

1) bcidomasénico cHO
piridns/andine oH
2t HaH505/H2 SO..
S-hidroxicumarine 2 s-dihidroxiberuatdehido

)

3. Se realizé la sintesis de la 7-hidroxicumarina por un nueve método

diferente al reportado en la literatura quimica, obteniéndose buenos resultados.

o E
fcldo mético resorcinal Thidroxicurnarine

QLA

e |~

QL

T-hidroxicumarina
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OH
1) malonato de dieRabiperidina

2) NaOH
& 3) NatSO, HO 0" "o
2,4-dihidroxibenzalde hido 7-hidroxlcumarina

4, Se sintetizaron los derivados 7-meloxi y 7-acetoxicumarina, para
probar su actividad bioldgica, por metilacién y acetilacion clasica de 7-
hidroxicumarina.

5. Se sintatizé 1a 8-hidroxicumarina por una ruta alterna a la propuesta en

1a literatura.

CHO N
e e (L
0 Q
OCH,

clorhidrato
; de piridina

HO

H
1) mak de dietio/piperiding ‘
2)NaOH o o
3)NAHS0y/ S04 5
2,3-dihidroxibenzaldehido 8-hidroxicumaring

6. Se sintetizd el derivado 8-metoxicumarina por dos rutas diferentes, una
a partir de a B-hidroxicumarina antes obtenida y otra mediante la condensacién

con orto-vainillina, utilizando como agente condensante el malonato de dietilo.
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8-metoxicumaring
1) majonato de distilokiperidina R
2) NaOH 0
) HaHS03H504
8-metoxicumarina

7. Se sintetizd el derivado 8-acetoxicumarina.

8. Todos los compuestos preparados se caracterizaron por
espectroscopia de Infra-rojo y/o Resonancia magnética de protén, y por las
propiedades fisicas de fos descritos, cuando era el caso.

9. Estos productos fueron enviados a las pruebas bioldgicas,

lamentablemente todavia no tenemos los resultados.

61



BIBLIOGRAFIA



1. Glese, A,.C., "Fisiclogfa celular y general®, Edit. Interamericana, 4a. Ed.
México, 1984, p.654.
2. Hadden, W; Smith, D., JAM.A. (1992), 286, 2964
3. Thornes,R.D., Cancer {1975), 35,91.
4. Zacharski, L.R, et. al. JAMA. (1981), 245, 831.
5. Matt, B., et al. J. Cancer Res. Oncol, (19681}, 101, 275
6. Hilgard, P., e\, al Europ. J. Cancer (1979), 15, 183,
7. Pliler, N.B. J. Exp. Path.{(1978}, 59, 93.
8. Hardt, T.J.;Ritschel,W.A.Meth and. Find. Exptl. Clin. Pharmacol. (1983), 5, 39.
9. Terranova, T, ; Chiossone F, Bull Soc, Ital. Biol, Sper. (1952), 28,1224.
10. Mead. J. ; Smith, J.N. Bioch. J. (1958), 68,67,
11, Isaac 8. C.R. Acad. Sci. Paris, (1965}, 240, 2534.
12. Shilling, W.H.. et al. Nature (1969), 221, 664.
13. Urban, J.L., et. al. Proc. Natl. Acad. Sci, USA (1986), 83, 5233.
14, Shah, R.C., Laiwalla, M.C., J. Chem. Soc. (1938),1828,
15. Jones. (rev)., Org. Asac. (1967}, 15, 204.
16. Adams, R., Bockstahler, T.. J. Amer. Chem. Soc., {1952), 74, 5346.
17. a)Das Gupta, A. K.; Chatterje, R.M., et al., J. Chem. Soc. (c) (1969), 29.
b) Ibid. Tetrahedron Letters, (1968), 42, 4463.
18. Sethna, S.. et. al., Org. Reac. (1953}, 7, 20.
19, Cingolani, ., Gazz. Chim. Ital, (1954), 84, 843,
20. Bdhme, H., Ber (1939), 72,2130.
21. Sadavongvivad, C.; Supavilai, P., Phytochemistry, (1977), 16, 1451.
22. Vogel's "Textbook of practical Organic Chemistry". 4a. Ed. Longman. New
York, 1978. p. 832.
23. Dictionary of Organic Compounds. 5a. Ed. Vol. 2, D-04247, Chapman and
Hall.

