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RESUMEN
La Perczona es una quinona natural originaria de América que posee caracteristicas
_quimicas muy particulares. Desde su descubrimiento ha sido objeto de un intenso estudio,
primeramente, para elucidar su estructura y. después para conocer su reactividad quimica.
Con base en una serie de reacciones quimicas sistematicas s¢ establecié una estructura
quimica "aceptable”. Sin embargo, fue hasta fa aplicacion de la Resonancia Magnética
Nuelear, como herramienta analitica fundamental, cuando se establecio la estructura
inequivoca de esta interesante molécula.

El presente trabajo ¢s una contribucion al conocimiento de la reactividad quimica de
perezona frente a especies nucledfilas que contienen dtomos de azufre y nitrdgeno, i. e.
aminas, tioles y aminodcidos. S¢ encontrd una reactividad diferencial del nitcleo quinoideo
que conduce a una variedad de estructuras, particularmente heterociclicas, conteniendo
diferentes funcionalizaciones quimicas.

Las estructuras de los derivados de Perezona fueron propuestas por medio de Ia
aplicacién analitica de experimentos bidimensionales de Resonancia Magnética Nuclear de
alto campo, i.e. Espectroscopfa de Correlacion Homonuclear {COSY), Espectroscopia de
Efecto Nuclear Overhauser (NOESY), Espectroscopia de Correlacion de Nucleos
Directamente Unidos por Coherencia Cuantica Heteronuclear (HMQC) y Espectroscopia
de Conectividad de Enlaces Multiples Heteronucteares (HMBC). Asimismo, la
elucidacién estructural se fundamentd con la ayuda de otras hemamientas analiticas
espectroscipicas i. e. Espectrometria de Masas y Espectroscopia de Infrarrojo.

Con base en Ia elucidacion estructural fue posible proponer, para algunos de los
derivados obtenidos, una trayectoria mecanistica que explica los productos de reaccitn.
Adicionalmente, se inicid una valoracion bioldgica de actividad antimicrobiana y citotoxica,
lograndose resultados muy satisfactorios en relacion a la selectividad de la citotoxicidad
sobre ciertas-lineas celutares cancerosas. Estos resultados son materia de evaluacion actual
y de publicacién en condiciones de proteccion de resultados,




ABSTRACT

Perezone is a naturally ocurring quinone whose structure determination and the
study of its unique reactivity is historically related to the development of chemistry in
Mexico. The present work represents a contribution to the study of the reactivity of
Perezone with nucleophiles, in particular, those containing sulphur and nitrogen which
have not been sistematically studied in the past. Also, the fact that we used homo or
hetero bi-nucleophiles, allowed the obtention of unique by-products which showed by
the first time, a new avenue of reactivity of Perezone. This was particularlly true when
a—ammoac:ds were used and with diamine, amino-sulphur, or disulphide reagents. Tn
some cases, the stability of some reaction products, allowed their isolation and the
proposal of a mechanism of reaction bases on true intermediates. The structural study of
all reaction products, was assessed by a strategic combination of modermn One- and Two-
Dimensional NMR techniques which succesfully showed the great potential of this
spectroscopic methodoly for analytical purposes, when closely related chemical
structures, have 10 be unambiguosly discriminated. Due to the structural relationship with
other known heterocycles with biological activity, the compounds abtained in this work
were submitted 10 evaluation for antimicrobial and cytotoxic activity. Such results are
under consideration for a possible protection of intellectual rights.




CAPITULO .

ANTECEDENTES

1.1 ASPECTOS HISTORICOS Y RECIENTES DE PEREZONA. _
' La perezana (dcido pipitzacico) es un compuesto abundante en la raiz del "pipitzahuac”
- perienecientea una planta mexicana {Perezia adnata). El primer informe de este compuesto fué
realizado por el Dr. Leopoldo Rio de la Loza’ quien sefiala su aislamiento en 1852. Tres afios
despuss, Weld? informé que la composicién quimica de la perezona ¢s CygH 004, aunque la
correcta seria CysHygO3. Esta diferencia se resolvio cuando se establecié la equivalencia
quimica de los elementos3.

Desde et descubrimiento de la perezona en 1852 hasta 1913, la molécula fué obje.to de
numerosos estudios en varios paises; en 1884, Vigener® hizo una amplia descripcién de la
sustancia, lo que trajo como consecuencia una serie de estudios en 1885 y 1886 por Mylius$,

Anschutz® y Leather? quienes describieron la preparacion de una serie de nuevos derivados de
la molécula.

Las investigaciones de estos autores se pueden resumir a continuacién: La perezona (B)
tiene la fdrmuta empirica C;5Hy03; con metales monovalentes produce sales con formula
€ 5H00;M (de lo cual se dedujo la presencia de un grupo fenolico en la molécula), posee las
propiedades de una quinona {color naranja intenso, se reduce facilmente, se repxida
expontineamente y produce amino derivados), sus derivados anilidos se hidrolizan con acidos
diluidos para dar 6-hidroxiperezona CsHy004 (2) v se puede convertir en perezinona (3) por
reaccion con acido sulfiirico concentrade.

La reaccién con bromo produce un derivado dibromado (inestable) por lo que se deduce la
presencia de una insaturacién. Por fa similitud en el comportamiento quimico entre perezona e
hidroxitimoquinona (4), Anschiitz sugirié que la molécula es una hidroxiquinona que contiene al
menos dos grupos alquilo, en uno de los cuales se encuentra la insaturacion,

En 1906, Sanders en Inglaterra® rechazé la formula establecida sin justificacién y
confirmo la composion CsH,40,. Describio que el prolongado calentamiento de (1) por arriba
de su punto de fusién da un compuesto cristalino incoloro. Sin embargo, este derivado no
reacciona con hidroxilamina o anilina, pero reacciona con anhidrido acético formando un
compuesto solido. ‘

En 1913 Fichter, Jetzer y Leepin® mostraron que la 6-hidroxiperezona (2} tiene las
propiedades de una 2,5-dihdroxi-3,6-dialquil-p-benzoquinona que produce icido a, B-
dicetobutirico cuando (1) se hace reaccionar con ozono. Ellos explicaron la formacion de
perezinona (3) y propusieron una estructura para la perezona.
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Remfly, en Inglaterra'® | reexaminé la estructura de la perezona y reestablecié la formula
minima correcta I e. €sH2004. Encontré que calentando la perezona a 210 °C se obtiene un
compuesto que contiene un grupo hidmxilo- que ltamé pipitzol. Por otra parte, confirmé que la
perezinona (3) tiene un formula C, H 1803 y se forma por pérdida de agua de la 6-
hidroxiperezona. '

En 1935 Kégl y Boer en Holanda!% resumieron todas las conclusiones y llevaron a cabo
un estudio mﬁy detallado para proponer una estructura “aceptable” para la perezona (1). Estos
autores pudicron establecer Iz posicion relativa de los radicales alquilo por hidrogenacidn
catalitica de la 6-hidroxiperezona (2) seguida por metilacion, destilacion sobre polvo de Zn y
finalmente la oxidacién con 4cido crémico para dar dcido tereftalico, demostrando la refacion
pard de los grupos alquilo.

La oxidacién de (1) con H,0, en medio alcalino proporciona un acido que posee nueve
dtomos de carbono, el cual fue gansformado en acido 2,6-dimetilheptanoico por hidrogenacion
catalitica, con lo que se de_dujé que una de las cadenas es un grupo metilo. La posicién del dobie
enlace fué establecida por ozondlisis del 6-hidroxileucotriacetilperezona, el cual produce
acetona. Para la posicion relativa del grupo hidroxile en la molécula, Kégl y Boer!!
consideraron una posicién orto del grupo hidroxilo y el grupo metilo como la més favorable,
basados en la observacion de que el tratamiento de (1) con 4cido sulfiirico no proporciona un
producte ciclico mientras que, la 6-hidroxiperezona (2) produce perezinona (3) bajo 1as mismas

condiciones de reaccidn.

OH

1 2 3 4
En 1954 en Suiza, Arigoni y Jeger'? determinaron la configuracion absoluta del carbono
asimétrico de la perezona como R por correlacién quimica entre el dcido dimetitheptanoico
obtenido de perezbna v ¢l dcido obtenido por la oxidacién del {+)-citronelal, ya que ambos
tienen la misma rotacion negativa,

La asignacion de la estructura definitiva para la perczona fue obtenida como una

- consecuencia directa de la elucidacién estructural de o y B-pipitzol'3 por cuatro grupos

independientes en 196514, El patrén de acoplamiento en resonancia magnética nuclear entre el
grupo metilo y el protén en el anillo quinénico, indica que estin sobre itomos de carbono
adyacentes. El grupo metilo en 2.05 ppm esti acoplado (d, J=1.8 Hz) con el proton de la
quinona a 6.45 (q, J=1.8 Hz). Otras quinonas, particularmente la 3-hidroxitimoquinona (4)
muestran un patron sitmilar, :




La estructura correcta de 1a Perezona (5) [2- (1,5-dimetil-4-hexenil)-3-hidroxi-5 metil-1,4-
benzoquinona)] es la siguiente :

OH

solf

Una evidencia quimica adicionat para elucidar la estructura de la perezona!® fué obtenida
al tratar la Perezona con {CH;);SO, y obtener metoxiperezona (6) 1a cual al reaccionar con
CH;N; proporciona una pirazolina idéntica al producto obtenido por adicién de un exceso de
CH;N; (7). Este producto mostré la desaparicion de la sefial del proton de la quinona en 6.45
ppm y la presencia de un metilo cvatemario en 1.50. Ello es indicativo de que una de las
posiciones adyacentes al grupo metilo del antilo se encuentra libre.

OH % OMs
o

W t CH;N; ' i (6)

Una posterior evidencia para la estructura de (5) fue obtenida por tratamiento térmico de

la pirazolina que produce metilmetoxiperezona la cual contiene un grupo metilo adicional (8).

OMe =

Una transformacion de la perezona que muestra su reactividad como diendfilo es la
reaccion de Diels-Alder con butadieno (9).

OH

it

Un rasgo caracteristico de Perezona ¢s que el sistema quinonico posee un grupo hidroxilo
que establece un puente de hidrégeno con el carbonilo de la posicién nimero 4 pudiendo formar
complejos metalicos!® con la estructura general (10).




{10}  R= CH(CHICH CHACH=C{CHy),
El sisterna de dobles enlaces conjugados a carbonilos hace al sistema quinénico reactivo

frente a nucleéfitos. En reacciones tipo Michael producen compuestos con la estructura general
del tipo (11):

Esta reaccion aunque fué descrita en términos generales para un nimero reducido de
aminas primarias y securidarias, no ha sido explorada con suficiente amplitud como se verd mas
adelante. )

El doble enlace presente en la cadena alifatica es de particular interés ya que interviene de
diversas maneras en reacciones de ciclizacién. Esto se ejemplifica con la reaccion de formacién
de oy B pipitzoles (12 y 13). Esta extraordinaria transformacién se interpreta racionalmente
como una cicioadicion concertadal? de tipo (m3s+n2s). Cuando la reaccién se realiza por

induccion térmica, el resultado es una mezcla equimolecular de cada sesquiterpeno triciclico!8.

oH
T o I
4 :
no &
o-Pipitzol B-Pipitzol
50% 50%
{12) (13)

De los estudios de.fa reaccién de ciclizacién, aquella catalizacion por el acido de Lewis
BF3:E;0 condujo a ta'primera transformacion estercoselectiva de formacion de pipitzoles,
donde sc favorece la formacion del isémero o en una relacion 9:1, bajo condiciones apropiadas

de temperatura y concentracion de reactivol? como se ilustra abajo.

BF 3-EgO a-Pipitzo! {(90%}




Como complemento de las réacciones estercoselectivas de formacion de a-pipitzol, poco
después se reportd la cicloadicion estereoselectiva de Perezona con predominancia de efectos
termodinamicos por reaccién con AICH en etiftioéter produciendo rendimientos con relacion
invertida de pipitzoles??, i. e.

B-Pipitzol (80%)

Ambas reacciones han sido aplicadas al estudio de ciclizacidn inducida con 4cidos de
Lewis en otros sistemas guimicos. Hasta principios de la década de los ochenta, se tiene
conocimicnto de las més importantes reacciones de Perezona. Sin embargo, fue en 1991, que se
inicié la exploracién de las reacciones de Perezona dirigidas a obtener derivados de 1a reaccién
nucleofilica con aminoacidos, basadas en el conocimiento previo de la reaccidn de Perezona con
nucledfilos. El resultado?! reporta los primeros derivados de (5) con aminodcidos en 1994. En
ella se describen los productos de (5) con distintos nuclebfilos conteniendo azufre 6 nitrégeno
y las multiples variactones observadas en los productes de reaccion. De particular interés fué
una reaccion de isomerizacion carbonilica, de {(5) a Isoperezona (14)] por tratamiento con 3, 4,
5, 6-tetrahidro-2-piridinetiot?? de acuerdo a:

OH ¥ Ny NH
o ; N
SH o
o CHOH

E1 sistema quin6nico o quinoideo de Perezona posee diversos equilibrios tautoméricos y
de éxidorreduccion por medio del sistema de carbonilos e, i-insaturados y el OH endlico que
constituye la base para explicar los diferentes productos obtenidos y puede representarse
como sigue;




1.2. LA FARMACOLOGIA DE PEREZONA

En el Siglo XVI, Francisco Hernéndez describe al extracto que contiene perezona como
una “"purga suave, cura el cansancio, quita la flatulencia, calma los dolores, evacua los
intestinos, arroja las lombrices y cura el flujo del vientre, cura el empacho, laxa el vientre
suavemente y mitiga los dolores agudos del mismo, provoca la orina, corta las fiebres.
Maximino Martinez, en el Sigio XX sefiala los siguientes usos: es astringente, catartico,
cicatricial y regenerativo, diurético y analgésico.

En 1890 se realizaron estudios para identificar el componente laxante presente en algunas
especics de este genero en el cual se encontréd al monoangelato de perezonz como el
componente activo. En 1905, en el Instituto Médico Nacional??, se realizaron estudios
farmacoldgicos mds rigurosos para corroborar la actividad de este componente.

Algunos estudios muestran gue la perezona afecta la actividad contrictil del ileo aislado?4
y también sc ha descrito la inhibicion de contractibitidad intestinal y su accion
anticolinérgica?s. Se han realizado estudios del efecto de perezona sobre el transporte de calcio
y se ha encontrado que ta perezona induce la captacion de Ca por la mitocondria en la corteza
suprarrenal?s, Asi, ¢l efecto inhibidor de la perezona sobre la contractibilidad intestinal sugiere
una interaccion de la perezona con la permeabilidad del calcio. Con base en esta Gltima
observacién, ‘se postulé que ia perezona podria inhibir el flujo del calcio al interior de las
células, al igual que los-llamados "antagonistas del calcio”. Este tipo de agentes ejercen
importantes efectos sobre el misculo cardiaco y el misculo liso vascular, por lo que son de
gran utilidad en la terapéutica cardiovascular?” {como hipotensores).

La perezona produce un efecto inflamatorio en las articulaciones de la rodilla cuya
magnitud depende de la dosis donde los efectos cardiovasculares no son de naturaleza refleja,
sino que se postula que es el resultado de 1a liberacion de mediadores de la inflamacion entre los
cuales se encuentran {as prostagiandinas?8,

1.3. LA FITOQUIMICA DEL GENERO PEREZIAE

El genero Pereziae (tribu Mutisicae, subtribu Nassaviinae) es exclusivo del Nuevo
Mundo. Geograficamente y taxondmicamente se extiende de Norteamérica (seccion Acourtia)
(Califomia y ¢l centro de Texas) hasta el sur del Salvador?? y en Sudamérica (seccion Pereziae)
desde ta Cordillera de los Andes hasta la region de la Patagonia3®, En la Repitblica Mexicana se
distribuye en 1oz Estados de México, Morelos, Michoacén, Guanajuato y Puebla,

Las plantas de este género también reciben el nombre de Espantavagueros en Michoacan
y Cola de Zorra o Calzadilla en Guerrero.




1.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE TRABAJO.

Desde 1992, para nosotros se hizo evidente que las reacciones de Perezona con
nucledfilos habian sido objeto de una exploracién relativamente reducida como se pudo
observar de la revisidn bibliografica correspondiente. Al llevar a cabo algunas reacciones con
nucledfilos que contienen al atomo de nitrégeno de! grupo amino de aminodcidos, se pudo
observar que habia diferencias en la reactividad del sistema quinénico hacia los distintos
aminodcidos. Igualmente se puso en evidencia que los productos de reaccion podian ser
utitizados come prucbas de los diferentes pasos de reaccion involucrando estructuras
resonantes distintas. Igualmente importante fué la decision de explorar los productos de
reaccion tratando de obtener derivados diasteroisoméricos dada 1a posibilidad de introducir un
nueve centro quiral en el derivado correspondiente ademas del centro quiral R ya presente en
Perezona.

Sobre estas bases, se pensd en realizar una exploracion sistematica de las estructuras
quimicas de los derivados de Perezona, al utilizar como nucledfilos a las funciones presentes en
tos aminodcidos por medic de los dtomos de nitrdgeno y azufre, tanto en forma finica como
competitiva. Dado que los productos de reaccién iniciales contenian funcionalizaciones como
o.-dicarbonitos, fenoles o ta propia p-quinona, se pensé convenienie examinar tates reacciones
tratando de establecer la reactividad diferencial y competitiva a través de las funciones quimicas
de los productos de reaccion.

De trabajos anteriores, se pudo lograr una reaccidn de isomerizacion de Perezona, que fué
de extrema importancia porque abrié la posibilidad de lievar a cabo la exploracién de las
reacciones de Isoperezona, con la ventaja de contar con toda una serie de isdmeros estructurales
permittendo unn valoracion comparativa de las mismas reacciones realizadas en un sistema
quinonico de gran analogia.

1.5 OBJETIVOS :

El estudio de la quimica de Perezona se inicid hace 100 afios a partir de su
descubrimiento. La faita de métodos analiticos espectrocdpicos para la elucidacién estructural
fue limitante para conocer algunos aspectos de su reactividad quimica correlacionada con su
estructura quimica, que en ese momento era desconocida. No obstante, mediante la aplicacion
sistematica de una serie de transforimaciones quimicas conocidas se pusé en evidencia muchas
de sus propiedades quimicas y caracteristicas estructurales. Sin embargo, la estructura final
propuesta para la molécula de Perezona era incorrecta. La aﬁiicacién de la Resonancia
Magnética Nuclear, como herramienta analitica espectroscopica, fue fundamental para
establecer la estructura correcta.

El presente trabajo de tesis pretende ampliar el conocimiento de la quimica de la
Perczona. Las propiedades quimicas y de reactividad que se quieren estudiar, requieren de un




método analitico que proporcione evidencias de tos cambios originados en 1a molécula. Para
este propdsito se requiere a la Resonancia Magnética Nucledr debido al tipo de informacién que
estd presenta. En un espectro de RMN unidimensional se obtienen pardmetros tales como,
desplazamicntos quimicos, constantes de acoplamicnto e intensidades; csta informacién puede
servir para realizar un analisis estructural e inferir una estructura probable. Sin embargo, la
informacion que proporciona un espectro unidimensional es insuficiente para hacer una
elucidacion estructural. La siguiente etapa es utilizar los disefios experimentales
bidimensionales, tales como los que se mencionaran en el capitulo IIl, que proporcionan
suficiente informacidn estructural, i. . conectividad de niicleos de H vecinales, conformacién
espacial tridimensional, equilibrios ¢ intercambios guimicos, mecanismos de transformacion; lo
cual es suficiente para presentar una estructura inequivoca. Es necesario sefialar que cada uno
de los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear bidimensicnal proporcionan informacion
especifica y particular que de manera independicnte no es suficiente para hacer una asignacion
estryctural, sino que, se requiere de manera adicional fa informacién de varios experimentos.

Es necesario recurrir a otras herramientas analiticas espectroscopicas complemetarias que
confirmen o modifiquen 2 estructura propuesta por la Resonancia Magnética Nuclear. Cada
una de las herramientas analiticas espectroscopicas (i. .c., Espectrometria de Masas,
Espectroscopia de Infrarrojo) proporcionan diferente informacion estructural, que en conjunto

“servira de justificacién para sugerir una estructura quimica de manera inequivoca.

De acuerdo con lo anterior se plantean los siguientes:

OBJETIVOS GENERALES

L.- Realizar transformaciones quimicas sisteméticas en la estructura de Ia Perezona.

2.- Evaluar los efectos originados en la estructura original de la molécuta de Perezona
después de la transformacion quimica.

3.- Hacer una valoracion del-uso de catalizadores, citados en la bibliografia, en la
modificacion estructural de Perezona. '

4.- Aplicar las técnicas analiticas de separacion, i.e. cromatografia en capa fina y en
columna, como medio de purificacion antes del andlists espectroscopico.

5.- Aplisar técnicas analiticas modernas de Resonancia Magnética Nuclear para el estudio
de la transformacion quimica de I estructura de Perezona.