62



24. Adams, Levine, J. Amer. Ghem. Soc. (1923), 45, 2375.

25, Vogel's "Textbook of practical Organic Chemistry”. 4a. Ed. Longman, New
York, 1978. p. 498,

26. Babler, J. H., Synthetic communications (1882}, 12, 830.

27. Schwartz, A, J. Org. Cham. (1982), 47, 2213,

28. Dictionary of Oganic Compounds. 5a. Ed. Vol. 3, H-01315, Chapman and
Halt.

29. Vogel's "Textbook of practical Organic Chemistry". 4a. Ed. Longman, New
York, 1978. p.755.

30. fbld. p.1103.

63



PEARIN ELMER okl el
L MICROMEIENSG |+

bty Lot

"i’,n,'! L il
EEEN Bl CTRO
b il csrech

Ll !
e 3500 300 (Ce1y 2500 2000 13ty 1200 W0

.
itr (CM )

(g

Ull}l"lmllllil:
o

ABSCIS3A ORDINATE SCANTIME. . 72X | e acAN_ __ SINGLE BEAM
(TR INA FIPL -7 E— -1 LN Y:-TTe i —— F YITTR V] -1, MO g gy TVt VLT s 8327 72
sCo 5T, ABS o | SLIT PHOGRAM, A2 _| ovenmon _{Zeta DATE.
e man  Tinansrr e Tedle SOLVINT. . A fdar. . CEILPAIY _
MM 4 CONUENTIRATION . AL EHEMCE A2




LTI

. o i

START OF SWLLP » ) L O SWREP

i I i . : .
Wogan . . W
e . 6
o
L - o i
. .
: b . Cad
] 1
H | L j
3 ! : P
] X . B
: | 3
2 . [
: . L E
by
; ' toR
s R 17
8 it o
.T' ' =
2 ! : : Z
5 . H -
!
] : =
E I o
3 @
W o
=
o
£ . )
c 5
<
3
"y
P
¢ ESPECTRO 2 .
!
cE el w '8 [ A . . B ' m
Ve i B R TRt Y TR L E T A TR Te) o I RN - e 1 teieade
‘e
[ e L R . N PC(] [T
RRRTETEe an
[ETRTTE X PERIL TN T N e /3 Vo LA R SR R ‘. 739




TRANE' VSEION (-}

PEAKIN ELIMER'*
L]

, C}«/«HT;u’v'é_'-chz

50
aoniriaaig
W0y !
tark 0
L o
0
X
it il
A
. - ESPECTRO 3 I, i 1
WAVE NUMBER{CM ) 2500 2000 1800 100 WAvENUMnEmCM 1) 800 500 0 200
ABSCISSA ORDINATE SCAN TIMF 22 AEP.SCAN. SINGLE BEAMee e
EXPANSITiH EXPANSION MULTIPLIER 2 TIME DRIVE.
TUEPRLL Y, W 8§ ST ProcRmm. e | cpenaron Barid. = Gl onre L0V
ALE, ___,_[;_’_r_kﬁ (R 7/ SOLVENT Kady CELLPATH— e
it el Heenddy 4 -

GCONCENTIHATION.

REFEF

E_sicce”




EFIER Y

&
o
=
EY
-l
T
@
E
2
kel
k=S
¢
&
]
>

ST L) LWLEPR

,
~0uHy
]

aty

i

:

. ———

. 1M QI SWIFP
- In T ot
P r. ) T '
rn A Ve " 1
Vo : i !
Ili'J ) . l."l" o~
' H
150 ! 120, ™ " 0
N o . ! !
. t B ] 0
: i i X
s : . i
Py ! '
¥ t

. .
} . ESPECTRO 4

L}
.
a ,‘- 5‘ u = ' ‘ 7 ' u
3 . Ay decidy,.
IR R I L LU TN O T ) 4 aan MO ETRN b MMIAI' (.I;‘. a Yumpriaruit
-, wtt
T 60 g swetewinnt 19 e dowon TS '}._7 . T
N

' P .

! HEFTEYTS
L BT H PO e b v 2 A TR T R ) PRSI Y L T

awant

‘7/142'.-

wsmman 1Y

EM-390 90 MHz NMR SPECTROMETER



Cm e e e

908

1ﬂa\! =120

200.0

ESPECTRO 5

o



1

wo 1
CTRO 6

ESPE
o+

|
a00.0




i 7T
10 100

ESPECTRO 7
o

2000 0




i

EM-390 90 MHz NMR SPECTROMETER

'..lnru or ”f'",'., . T - LI 1 L OF TWELR
. . i . d " v S L . 1 e, [
Witqun un'mm s v wy |.-I i " o
: . ' i '
PP , vine e " ) - & ’
y : .
e "o L sy u‘u b W
: i ! o
1 - : .
: oL S : | i ;e
i R ] . . i
v . ‘ i
[X !
: : S — N
. . ;
g L
5 |-
£ .
-] :
z 1
£ | P
3 ! : i
w
< .
2 h
o~
i .
- '
)
! P ]
j
! | : !
! 1 I } ESPECTRO 8 ! R .
RS 0 w a ‘ 4 4 ’ 1 2 \ o
A LTIN L SMICIRUM AMPL T core Swrkr Ty I3 wan RO ‘o samit Wil @ o nat Dl foudions
Ve o o . —
CUIER SoLd e SMELEWIIME T e iy e ,@_ - etk M-TE P
T com ’ L,
" " ot PP U CYTY T LIt e L O SWEER v i REE Gk B . RRCICRITN ) ¥e) M g JA fold

PR




-181°25 0°9e01

ww SR 0TS

-LEE'R 0°05es

"ESPECTRO 9

o



-8

1
"< 600

oH

ESPECTRO 10



.zt

FRTION

i

STAMT OF SWELP RS 402 OF SWELP
Lo 2 ! , o S o : { .
Wog BOaHT | ! 100 l‘i-u [l B [IeY] 0oLt
. I o i
@0 : 4 o 7% "o : . o 1o
i l { l [
2o 2 130 | e « o TR
. . .o . H H
i ] : poe
- Sl I SRR PR . . . . ey
£ - i ©d - !
v D [ . ' l
E ' . : cooc: )
H N . .
Bl . . : : :
] : 0 R
I3 : ! '
2 H .
£ ' :
= :
] !
s '
@
E
3
=
]
2 \
« ' )
2 '
F l
>
€ |
'

i
|. ' ESPEGTRO M
r (3 L]

pinn .3 [
TudK oy pown SPECTHUM AMPL e ue  SWITR DML ¥ mn MIMGIUS o SaMEEl ol ede LPLIALR ‘9‘4‘-
. 2
. e v y . [y * S
Uy tew ! T €0 yec Swarbwiot o ® e 20RRD LD - ;3 -Te van -2
IR IRES - ) 1
. Swerse Lamm .o . " »

N We AF POWER Y G U Swe s U ppm SAMMIE (LM L L b AL R oL o

EM-390 90 MHz NMR SPECTROMETER



ESPECTRO 12

- Y
- Ve
T -8
- Y
e, A -8
-8
- W
awzyes |8
-9’5 YW U
- ' -
SN YN

-
,ﬁm
B
&

|
~§

|
nrm
EEEEEE L

oH



E VTR

[IYCTONN

a5 e 13 calforn.s

=
o
K]
=
o
<
@
€
2
w
<
s
~
5
>

Wy
e

i

LEARL O SAEES

[ETLY

1

I
40

i
"o

P
SETCTIMIN AN

"W

T

au

A

VN UE SWLLP

EM-390 80 MHz NMR SPECTROMETER

L
l 1
ESPECTRO 13

E
o

LR TRLRSA [T Y]

LNtoal Wi -

nea .o

DRt e

w
Jotn

A

AU

1]

P TP 2% o agur ”7;..1.__
b 27 G IRy B
» e
NCAVE gy A L i P S



o g

100.0

- u.
-8 9%
-9 O K
-9 W
e -8
-S98R 4 -§
p——— -IBLE KR _
——— et L -8
=188'6E 02T
-IE'E 9"
= DR ot | s
KR =3
—_— 0@ 9957 p
_ A o' von  F8 m
| I N R—— O3z
| e W
o
12
o lmE
4
o
ial |
2 g2
. PErI. lm
n@ e T
o
[ (-]
L & kF & & F & & & |§




LIPS

ewtatern

LIXFTH

¢
°
4
o]
T
a
£
2
K]
e
T
3
5
3

START O1 SWIfR

oen m’mm 20

asu ;lrn

S
0
' o
o ) 4] 'R n M
sime ber sow e il E (el
L veee o X
LRI ) ™
et bes van
CLi et eopon s vt e, 8 it

W . . a
] -

EUT) . e

‘ESPECTRO 15
L -

) '
it e 5 I RTIIN i
A VAL P TRYT] CR
[UTERE T ot aer

i

T o SwEEP

EM-390 90 MHz NMR SPECTROMETER

- ‘ °
s dieofe & -mmnunﬁ"‘-/.‘-""

ff- Ly s o ez

con e ity e i o, 76137



LX)

r8
-1E'S U0 -8
~IS8°E5 '
Ry
-is8°%6 BN rﬂ

-150°06 '35y

wa van R

- -1D'W 'R
nl\uhula " B%S o rm

” -157°9 '8t
LY KN ]
- 2
— -l v b
Ll VNV B e

TEEEEEREEEREFL
a

ESTA TESIS MO DEge
SAUR DE LA BIBLIOTECA



A WGl ire €. Santes Ko
st w1 Toe

&
FHEUIFITY T3t 933 -
T ChL Mlutn v v b 1
ALSISITING 1T & 400 men

WsO 0O D ¢
. % -
+ ¥ ey s
R . TEgE ek
2 LAY
;