6.- Hacer una valoracién comparativa det uso de experimentos bidimensionales de
Resonancia Magnética Nuclear, ademéds de los experimentos unidimensionales, como
herramienta analitica en la elucidacién estructural mequivoca.




7.- Hacer una valoracion de la contribucién de otros métodos espectroscapicos {v.gr.
Espectrometria de Masas e Espectroscopia de Infrarrojo), en el estudio analitico de la
elucidacion estructural en {a tranformacidn quimica de Perezona.

8.- A partir de la elucidacion estructural del derivado obtenido, proponer una posible
trayectoria mecanistica que explique su formacion.

9.- Caracterizar la reactividad de Perezona en términos de un sistema combinado de tipo
carbonilo &, B-insaturado y B-dicetdnico.

10.- Iniciar una exploracion preliminar para la valoracion bioldgica correlacnonada con los
cambios quimicos estructurales realizados en la molécula de perezona.

I1.- Dar difusion a los resultados en foros de publicacién internacional asi como en
congresos nacionales e internacionales.

A pesar de que se conocen algunas de las propiedades quimicas y de reactividad de
Perezona, se requiere ampliar su conocimiento mediante una modificacién estructural
sistematica come criterio analitico. En este sentido, se formuté una serie de reacciones
ordenadas que impliquen fa condensacidn entre Perczona y un conjunto de sustratos de
reactividad conocida, i.e. ta propiedad nucledfita de las aminas y mercaptanos hacia centros de
_deficiencia electrénica presentes en e} anillo quinoideo. De igual forma, 1a serie de reacciones
pretende dar evidencias de los intermediarios presentes en la trayectoria mecanistica que sigue
la formacién de un derivado obtenido en la condensacion de una quinona y un nucledfilo que
" contenga nitrégeno o azufre. |
Ademas, se puede incremetar ¢l conocimiento de la farmacologia de Perezona como
producto natural que, tal como se indico anteriormente, presenta propiedades farmacolégicas
interesantes. Por otro lado, algunos de los sustratos utilizados (i. e. aminodcidos) son
sustancias que poseen intensa actividad bioldgica de manera independiente, la condensacion de
estos dos reactivos puede proporcionar un derivado que posea diferentes caracteristicas
quimicas y bioldgicas de las sustancias que le dieron origen.

De acuerdo con lo anterior se proponen los siguientes:

OBJETIVOS PARTICULARES
a) 1.- Estudiar la reactividad quimica de Perezona utilizando reactivos que contengan
como nucledfilos monofuncionales dtomos de azufre o nitrdgeno en forma independiente.

oM

RNH,
RSH




b} Estudiar el comportamiento quimico de Perezona con reactivos bifuncionales alifiticos
y aromaticos que contengan como nuclefitos atomos de azufre y nitrégeno.

Ry

Ry Ok
o)

P
¢ o

R3=NH,, SH
Ry=NH,

¢) Estudiar la condensacion quimica de Perezona con sustratos Que posean quiralidad
conocida y que contengan como aucledfilo el atomo de nitrogeno, i. e. aminoacidos o0 aminas
quirales.

NH2

HO

+ Ry -.ullfcoonz ——
H

o}
N‘f""cogn2
Ry

d) Hacer secuencialmente una modificacién estructural de los derivados obtenidos
wuthizando las propiedades quimicas de los heteroatomos introducidos anteriormente.{por
ejemplo, fa nucleofilia del dtomo de nitrégeno frente a sustratos clectrofilicos).

. (o}
" R.JL c

2) agente akpuilanta (CH3LS0,
3} Halogenuro de alquilo

R. Ry=grupo alquilo
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CAPITULO il1.
DERIVADOS DE AZUFRE Y NITROGENO DE QUINONAS -

‘Las quinonas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza. Muchas de éstas
se utilizan cdmo colorantes. Los compuestos quinoideos se usan en fotografia de color,
electrofotografia, produccion de laseres, materiales fotocrémicos, cristales liquidos y como
centiladores de pantallas®!. Su importancia no esta limitada a la quimica de colorantes. También
es muy importante ¢l desarrollo en investigacion referente a su actividad bioldgica. Tal
. desarrollo se asocia con el descubrimiento de la vitamina K, de herbicidas, de fungicidas y de
agentes reguladores del crecimiento®? todos cllos contienen la funcion quinona. Las quinonas
también se usan como reactivos analiticos, modificadores y estabilizadores en reacciones de
polimerizacion’3, \

La quimica dc'quinonas ha sido objeto de numerosos estudios tedricos y aplicados.
Mientras que la mayoria de los estudios conducen a quinonas como productos intermedios, son
muchos tos dirigidos a la comprension de la reactividad de esta clase quimica estructural. En -
distintos ejemplos, la relevancia del ndcleo quinocide demanda estudios cuidadosos y
sofisticados. Hay muchos ejemplos que demuestran la necesidad de realizar mayor
investigacion sobre el sistema quindnico y con sus respectivos estudios mecanisticos
detallados.

Las qui"nonas pueden ser funcionalizadas con heteroitomos como azufre y nitrdgeno,
también se pueden formar derivados heterociclicos, con lo cual se cambia las propiedades
quimicas, fisicas, estructurales y bidlogicas de las quinonas originales. Algunos de los derivados
de tas quinonas se describen a cenfinuacién.

2.1 MERCAPTOQUINONAS ]

Los derivados de tioles (R-SH) con quinonas continiia siendo materia de estudio para los
quimicos que buscan desarrollar nuevas drogas con actividad bioldgica e investigan aspectos
mecanisticos de la interaccidn de quinonas con sistemas bioldgicos. Compuestos de
smporiancia medicinal potencial (especificamente antihemorragicas y de actividad
l'Jacteriostética) son por ejemplo los derivados de 2-metil-1,4-naftoquinonas (I) con azufre i.c.
(M) investigados por Fieser y Tumer?4,

[s] o

. RASH
+ —
oy CLX,
O 8]
[(}] {n

R=CHyCgHg, CHzCOOH, (CHy)CH{NHp)COOH




Las |,4-quinonas que contienen grupos tiolalquit y aril, atracn la atencién de
microbitlogos y bioquimicos debido a que estos compuestos ticnen una clevada actividad
biolégica. Los derivados de 2,3-dimetil-1,4-benzoquinona (IIF) con tiofenol (IV, V) tienen
efecto inhibitorio en enzimas NADH-oxidasa y succinoxidasa, teniéndose los mejores
resultados con compuestos como naftil-tiol. Las naftoquinonas sustituidas con grupos
mercapto presentan un amplio espectro de actividad antibacteriana®s.

(o] o] o]
ASH SR
+ — +
SR SR
[s] o] o]
) ) V)
R= 0-CygHgr, 0-CraHas, ni- CgHyz, CeHg

2.1 AMINOQUINONAS

Se han obtenide numerosas quinonas que contienen atomes de nitrogeno, las cuales
presentan propiedades farmacoldgicas’t interesantes. La posibilidad de su funcionalizacién
con dtomos de nitrégeno ¢s muy importante. Los derivados (VII, VIIT) de p-benzoquinona (VE)
son ejemplos de estos productos fos cuales presentan propiedades bactericidas3?.

o] o)
NHR
Q _ANHa_ @ Q
RHN
o {aminodcidos) 0

v Vi vy
Elinterés de compuestos alquilamino-hidroxiquinonas s¢ asocin ¢on la observacion de que
¢l gripo orto«aminogquinona estd presente en muchos antibidticos antitumorales tales como

actinomicinas (IX), mitomicinas (X), porfiromicinas y estreptonigrina (XI)38.

COR, con: o
HoN ,N Hj N
(o] o4 HalN O
CHy CHy o
CHa
LX) (X}

OCH,

Muchos productos de origen natural y sintéticos incluyen la funcién aminoquinona en su
estructura3s. El grupo amino puede estar libre, sustituido?® o como parte de anillos
heterociclicos fusionados*!. L.as aminoquinonas son importantes en el transporte de electrones
y toman parte ¢n procesos bioquimicos como ta fosforilacion oxidativa. Diferentes proteinas
{por ejemplo citocromo C) forman aductos con quinonas mediante el grupo amino libre; este
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aducto sirve coma catalizador ¢n la produccion de perdxido de hidrégeno a partir de oxigeno®2,
Otras aminogquinonas se utilizan como inhibidores enzimaticos, por su actividad antibacteriana,
antifungicida y anticancerigena.

La investigacion de derivados de quinonas con aminas secundarias ha dado impulso al
estudio de la quimica de quinonas biolégicamente activas. Derivados de 1,4-benzoquiionas, 2-
metil-1,4-benzoguinona, 2-metil-1,4-naftogiinona y otras 1,4-quinonas tales como la
desipramina, nortriptilina, protriptilina y benzoctamina*? presentan actividad
psicofarmacologica.

Se ha realizado un amplio estudio de compuestos bioactivos con series de hidrazonas y
quinonas. De particular interés son los derivados de 4-aril(aroil)-hidrazona y 1,4-naftoquinona
que tienen empleo contra 1a tuberculosis ademas de actividad antibacterianad4. Numerosos
compuestos de tipe 2-alquilamino-3-hidroxi-1,4-naftoquinonas i.e. (XIIE) son derivados de
(XII) y son interesantes por su actividade bioldgica contra malaria%s,

o4

o]
o —
NHR
o 0
()

i)
A= H, CoHg, (CHo)gCHa, (CH2)y(CHy

Muchos derivados de anilinas sustituidas de! tipo (XV) con benzoquinonas del tipo
(XIV) que contienen halégenos o grupos sulfonamide como se ilustra con (XVI)

(principalmente en [a posicion para) presentan actividad antimicrobiana incrementada contra el
bacilo de la tuberculosis®® .

o
Ry R,% 1¢ R NN )R
R + @ T HN R
1o} R, o
(X1vy Xv) Ba (XVi)

R= H,CHy, Ayshatégeno, SO,NHR;, Ray=anille heterociclico

Ademas de 1a funcionalizacion de las quinonas con heterodtomos que contienen S y N, el
estudio de las quinonas se ha ampliado a la formacitn de compuestos organometalicos. Como
ejemplo se puede citar la actividad antimicrobiana y antifungicida de complejos de lawsona (2-
hidroxi- | ,4-naftoquincna, (XII} con Calcio y Zinc47.

23 QUINONAS HETEROBIFUNCIONALES
Muchas sustancias heterociclicas son derivadas de guinonas*? (XVII) y de compuestos

homo y hetero-bifuncionales que contienen nitrégeno y azufre. Por ejemplo son las
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benzotiacinas (XVIIE} y las benzodiacinas (XIX}. De particular interés son las benzotiacinas
que constituyen un grupo de compuestos heterociclicos que son especialmente interesantes por

su incidencia como pigmentos en cabello y plumas de mamiferos y aves respectivamente, asi
como por su amplia actividad farmacoldgica.