- I R
IR S | ¢

ST e
Ca ,

RN R

T4 L] fl.:‘ g.l Ia IR} 1111 R

ESPECTRO 17
[ )

1] 5




ESPECTRO 18

o



e amaee

N R Y}

NS SRR WA TR P e

ESPECTRO 18

Wi 7

Aty I

¢ wuy

EM-390 90 MMz NMR SPECTROMETER

-

e éi./b;—

2.
DA

[ TR B

IR -



|

SO ——
ol Sl et
. w m

O Ty ST
128 e

e

QOCHCH3

/

*1. ] 0
ESPECTRO 20

S

—p e

5y

=e.

IR



et A wa

. ,ML ,.

EEE I"‘ T Y"r]*r—r‘r—"*r'f‘r'!‘w—rw T r-r1 r—l.'l'_l.1 ._TESP.ECTRON ERNR S I"r'l"r‘l ri1re I]Trrxrrn_—rrarrrrrrrl ""l"v; ' |1-rr|-r-n|—1



100.0

113

! -3
-8
-3
g
s
N
N
.8 O
mml
&
-8 @
a.
ns
r.w.E
-8
-1 YR wm«
-8 YHR Gt )
-192'ES 0'O0IE lm
-
A



[IE T

T T O PTUAT PETTE U TR TS T LT T T OV TR T T O T e e Ty AT O T R T T e
w 4 L] h 4 3 2 H . b pin
ESPECTRO 23



L .

NI R




Damnle © N

EXT Y

0
x

/,:_ -
]

y

TYRTO OIS TR
N 1.0 Hw ;Y

- - J ﬂ - o ) ~.,a U\.__.,...--

SR |
San AR RN e na b a e R N R RN R N R SRR RN R RS o SRR N R e S I, PEYrerin g
10 o d / u N 4 ! v i 9

ESPECTRO 25



WL TR N b
-5 R

~150'r 0L
a——

-IN'E Ve
-L'0 9’818
15008 %°558
-ly'1g [t
'3 van

-1%0°'E 00N

— 151 00T

I 4
180 1600 14% 120G 1000

'ESPECTRO 26

O



wiee ik we

e tans

TYTTTELY rrgnh ETsITesege. -
— 3] L2 Limm :L

H;ﬂﬁﬂw

?I]xll!}r‘rrl(:ll—y;rllr|

,4W”HMWMM_;AN;_]

R N A Ry A PR R N o i ae & o
3 IIM . ¢

RN R

ESPECTRO 27



1000

o]
-8
-5
-§
P
5 &
aF:
-8 %
77
ol
—§
o rw
g
«30°% MR ° rm
B
ek s
e
I A h 1%



s i

# g
[
e
8 -

—

e
e
S

'|r|‘||nl]nn—!unlnn
L s 1

'1|—T'|-J1“1v‘l“1-l“l’f""2'rri‘1|||v grvvrx--”J.r..,..,vg---|rra-|]....—....—rrvrl—r':—rr—rr-]—-

- v‘r'—rx H

ESPECTRO 29



0QC12CHy

SPECTRO 30

E

00—
8
"

4000.0

>



dbms g3l w0

AERERERRE RN AT
I !
X 2} .

| I

—ku

BE|

il

i
;|
4.
|
Lt

T

GURPTTI O PTTIY
9 L} ¢

— Tqe0

—im,

CaETeg

VYT TR Y
5

RIS
)

@ R ~CO0CHLH,
OMe

, |

(. E R Ill‘I|l""rlI'"T‘I‘TT'T‘T‘T‘I_!“'Y'I'I|I‘II'I-r'1'YIl1'l-r'l-|’]l
1 3 2 14 L

ESPECTRO 31




1000 1800
*YSPECTRO 32

I
30

3 1
] 0

> 2}



roae Nin wm

- am
O
N4

b B
I

A -
ﬂ‘rrﬁ:&'rﬁﬁm'vltlmjﬂn'ruulun

4. | R S U |

B R R R R R N N R e I R R R R e R N S I N U N S I R L e
Pl " : O o i 4 QL L )

ESPECTRO 33



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Objetivos
	Antecedentes
	Resultados y Discusión
	Parte Experimental
	Conclusiones
	Bibliografía