. ! . .
N 3
) & T
+
HyC [ X
9]

] LV X=SH, NH, {Xvill} X=8§
(ax) X=NH

El gran interés en la farmacologia de 1,4-fenotiacinas se debe a su similitud con fa
estructura de drogas tales como la clorpromazina, la cual es ampliamente utilizada en muchas
areas-de la medicina. Las propiedades antihistaminicas de 1,4-benzotiacinas sustituidas fueron
reportadas por primera vez por F-l.ljii” Con actividad particularmente elevada se encuentra la
4- (Dlmetllammoet1])-6-cloro-3 4-2H-1,4-benzotiacina.

Expenmemos posteriores han permitido disponer de compuestos activos conteniendo fa
funcidén carbonilica en la cadena que presentan actividad antifungicida, ademas de
antiinflamatorias®, Winthrop prepard compuestos que presentan actividad antihistaminica y
antiespasmoédica’t,

Krapeho3? encontré que tas sales de los derivades de N-aminoalguilbenzotiacina tienen
actividad antiespasmodica y son particularmente Gtiles en el tratamiento def mal de Parkinson.
Varios derivados de este tipo estructural son activos como antibelminticos, relajantes
musculares, diuréticos, antihipertensivos y anticolestéricos33.

La actividad fisiologica en las plantas ha sido poco estudiada. Worley’* reporté un
compuesto que destruye o inhibe el crecimiento de algunas hierbas y estimula el crecimiento de
algunas dicotiledoneas incrementando Ias cosechas de leguminosas. Las 1,4-benzotiacinas se
han usado en la industria como colorantes y antioxidantes del caucho y elastomeros naturales.
Se han usado ampltamente para preparar azo-colorantes con propiedades especificas, tales
como insolubilidad en agua, lo cual es til en el tefiido de fibras de polipropileno. Diferentes
reportes relacionan las propiedades antioxidantes y su uso como reveladores en fotografia de
color. '

Otros derivados de quinonas heterociclicas que contienen atomos de N son las
benzodiacinas y fenacinas. Como ¢jemplo de estos compuestos esta la piocianina (XX) que
afecta el crecimiento de muchos organismos3é. También se ha reportado que la piocianina evita
el crecimiemo de los siguientes organismos:; Vibrio comma, Staphylococcus aureus, M.
hemolyticus, Bacillus Anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Escherichia coli,
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Mycobacteriym smegmatis, Brucella abortus, B. suis y Sarcina lutea, y ademas se ha probado

su actividad bactericida contra amibas y paramecios.
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CAPITULC ML

METODOLOGIA ANALIiTICA ESPECTROSCOPICA

3.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR UNiDIMENSIONAL

3.L1 CONCEPTO DE MAGNETIZACION MACROSCOTICA

Un nitc’eo con espin nuclear diferente de cero, (1), se comporta como una pequefia barra
magnética, con un momento magnético g dado por u=(yh{I(1+1)]"2)/2x, donde h es la
constante de Flanck y y es la constante giromagnética, una propiedad conocisa como inherente
del nicleo. El valor observado del momento magnético es fa proyeccién de p sobre el eje Z, iy
(figura t). De acuerdo a la mecanica cuéntica y,~myh/2n donde my es el nimero cuantico
magnético. Los valores permitidos para my son I, (I-1),...(-I+1), -1, dando origen a 2I+1
posibles estados del nitcleo. En ausencia de un campo magnético la energia del niicleo es
independiente de my pero existe degeneracion de los niveles de energia cuando se aplica un
campo externo. En un campo de magnitud B, y direccion sobre el eje z de un sistema de
coordenadas cartesiano, las energias de los niveles estan dadas por E=-,B,,. Para un niicleo con
my=1/2, se tienen dos posibles estados, la diferencia de energia entre los dos estados es
AE=1hB/2% lo cual corresponde a v,=yB,/2x (Hz).

‘ Figurs 7. Movimiento de precesion de un to magnético

En un campo magnético externo, el momento magnético it se sitia con un angulo
8=1/cos(i,ful) con respecto at campo. De acuerdo con la mecanica clasica la interaccion del
espin nuclear con el campo causa un movimiento de precesién alrededor de B,,. La frecuencia de
este movimiento se conoce como Frecuencia de Larmor y es igual a v,. Los dos estados de
energia corresponden al movimiento de precesién de p alineado con el campo y contra el

campo.

Una muesira que contiene un conjunto de espines nucleares con valor de I=1/2, al
equilibrio con By, tendra un pequeiio.exceso poblacional en el estado de energia inferior, como
lo predice la distribucién de Boltzman. Si v es positiva, més de la mitad de los espines

nucleares se alincaran con ¢l campo aplicado. Este exceso poblacional genera una magnetizacion

neta en la direccién +z que se conoce con el nombre de Magnetizacion Macroscopica M,
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En un experimento de resonam:la magnética nuclear se aplica un campo de radio
frecuencia, By, perpendicular a B,. Esto se logra por el paso de una sefal a través de una
bobina situada en la direccion +x (figura 2a). Con el fin de que la sefial de la magnetizacidn neta
sea detectada se requiere situarla sobre el plano harizontal (figura 2). Cuando Ja frecuencia de
B, es igual a la frecuencia de Larmor algunos de los espinés nucleares son inclinados, causando
una absorcion de energia de By, La componente resultante en el plano xy puede ser detectada
por la bobina situada en el plano horizontat (figura 2b),

z
B, 8,
y Y
Mo
x'
- (b}
Figura 2, Dateccidn de s p te de magnetizacion neta

Las transiciones entre los niveles de energia superior e inferior son andlogos a la absorcidn
de fotones por un cromaforo en la region de UV/Vis, con la diferencia en 1a forma de emision de
energia. Un campo magnético B; induce transiciones hacia el estado superior ¢ inferior con iguat
probabilidad. Mientras mas grande sea el nimero de nitcleos en el estado de energia inferior, la
absorcidn de enetgia excede a Ja emision y se observa una sefial. Existe un medio (liamado
relajacién) para que el nicleo regrese a su estado de energia inferior, ya que la continua
irradiacion de By causara que las poblaciones de espin sean iguales {saturacion). En este
momento de saturgcion no hay absorcién de energia ni scﬁa'l, al contrario de otros sistemas
donde ocurre emision expontanea.

3.1.2 RELAJACION NUCLEAR

Un nucleo no estd aislado, éste forma parte de una molécula, ia cual, si esta en un medio
no viscoso se encuentra en movimiento al azar. Este movimiento se puede representar
matematicamente por una grafica en funcion del tiempo. Como en otros procesos fisicos, la
dependencia del movimiento melecular con el tiempo esta relacionade 2 una distribucion de
frecuencias por medio de una transformada de Fourier. El dominio del tiernpo se describe
frecuentetmente en términos del tiempo de correlacion, ., el cual se considera como ef tiempo
- promedio en el cual la molécula mantiene un arreglo geométrico (en el orden de 102 a10-10 s).
Este movimiento molecular; en combinacién con campos magnéticos locales permite al nicleo
intercambiar energia con su alrededor (referido como "red"} y retornar hacia ¢l equilibrio
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poblacional. Este proceso de refajacién "espin-red” (o longitudinal, T}) es una medida de la
cficiencia del proceso.

En sistemas diamagnéticos, la principal fuente de campos magnéticos locales es fa
interaccién a través del espacm de dos dipolos magnéticos nucleares, estos campos
proporcmnan un medio de relajacion llamado Relajacion Dipolar. Otra fuente de campos
magnéticos, que reducen T,es la presencia de sustancias paramagneéticas. Un par electronico no
apareado contiene un momento magnético grande, por lo que es un imedio efectivo de relajacion.
Por esta razén, el oxigeno atmosférico se elimina en experimentos sensibles a T;. Por otro lado,
la adicion de pequefias cantidades de compuestos paramagnéticos reduce tiempos largos de T;.
Para este proposito comiinmente se usa acetilacetonato de Cr (I).

Otra clase de proceso de relajacion, que no causa transferencia de energia a su atrededor,
es la inhomogeneidad del campo magnético B, lo cual origina gue-sobre la muestra existan
pequefias diferencias de B,. Este tipo de relajacion define un tiempo T3, Hamado tiempo de
relgjacion espin-espin. Para liquidos Ty y T2 son usualmente iguales. Si T, es muy corto,
entonces T; tendrd un valor pequefio y se observara un ensanchamiento de las sefiales en el
espectro,

3.1.3 OBTENCION DE LA SENAL

Se pueden provocar transiciones entre los niveles de energia aplicando una
radiofrecuencia perpendicular al ¢ campo magnético principal. Cuando el valor de esta radiacién
electromagnética es igual a la frecuencia de precesion de los niicleos, ocurre una absorsién de
energia y el nicleo migrard del estado de energia inferior al superior. Mediante procesos de
relajacién espin-red (Ty) y relajacion espin-espin (T3), el nicleo en el estado de energia
superior retorna al estado de energia inferior por emision de energia a su alrededor o hacia
alicleos cercanos. El detector mide la disminucién exponencial causado por los procesos de
relajacion en forma de un patrén de atenuacién conocido como atenuacion libre de la induccion
(FID), el cual se almacena én la memoria de la computadora para ser convertido por una

operacion matematica, conocida como transformada de Fourier, en una sefial en el dominio de
frecuencias.

3.1.4 ANGULO DE PULSO ]

En un marco de referencia estacionario, los ejes x, ¥,y Z se consideran estacionarios, y los
vectores de magnetizacion precesionan en el plano xy alrededor del eje z con una velocidad
angular w=YB,. En un marco de referencia rotante, el plano x'y' se considera que esta rotando a
Ia frecuencia d= referencia. Si se aplica un pulso de radiofrecuencia en la direccion x', el vector
de magnetizacién macroscépica M, se inclinara del eje z hacia el eje y*. La amplitud de la
inclinacién de M, depende de la fuerza y duracion del pulso. Por ejemplo, en un instrumento
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de 100 Mz (aplicando un campo de excitacion de 25 gauss), un pulso de 5.5 ps puede inclinar a
Mg en un dngulo de 90 situdndole sobre el cje y* (figura 3a). Un pulso aplicado con el doble de
duracion, por ejemplo 11 ps, inclinara a M, en un 4ngulo de 1800 situdndolo sobre el eje -z
(figura 3b). La elecccion de un ancho de pulso apropiado (tiempo de duracion de! pulso) puede
inclinar al vector M, en un dngulo deseado. El dngulo por el cual el vector M, se inclina lejos
del eje z se conoce como dngulo de pulso. Los espectrometros normalmente detectan la
componente de la magnetizacion sobre €l eje y' y la presentan en forma de sefiales. Por lo tanto,
ef pulso sitve para convertir la magnetizacion longitudinal {por ejemplo la que esta situada
sobre el eje z antes de la aplicacién del pulso) a una magnetizacién transversal detectable sobre
el eje y'. La magnitud de [a componente sobre el gje y' se calcula por medio de Mgsen 8 donde
O representa ¢! dngulo de inclinacion hacia el eje y' del vector de magnetizacion.

(a} . (&)

Figura 3. Direccidn del vector de magnetizacién M, despuds de un puiso

Los pulsos pueden ser descritos como “duros” o "blandos” en funcién del ancho de
pulso. La fuerza del camplo B medido en Hz (cps) se relaciona con el ancho del pulso (ty) por
tz=1/2B. Por lo tanto, para producir un pulso de 20 pis (un pulso "duro") se requiere un campo
de fuerza B, de 25 kHz. Una irradiacién de 25 Hz producira un pulso "suave" de 20 ms de
ancho.

- 3.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR BIDIMENSIONAL

El desarrolio mas sobresaliente en la espectroscopia es la Resonancia Manética Nuclear
Bidimensional, lo cuat s¢ debe principalmente a:

a) las técnicas de pulsos que permiten fa manipulacion del espin nuclear; la introduccion
de tiempos de retardo en diferentes estados de evolucién del vector de magnetizacion
transversal antes de la deteccion de la sefial, b) ta disponibitidad de computadoras en las que se
pueden almacenar y procesar los "FID’s” (free induction decay) por transformada de Fourier,
y ¢} a los adelantos tedricos proporcionados por espectroscopistas para predecir el
comportamicnto del espin nuclear bajo la influencia de otros nicleos y a la rapida




comprobacion de estas predicciones. Ademas el desarrollo simultineo de imanes
superconductores que permiten lograr una mayor dispersién de las sefiales.

En un experimento unidimensional, el FID se obtiene y almacena inmediatamente
después de la aplicacion de! pulso. Después de la obtencidn de un nitmero suficiente de FIDs,
la transformada de Fourier proporciona el espectro unidimensional. El intervalo de ticmpo ty,
se mantiene constante durante la adquisicién del FID { ty se conoce como "periodo de
detecciéon”).

Si consideramos que la sefial no se detecta inmediatamente después de la aplicacion del
pulso, lo cual requieré un cierto intérvalo de tiempo, t; (Hlamado "tiempo de evolucion”). Si ¢y
se incrementa se obtiene un FID para cada valor de 1) y se observard el vector de mapnetizacién
en varios estados de evolucion, figura 4(a). La obtencidn de cientos de FIDs y la aplicacion
posterior de una transformada de Fourier a la suma total de FIDs proporciona un espectro
como funcion de ¢ y del dominio de frecuencias v,, figura 4(b). La descripcion anterior
corresponde a un csﬁectro unidimensional normat (excepto que cada espectro muestra una
modulacion en las intensidades de los picos, debido a ta influencia de otros niicleos durante el
tiempo de evolucion).

T.F. sobre t, _
S (ty, tp) = S (t;, up)

El arreglo de estos espectros unidimensionales uno detras del otro proporciona un
espectro donde cada linea es un FID y cuya intensidad varia senoidalmente cuando se observa
en la direccion del eje vertical (t}), figura 4(c).
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Figura 4, QObtenctén de un sspectro de AMN bldimsnsional
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Si se toma una fraccién de estos datos paralelos a t; y se grafican como funcién de ty, se
obtiene una grafica que muestra Jas oscilaciones de amplitud respecto a la frecuencia v, o cual
disminuye exponenciatmente. Esta oscilacion sinusoidaf se genera punto por punto con el
incremento de t,. Por lo tanto, esta grafica se denomina “interferograma”, para distinguirla de
un FID normal. La transformada de Fourier de esta nueva mairiz de datos (interferogramas)
origina una grifica bidimensional, figura 5.

T. F.sobra t4
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Figura 5. Representacion de las etapas para la obtencién de un espectro de
RMN bidimensional

El eje horizontal en este espectro bidimensional representa el eje de frecuencia v,
mientras que el eje vertical representa el ¢je de frecuencias, v,. Los datos son considerados
como un conjunto de datos bidimensionales, ya que estan en funcion de dos variables de
tiempo, t ¥ ta, al contrario de un simple FID que s6lo esta en funcidn de una variable de
tiernpo, ty.

En un experimento bidimensional, el tiempo puede ser dividido en tres o algunas veces
cuatre periodos, figura 6. El periodo de preparacion es un tiempo de retardo el cual es mas
grande que T} permitiendo que todos los nicleos alcancen un estado de equilibrio antes de la
aplicacién de los pulsos, y ademas permite el restablecimiento de las condiciones tniciales. El
periodo de preparacion también puede consistir de una scrie de pulsos que sirven para alinear
el espin nuclear de una manera preferente. A este periodo le siguen uno o mis pulsos de
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radiofrecuencia que alteran el equilibrio def vector de magnetizacidn transversal. Durante el
periodo de evolucion , ty, el vector de magnetizacion nuclear estd sujeto a distintas
interacciones incluyendo las de acoplamiento espin-espin con otros nicleos

Periodo de | Periodo de | Periods | - Pericdo de

praparacidn | evolucldn ‘mezcudu deteccién

}
- 1-—--}4-a—b-{.<-——-t >

i —— i

Figura €. Etapas de un expermento bidimensional

El periodo de-mezclado continua después del periodo de evolucién, v consiste de un
simple pulso selectivo a un nicleo (como en un espectro de correlacién de desplazamiento
homonuclear) o por d_fferentes pulses selectivos para diferentes nicleos (como en un espectro
de correlacién de desplazamiento heteronuclear). Ef cuarto periodo, tp, es el periodo de
deteccidn. Normalmente no se aplican pulsos en este periodo, no obstante se puede activar un
dispositivo conocido como desacoplador el cual causa perdida de multiplicidad de un nicleo en
particular. ‘

Les experimentos en resonancia magnética nuclear bidimensional se pueden dividir en
diferentes clases: 1) espectros resueltos en J 2D. En estos espeetros se define en un eje los
desplazamicntos quiniicos mientras que en ¢l segundo se proporcionan las constantes de
acoplamiento. Estas constantes pueden ser entre {as mismas especies nucleares {espectro J-
resuelta 2D homonuclear) o entre diferentes especies (espectro J-resuelto 2D heteronuclear); 2)
espectros de correlacidn de desplazamientos, en los cuales los desplazamientos quimicos se
definen en ambos ejes. Si ambos ejes contienen desplazamieatos quimicos det mismo tipo de
nicleo {por ejemplo 1H) el espectro se ltama espectro de correlacidn homonuclear. Por otro
lado, si en los dos ejes se representan los desplazamientos quimicos de dos diferentes tipos de
niicleos ( por ejemplo, en un gje los desplazamientos quimicos de 1H v en el otro los de 13C) se
obticnen espectros de correlacién de desplazamientos quimicos heteronucleares. Estos
espectros se originan por las interacciones de acoplamiento directo escalar entre los nicleos, o
por la ransfesencia de magnetizacién a través de un nicieo intermedio que actia como un
acarreador temporal de magnetizacion. 3) espectros de corretacion de desplazamientos 2 que
mmplica una relajacion cruzada (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy); las
intersecciones en estos espectros se eriginan del acoplamiento dipolar a través del espacio entre
nicleos cercanos, al contrario de los espectros de correlacion de desplazamiento donde las
intersecciones representan acoplamientos escalares a través del enlace quimico; 4) espectros de
transiciones cuanticas miltiples los cuales implican excitaciones de coherencia cudntica

miltiple.
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3.2.1 ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION HOMONUCLEAR (COSY)

En la espectroscopia de correlacién de desplazamiento (Correlation Spectroscopy) la
amplitud de la sefial de un nicleo es modulada (dependiente) por la frecuencia de los
desplazamientos quimicos (por ejemplo la frecuencia de Larmor) de otros nicleos con los que
tiene acoplamiento escalar. En otras palabras, en un espectro COSY se correlacionan las
frecuencias de desptazamientos quimicos de los niicleos acoplados. Un espectro de correlacion
homonuclear o esta limitado para observar conectividades H/H, también se usa para
correlacionar en forma homonuclear los desplazamientos quimicos de otros elementos ™.

La secuencia de pulsos empleada en un experimento COSY se muestra en la figura 7.

20°, 809,

preparacidn svolucldn
o — AdQ ey

mezciado

4 z
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My=M cos8
8=2not,

Figura 7. Secudncin de Pulsoa para ol experimento COSY ¥ su ¢fecto
sobire los vectores de magnatizacisn,

El primer pulso 909 inclina ¢l vector de magnetizacion hacia el plano x’y", Los vectores
correspondientes a los diferentes tipos de niicleos de 'H en la molécula se separan de acuerdo a
su desplazamiento quimico y constante de acoplamiento durante el periodo de evolucion, un
segundo pulso se aplica durante ¢l periodo de mezclado que puede tener un angulo de
inclinacion de 900, 459, 5 diferente. F) pulse de mezclado causa transferencia de coherenc:a
para todas las posibles transiciones en el sistema de espin. Por lo tanto, durante el periodo t;,
la amplitud de la seiial de cada nécleo de 'H es modulada por las frecuencias de todos los otros
niicleos de YH con los cuales esta acoplado.
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Frecuentemente en un espectro unidimensional no es posible identificar los dtomos de 'H
inequivocamente ain en campos altos. El problema se resueive fécilmente en un espectro
bidimensionat ya que los desplazamientos quimicos son trazados en dos dimensiones. De esta
forma se pueden eliminar los traslapes posibles. Una ventaja de la espectroscopia de
correlacién es que permite encontrar la conectividad entre fragmentos individuales, no
encontrndose interseccioncs por acoplarhientos de large alcance. Algunas intersecciones en un
espectro COSY no aparecen o presentan muy baja intensidad, lo anterior es dificil de predecir
con precisién; pero se puede tener presente dos factores. Primero, si un nicleo de 'H estd
acoplado a otros niicleos de 'H entonces las sefiates individuales de su multipticidad aparecerdn
con baja intensidad en un espectro unidimensionat y en un experimento COSY esta baja
intensidad se distribuye entre todos los niicleos de 'H con los que se acopla durante el periodo
de mezclado, rcsultandq una disminucion de la intensidad en la interseccion. Una constante de
acoplamiento grande no necesariamente produce una sefial de interseccién intensa. Segundo, si
los tiempos de relajacién transvérsal, T,, son muy cortos en comparacion a 1/}, entonces la

transferencia de magnetizacidn no puede crecer y las intersecciones desaparecen por su baja
intensidad.

322 EséECTROSCOPiA DE EFECTO NUCLEAR OVERHAUSER (NUCLEAR OVERHAUSER
ENHANCEMENT SPECTROSCOPY)

Anteriormente se menciond que un proceso posible para transferir magnetizacion a través
de interacciones dipolares internucleares es el efecto nuclear Overhauser (nOe). Existe un
procedimicnto bidimensional para medir efecto nOe homonuclear ('H-'H) €l cual properciona
valiosa informacion de la conformacién de la molécula.

St dos nicleos A y B {por ejemplo 'H) estin cercanos en el espacio, cuando se altera la
compenente z de magnetizacién del nicleo A , se produce un cambio en la intensidad de
magnetizacién del niicleo B debido a la interaccién entre los momentos magnéticos de los dos
micleos®3. La tasa de cambio de mtens:dad k, del nicleo Hp que sufre alteracion por ta
componente z de la magnet;zaclon de nicleo Ha se representa aproximadamente por la
siguiente ecuacion.

!g;—=[34.2 TS 1+4 02 12)-5.7 1.]x106r6

donde "r" re.presenta la distancia en Angstroms entre los nitcleos Hy yHg,vesla
frecuencia de rcsonancra del nticleo de H, y 1, s el uempo de correlacion de la molécula
{tiempo promedio que le toma a fa molécula moverse en un angulo de 1 radién).

La sccuencia de pulsos para un experimento NOESY, donde sc detecta la relajacion
homonuclear cruzada, se muestra en fa figura 8.
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El primer pulso de 909 sirve para inclinar el vector de magnetiiacién, del nicleo A, del
eje z hacia el y. Durante el periodo de evolucion t; el vector de magnetizacion transversal del
nicleo A precesionara con (2 frecuencia Q, cerca del eje z y al final del tiempo t; , habra
viajado en un dngulo Qaty. El segundo pulso 909 rota el vector de magnetizacion hacia el
plane xz. En este momento la componente x* del vector de magnetizacion sera proporcional a
sen (Qat)) y Ja-componente z igual a -cos (S2at1). Al final del segundo pulso 909y ,1a
magnitud de la magnetizacion longitudinal para el cspin A es iguat a Ma(t)=-M,acos (Qat;).

Durante el periodo de mezclado, se presenta la transferencia de magnetizacion entre el
espin del micleo A y B. Esta transferencia de magnetizacion depende de la magnitud de la
magnetizacion longitudinal del espin det nicleo A que existe al final del segundo pulso 909
Por lo tanto, cuando la magnetizacion del espin del nicleo B se detecta al aplicar el tercer pulso
‘9p0 Oy , esta magnetizacion sera modulada por la magnetizacion del espin del nicleo A, cos
(€2a4). Similarmente, fa magnetizacién del espin del nicleo A sera modulada por la
magnetizacién del espin del micleo B, cos (Qgt)). La transformada de Fourier mostrara
intersecciones de NOESY en coordenadas {VB, VA)=(L2a, Q) ¥ (Qg, ©24), manifestindose el
efecto NOESY entre los niicleos A y B. La intensidad de esta relajacion cruzada depende de la
tasa de cambio de la intensidad de "k", {a cual como se indicé anteriormente depende de la
distancia internuctear "r" (rﬁ), del tiempo de correlacion molecular y particularmente del
tiempo de mezclado 1., el cual es un pardmetro que puede controlar el espectroscopista.

Un espectro NOESY puede proporcionar informacion de las distancias entre los nicleos
de 'H, pero un problema que hace inexacta esta estimacion es que la tasa de construccion de Jas
intersecciones no es lineal sino que es dependiente del tiempo de mezclado. Para evitar este
problema solo se utilizan tiempos cortos de mezclado donde existe linealidad, Io cual causa una
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reduccién de la intensidad de ia interseccién. Un segundo problema es que et movimiento
aleatorio de Ia molécula no signe un modelo esférico (isotropico), asi que este movimiento no se
puede representar por un simple movimiento de correlacion molecular, 1. Si las moléculas
tienen movilidad interna tan lenta como 1. pero mas ripida en la escala de tiempo de ia
‘resonancia magnética nuclear, entonces las intensidades del nOe daran valores incorrectos de las
distancias entre los nticleos de 'H.

3.2.3 ESPECTROSCOPIA DE CORRELACION HETERONUCLEAR (HETCOR)

Si fa sefial de 13C ¢s modulada por las frecuencias de desplazamiento quimico de los
nicleos de 'H con los que estd acoplado, se produce un experimento de correlacién
bidimensional heteronuclear. El principio fundamental del experimento es la transferencia de
coherencia entre sistemas de espines acoplados. En un experimento de correlacién
heteronuclear, los Gltimos pulsos de 900 son aplicados simultineamente sobre ambos tipos de
nicleas acoplados le que permite una transferencia de coherencia entre eflos.

La secuencia de pulsos en un experimento de correlacién heteronuclear {HETCOR) se
muestra en la figura 9. Se puede ver en esta secuencia que al final del periodo de evolucion se
tiene un periodo de tiempo extra A, durante el cual la informacién de desplazamiento quimico
del aucleo de 'H se mezcla con la informacion del desplazamiento quimico del nircleo de 13C.

. o Periodo de
Ty P Parindo da it deteccidn
svolucién { Periodo da
¥ Y — . -4 A e mazciado
al b ¢ d i tg
13 80%, i

l e
. | ' f1D
B b
| f h !
Figura 9. Secusncia de Pulsos para of experimeanto HEYCOR
El primer pulso de 909 aplicado al nilcleo de 'H inclina el vector de magnetizacion hacia
cleje ). Esta magnetizacion se considera que esta formada por dos vectores, dependiendo de si
el niicleo de 'H estd unido al estado de espin inferior {0} o al estado mas alto (B) del dtomo de
catbono. Estos dos estados se pueden seflalar como Hq y Hp respectivamente. Durante el
siguiente periodo de tiempo, 1/2t;, los dos vectores se separan y divergen uno del otro en el
plano x’y' ya que poseen diferentes velocidades angulares, en algin tiempo “t" durante la
primera mitad del periodo de evolucion, los dngulos formados por los dos vectores debido a su
precesion se alejan del eje y' y se pueden representar como {Qo+mhit ¥ (Qp-mhit donde Q, es
la frecuencia de desplazamiento quimico de los nucleos de 'H y J es la magnitud de su
constante de acoplamicnto con el nicleo de 13C.
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Figura 9. Etecto de Is secuencia de Pulsos det experimenio HETCOR sabre los vectores de
magnstizacion de los nicteos THy 13¢,

El dngulo 8 representa el desfazamiento entre ambos vectores, y por o tanto, determina
la magnitud de la constante de acoplamiento entre los niicleos de 'H y 13C. El dngulo o {esel
angulo promedio entre fa posicion de los vectores y el eje y) depende de la frecuencia det
desplazamier{to quimico de los nicleos de 'H. El putso de 1809 a la mitad del periodo de
evolucion sirve para invertir las poblaciones de los estados del niicleo de 13C, con lo cual se
intercambia su frecuencia rotacional, asi que durante la segunda mitad de! periodo de evotucion
ellos concurren, y al final del periodo t; son reenfocados {figura 9¢').

Et angulo @ por el cual ellos divergen del eje y' refleja su frecuencia de desplazamiento
quimico, los nicleos de 'H en estado de espin +1/2 tienen un angulo o més grande que los
nicleos de 'H con espin -1/2. Los desdoblamientos 'H-13C son eliminados debido al
reenfocamiento durante t;, mientras que los desdoblamientos durante el periodo de adquisicion
t2 son cancelados por desacoplamiento de !H. Durante el tiempo de mezclado A, la
informacion de los desplazamientos quimicos de 'H (contenida en el dngulo o) se transfiere al
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vector de magnetizacion del nicleo de 13C. El tiempo en este periodo de mezclado se adapta al
vator promedio de la constante de acoplamiento C-H. Como resultado del primer periodo 1/2J,
los dos vectores del nicleo de 'H divergen y se alinean en direcciones opuesias sobre el eje x’
(por ejemplo _0=180°). En este momento se aplica el segundo pulso de mezclado 900y que da
como resultado la transferencia de polarizacién de los niicteos de 'H a los de '3C originando
una mayor sensibilidad en las scfiales de !3C. Este pulso hace que los dos vectores de
magnetizacion situados sobre el eje x' se inclinen sobre ¢l eje z. Ahora, un vector apunta hacia la
direccion +z mientras que el otro hacia -z. Un pulso de 90% se aplica al mismo tiempo sobre ¢l
micleo de '3C (figura 91"), los vectores alincados sobre el cje y’ s¢ reenfocaran durante el
siguiente periodo de retardo (el valor se mantiene a 12J¢y) y pueden ser detectados como
sefiales simples cuando se aplica el desacoplador para nicleos de 'H durante el periodo de
deteccion, . La amplitud de las sefales de 13C, detectadas durante t;. son moduladas,
durante t; por las frecuencias del espin de 'H. Como en otros experimentos bidimensionales, la
primera serie de transformadas de Fourier proporciona espectros en los cuales las sefiales de
13C son moduladas por las frecuencias de resonancia de los nicleos de 'H. Et primer retardo A,
se optimiza a un valor de 1/2] para fos sistemas CH,, mientras A; se selecciona a 1/2J para
CH, y 1/4) para grupos CH, CH; y CHj. Si ¢l valor de retardo Jcy se adapta a un valor entre
130-140 Hz, (por ejempio si A¢ y A se amplian apropiadamente) se puede observar la
interaccion a través de un enlace '3C-!H. Sin embargo, si el valor del retardo se adapta a un
valor de 5-10 Hz, se observaran las intersecciones entre conecciones de niicleos de 13C y 'Ha
dos y tres enlaces. Este iltimo experimento se le ilama espectroscopia de correlacién de largo
aleance.

Una ventaja del experimento de correlacion he;eronucleaf (HETCOR) es que 1a
dispersion de las sefiales de ¥C facilita la asighacion de los desplazamientos quimicos para los
dtomos de H. Ademis, en experimentos de largo alcance se puede obtener informacién de la
conectividad H/C sobre dos y tres enlaces. Por lo tanto, en combinacion con un experimento
COSY se puede encontrar la secuencia carbonada de la molécula.

3.2.4 ESPECTROSCOPiA DE CORRELACION PE NUCLEOS DIRECTAMENTE UNIDOS POR
COHERENCIA MULTIPLE CUANTICA HETERONUCLEAR (HMQC).

Un incremento significativo de sensibilidad se puede alcanzar si los niicleos con constante
gromagnética pequefia 'y (por ejemplo 13C) se detectan a través de sus efectos sobre nicleos
mas sensiblesS? (por ejemplo, 'H). La primera propuesta para un experimento de correlacion
de desplazamientos quitnicos de 'H a través de coherencia cudntica mitltiple (HMQC) fue
realizada por'MuIier, pero el experimento inicial no fue muy aceptado, primeramente por el
problema de intervalo dinamico causado por los niicleos de 'H que no estdn acoplados a
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niicleos de 13C. El problema fue resuelto por presaturacién de las sefiales de nicleos de 'H y
posteriormente transferencia de nOe de los niicleos de 'H hacia los niticleos 13C.

Se desarrollé un experimento que resuelve el problema de intervalo dindmico y que
elimina las sedales de los nicleos de 'H que no estin acoplados a un nicleo con constante
giromagnética ¥ pequeia® (por ejemplo 13C). La secuencia de pulsos para un experimento
HMQC se muestra en la figura 10. Los nilcleos de 'H que no estin acoplados a un nicleo de
13€ son invertides por el pulso bilincal inicial (BIRD), los niicleos de 'H acoplados a 13C
permanecen intactos. Después del pulso BIRD contintia un tiempo de retardo T durante el cual
se realiza la inversidn de magnetizacion (de los niicleos de 'H que no estin acoplados a niicleos
de 13C), i.e. los nicleos de 'H son saturados. En este momento se aplica el primer pulso 90°
del expenmento HMQC. El tiempo de retardo 1 se elige de tal forma que los niicleos de 'H que
no estin acoplados tengan una intensidad igual a cero. El tiempo ¢ entre barridos sucesivos es
corte (1.3 veces el ¢; de los nicleos de IH), y et valor de T se manticne cerca de 0.35¢. La
presencia. de nitcleos de 13C junto a los ntcleos de 'H, disminuyen el tiempo ¢ .
significativamente, y la eficiencia de relajacién de estos nicleos permiten aplicar un periodo -
corto de retardo sin afectar fa sensibilidad. Los tiempos de adquisicién normalmente son entre
20-30 ms.
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Figura 10. Secuencia de Pulsos para el experimento HMQC

Una desventaja de este experimento es que las sefiales de 'H son moduladas no solo por
los desplazamientos quimicos del niicleo de '3C al que estdn acoplados, también existe
acopiamiento escalar homonuclear. El experimento es significativamente mas sensible que el
experimento de correlacién heteronuclear. Se ha estimado que, tomande varios factores en
cuenta, ¢l experimento HMQC es aproximadamente 16 o 100 veces mdas sensible para la
deteccion de 13C o 1SN que el experimento usual de correlacién de desplazamiento quimico
heteronuctear, teniendo un factor de incremento de 2 para grupos CHz o NHjy, ¥ 3 para los
grupos CHj. Sin embargo, este método no proporciona informacién para asignar atomos de 3C
no protonados. Ademds, si se traslapan los desplazamientos de diferentes nicteos de !3C Ia
asignacion no se puede hacer inequivocamente.
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3.2.5 ESPECTROSCOPfA DE CONECTIVIDAD BE ENLACES MULTIPLES BETERONUCLEARES
(HMBC).

' Una modificacion al experimento HMQC depende de las constantes de acoplamiento a
dos y tres enlaces (?Jcn y *Jen) que generad coherencia cudntica multiple heteronuclear a
multiples enlaces (HMBC), lo cual proporciona un espectro que &5 equivalente al de
correlacién de desplazamiento heteronuclear por acoplamiento de largo alcance.

La secuencia de pulsos empleada para la deteccion de coherencia heteronuclear a
multiples enlaces (HMBC) se muestra cn la figura 11. La duracién de A; se mantiene a 120y
mientras gue A; se mantiene entre 50-80 ms. El primer pulso de 90° sobre el nicleo de 13C
produce coherencia cuantica multiple heteronuclear para los niicleas de 'H directamente unidos
al nicleo de 13C. Las correlaciones a un enlace (*J¢y) son eliminadas por el pulso de 90° sobre
los niicleos de 13C el cual funciona como un filtroS! simplificando el espectro.

e, T 1809,

' i Periodo de
‘|‘_Al -bl""ﬁz -‘——‘ " 2".‘.—! 172 .-.’-} adquisleldn {tz, v )

t3e

i |
Figura 11, Sscuencia de Puhoe pars ol sxperimento HMBC

El segundo pulso de 90° sobre el micleo de 13C crea coherencia cudntica doble y cero. Las
componenies de estas coherencias son intercambiadas por el pulso de 180° sobre los niicleos
de 'H con lo cual se elimina el efecto del desplazamiento quimico durante t;. Después del
Wtimo pulse de 90° sobre el niicleo de 13C, las seales dé 'H se originan por coherencia
cudntica muktiple moduladas por los desplazamientos quimicos de 'H y por los acoplamientos
homonucleares entre ellos. El segundo pulso de 90° se realiza para eliminar las selales de los
nitcleos de 'H que no tienen acoplamiento de largo afcance con los niicleos de 13C.

La sensibilidad de un experimento HMBC resulta del uso de la magnetizacion de los
mitcleos de *H en lugar de aquella debida unicamente a los nicleos de 3C. Esta magnetizacidn
es proporcional a fa diferencia poblacional de los niveles de energia de los niicleos de 'H, dando
por resultado una sefial mis intensa para los nicleos de 3C. Para la correlacién de 13C de largo
alcance, el tiempo de retardo Aj se incrementa a un valor igual a 1/23. La ventaja de sensibilidad
de un experimento HMBC se basa en el uso de la magnetizacion de los nicieos de 'H en lugar
de los nicleos de 13C (deteccidn inversa).
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3.2.6 INCREMENTO DE LA SERAL SIN DISTORSION POR TRANSFERENCIA DE POLARIZACION
(DEFT}

Un problema que se encuentra frecuentemente en Espectroscopia de RMN es la
presencia de nuicleos con baja abundancia natural o con pequefia constante giromagnética. La
sensibilidad de un experimento de RMN depende de la diferencia poblacional, AE, entre los
estados de energia superior e inferior, los cuales dependen de sus constantes giromagnética;
AE=YhBo/2n, donde h es 1a constante de Planck y By, es el campo magnético aplicado.

Los nicleos tales como 13C y N tienen baja constante giromagnética, lo cual origina una
diferencia poblacional mas pequeiia entre el estado excitado y basal. La constante giromagnética
de un niicleo de 'H es aproximadamente cuatro veces mas grande que ia del nicleo de 13C. Por
lo tanto, el niicleo de 13C esta menos polarizado por el campo magnético principal gue un
nicleo de 14, lo cual origina que la sefial de 13C sea méas débil que ia del nicleo de 11, La
intensidad de la sefial de un niicteo de 13C es proporcional a y3, la pequefia constante
giromanética del nacleo de 13C originara una disminucion en la intensidad de la sefial de
aprimadamente 64 veces. Ademds, cuando consideramos que el nicleo de !3C tiene una.
abundancia natural det 1.1%, disminuira la sefial otras cien veces mas, haciendo su intensidad
total 6000 veces méds débil que para el nucleo de 'H, El problema anterior puede ser resuelto
parcialmente por el efecto nuclear Ovethauser. Una alterativa para incrementar la sefial de 13C
es por transferencia de magnetizacién de los nicleos de 'H hacia los niicleos de 13C. Este
fenémeno se conoce como transferencia de poblacién o polarizacion y es la base de un método
moderno de RMN denominado DEPT (Distortioless Enhancement by Polarisation Transfer).

Este método es selective para determinar 2 multiplicidad de atomos de carbono (i.c.

grupos CHj, CHy, CH y dtomes de C cuatemarios). La secuencia de pulsos se muestra en la
fipura 12,

H 9%y 150°% bty
~I1_ w=1/23 —Jq— =12 —+— T
a b df

13c 1800

. J =12] .4_ 1=12] _..E adquisicidn
b) -

Figura 12. Secuencia de Pulsos paca of experimento DEPT

Desacoplador
da handa ancha

Después de un tiempo de retardo el cual permite a los nitcleos de 'H alcanzar el equilibrio
de Boltzmann, se aplica un pulso de 90 en la direccidn del ¢je x' sobre los nticleos de 'H. Esto
causa que la magnetizacién macroscépica se incline en un angulo de 909 de su posicion de
equilibrio sobre el ¢je z hacia el eje y' (figura 12a"). Durante el siguiente periodo de retardo T, el

31




cual se mantiene a 1/2§, la magnetizacion transversal es modulada por la frecuencia de
acoplamwnto CH asi que ta magnetizacién se divide en dos vectores, los cuales rotan atrededor
det eje z en el plano x%’ y al final del tiempo de retardo estardn en sentidos opuestos uno del
otro sobre el eje x’, figura 12b’ (i.c. tienen una diferencia de fase de 1800).

" z 2 z ’
ok -5, 7
x. Y x' y x- Yy
() (v7) v
' z
(f')
X ¥
¥ 4
13c
— te')
. Y )
z V z
(8" (h)
f Y .
x y

Figuen 12. Efecto de ta secusncia de Pulsos pars o) experimento DEPT sobre los vectares ds
magnietizacidn de los nicleos Ty 130

Se aplica un pulso de 1800 sobre los nicleos de 'H que sirve para reenfocar la
inhomogeneidad del campo, mientras se aplica al mismo tiempo un pulse de 909 al niicleo de
13C para situarlo sobre el eje y' (figura 12¢'). Ya que no existe magnetizacién sobre el gje z para
ninguno de fos m’nc'lcos, los dos niicleos estdn desacopfados une del otro. Por lo tanto, durante
el siguiente tiempo de retardo t=1/2J, ambos vectores de los nicleos de IH y 13C permanecen
€n su posicidn ongmal en cl sistema de coordenadas rotante, este tiempo de retardo sirve para
eliminar alguna mhomogeneldaf del campo {figura 12d' y €"). Al final del segundo tiempo de
retardo se aplica un pulso 8 sobre el nicleo de 'H. La longitud de este pulso se puede ajustar
dependiendo del tipo de espectro que se desea registrar. Un pulso de 900 origina que ambos
componentes del niicleo de 'H giren sobre el ¢je +z (figura 12f). En esta posicion, uno de los
dos vectores dei nicleo de |H (situado sobre el ¢je +z) esta en equilibrio mientras que el otro
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estd invertido (situado sobre ¢l eje -z). Esto origina una transferencia de polarizacion de los
niicleos de 'H hacia los nicleos de '3C (debido al acoplamiento C-H) y por Io tanto se
incrementa la sefial de 13C. En el siguiente periodo de retardo se aplica un pulso de 180° para
reenfocar alguna desuniformidad del campo sobre el nucleo de 13C. Durante el siguiente periodo
de retardo T=1/2J existe magnetizacién sobre el cje z del niicleo de 'H y tiene lugar una
modulacién de los vectores del nticleo de 13C debido al acoplamiento 13C-1H. Los vectores de
mayor intensidad del nicleo de 13C rotardn alrededor del eje z en el plano x'y, y al fina! de este
tiempo de retardo se reenfocdn sobre ef eje x' (figura 12h'). En este momenta se registra e} FID
y se aplica la transformada de Fourier. La magnetizacién del nicleo de 13C se puede detectar
como una sefial doble o si se aplica al mismo tiempo el desacoplamiento s¢ puede detectar
como una sefial simple. La amplitud de la transferencia de polarizacion se determina por el
Gltimo angulo O, la maxima transferencia de polarizacién ocurre con un angulo 0=900 para un
grupo CH. Bajo estas condiciones, la magnetizacion sobre el eje x’ del atomo de carbono de los
grupos CH; y CH; es cero, por fo cual en el espectro solo se observarin las sefiales para los
dtomos de carbono de CH. Con un dngulo 6=1359, las modulaciones de los atomos de carbono
de CH y CHj difieren de los dtomos de carbono de CH,.Al final del tercer tiempo de retardo
los dtomos de carbono de CH, y CH proporcionan sefiales poéitivas mientras que los dtomos
. de carbono de CH presentaran séfiales invertidas. Con un angulo 8=459, {as sefiales de los
itomos de carbono para CHj, CH; y CH tendran amplitudes positivas. Una comparacion del
espectro obtenide con un éngﬁ}o 8=1350 y el espectro con un angulo 8=900 permitira una
diferenciacién inequivoca entre los dtomos de carbono de los grupos CHs, CH, y CH. La
comparacion de estos espectros con un espectro de '3C totalmente desacoplade, por
diferencia, proporcionara los 4tomos de carbono cuaternarios.
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 CONDICIONES GENERALES.

Los espectros de infrarrojo y de Ultravioleta-Visible fueron obtenidos(!) en un
espectrofotémetro Infrarrojo Nicolet modelo SX750 y un espectrofotémetro UV-VIS modelo
UV160U Shimadzu empleando cloroformo y metanol como disolvente respectivamente.

Los espectros de rutina de 'H, C de Resonancia Magnética Nuclear fucron obtenidos®
en un especirometro Varian Unity 300, para los experimentos bidimensionales {(HMBC,
HMQC, NOESY, COSY) se utilizd un espectrometro Varian Unity 500. En ambos casos se
utifizé cloroformo deuterado como disolvente y se agregd oxido de deuterio para realizar el
intercambio H-D, los desplazamientos quimicos (8) estan dados en ppm tomando como
- referencia interna al tetrametilsilano (0.0 ppm); la multiplicidad de las sefiales se designa de la
siguiente forma: aP: ancho {intercambio con deuterio), a: ancho, m: maultiple, gq: cuarteto, t:
triple, d: doble, 5: simple; también se indica la integracion de la sefial para los nitcleos de 'H.

Los espectros de masas se obtuvieron®) por impacto electrénico con introduccion directa
utilizando un especirometro JEOL IMS-AX505HA (con potencial de ionizacion de 70 eV), la
temperatura de fa fuente fue de 230 °C.

Los puntos de fusion se tomaron en un aparato Fisher-Johns y los valores no estin
corregidos. '

Las cromatografias en columna se efectuaron utilizando Gel de Silice de No. 60 con
tamaiio de particula de 0.063-0.2 mm (malia 70-230).

" Las cromatografias analiticas en placa deigada se realizaron empleando placas Gel de

Silice Merck de No. 60, de 10 x 5 cms. y 0.25 mm de espesor con indicador fluorescente.

Para cromatografia en columna se usaron disolventes grado analitico bidestitados. Los
reactivos quimicos {aminas, aminomercaptanos, aminoacidos) fueron obtenidos en diferentes
compaiiias quimicas (Aldrich y Sigma)

() QFB. Rocio Patifio Maya
() M. en C. Ma. Isabel Chavez Uribe
Y M. en C. Javier Peréz Flores y el L.Q. Luis Velazco Ibarra.
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3.2 ORTENCION DE PEREZONA.
. La raiz seca y triturada de Perezia cuernavacana (5 Kg) se dejé reposar en hexano en un
recipiente de vidrio. Después de 12 hrs se filtré el disolvente Y se evaporé el hexano at vacio,
se repitié la extraccidn 3 veces, al final se obtuvo un residuo crudo cristalino, ¢l cual s¢
recristalizé en una mezcla fria de acetona-hexano (25:75), obteniéndose 25g de cristales color
anarillo-naranja, con punto de fasion 101-103 OC.

Perezona HAMN (ppm) 6.98 {aP, 1H), 6.48 {q,1H), 5.07 (L1H), 3.05 {m, 1H), 2.05 (d,3H), 1.94-1.74
. {m.4H}, 1.64 (5,3H), +.53 (5,3H), 1.19 (d,3H)

3¢ RMN {ppm) 187.4, 184.3, 151.0, 140.5, 135.9, 131.4, 124.6, t24.5, 34.1, 29.3,
T 26.7, 25.8, 18.2, 17.7, 146

IR (cm'I) 3413, 2968, 2929, 1654, 1639, 1639, 1396, 1377, 1323

EM (miz, %in) 248 (65) M*, 233 (1), 219 (10), 205 (13}, 191 (25). 180 (15), 166 (100)
UVAVIS (nm, abs) 313 (14), 410 (0.79)

7 H Perezona

Tabla 1, Asignacion mediante conectividades directas e indirectas parz Perezona

13C 5 {ppmy HMQC 5, multip.) HMBC cosy
1 187.4 {5} | H(3.05)
2 124.6 {s) H{1.20), H (3.05)
3 151.0 {s) H (3.05)
4 184.3 (s) H (7.02), H (2.06)
5 140.5 {s) H (2.06)
6 135.9 (s) 6.48 (q) H {2.08} H (2.06)
7 14.6 (q) 2.06 (d) H {6.48)
8 29.3 (d) 3.05 {m) H (1.20), H (1.81}
) 182{(q) ~ [120(d) H {3.05) H (3.05)
10 341 (1) 181 (m) | 1.58(m) n (;éz;cu). H {3.05). H H {3.05). H (1.89)
11 26.7 () 1.89 {m} H (5.07), H {1.58)
12 124.5 {d) 5.07 (1) H (1.53), H (1.64) H{1.89)
12 131405 H(1.53), H {1.64)
14 25.6 (q) 1.59 (3) H (5.07)
15 17.7 (@) 1.39 (s) H(5.07)
OH 7.02 (aP)
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3.3 DERIVADOS CON AMINAS MONOFUNCIONALES.

OSTENCION DL 1.

i
S
|

T OH

I i

A temperatura ambiente s¢ agitaron 221 mg (1.2 mmol} de Zn{AcO); en 10 mi de
metanol hasta ta disolucién completa; se agregaron 300 mg {1.2 mmol) de perezona y se agitd -
por 15 minutos. Se disolvieron 126 mg (1.8 mmbl) de hidroxilamina (como clorhidrato) en 10
ml de metanol y se adiciond por goteo al matraz de reaccién. La evolucion de Ia reaccidn se
sigui6 por CCF en silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt {70:30); se observg un
producto principal de color azul-morado. Cuando fa CCF en silice mostrd que la perezona
habia reaccionado totalmente, se evapord el metanol y el residuo se lavé con una sofucion de
HCt al 2%, se realizé una exiraccion con CH,Cl, se secd con NaySO4 anhidro y se concentrs.
La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia en columna utilizando 80 g de silice y se
eluyd con una mezcta de Hexano-AcOEt (90: 10). Se obtuvieron 360 mg de ¥ con un $5% de
rendimiento. El producto resultante I es de color azul-morado con punto de fusion 132 -134
oC.

1 TH RMN (ppm) 8.02 {a®,1H), 5.28 (a®,2H), 5.08 (1, 1H}, 3.05 {m,1H}, 1.83 (d,3H), 1.89-1.78 (m,4H),
1.64 (s,3H), 1.54 (s,3H), 1.18 (d,3H)

T3¢ AMN {ppm) 182.5, 179.8, 153.5, 131.3, 146.7, 124.6, 118.5, 103.4, 34.2, 29.2, 28.7, 25.7,
1838, 17.6, 7.8,

IR (cm'h) 3512, 3384, 2964, 2931, 1654, 1592, 1378, 1349

EM (mvz, %Int) 263 (92)M*, 256 (05), 221 905), 206 (14), 181 (100), 166 (13), 155 (12)

UV-VAS {nm, abs) 206 {1.22), 233 {1.37), 266 (1.32), 408 (0.11)
OBTENCION DE ik

Se agit6 2 g (14.5 mmol) de K»CO; en 25 ml de acetona, se agregaron 100 mg (0.38
mmol) de I 'y s¢ continud agitando por 20 minutos. Se adiciond por goieo 0.07 ml (0.76 mmol)
de Me; SO, se calenté a reflujo hasta que ta solucién se torna amarilla. La evolucién de la
reaccion se siguié por CCF en silice eluyendo con una mezcia de Hexano-AcOEt (75:25), hasta’
que I reaccioné totalmente. Cuando la CCF en silice mostréd el consumo total de I, se

adicionaron 25 ml de una solucion al 5% de NH;OH; se evapord la acetona y el producto se
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extrajo con CHyCly; se seco con Na,SOy4 anhidro y se concentrd. Se obtuvieron 102 mg de II

con un 97% de rendimiento.El producto resultante I es de color amarillo de consistencia
aceitosa.

1l THAMN (ppm) 5.05 {t,1H). 4.81 (a®, 2H), 4.00 (s, 3H), 3.06 (M, 1H), 1.94.1.74 (m 4H), 1.80 (s.3H),
‘ 1.64 (s,3H), 1.53 (5,3H), 1,16 {d,3H)

3¢ RMN {ppm) 183.9, 181.76, 157.85, 143.66, 131.45, 131.40, 124,61, 107.47, 61.45, 34.65,
29.44, 26.76, 25.61, 18.91, 17.59, 8.16

R {emt) 3465, 3355, 2962, 2030, 1638, 1592, 1397, 1266, 1050

EM (mvz, olnt} 277 (80} M™, 262 (15}, 247 (23), 234 (40}, 230 (20), 208 (24), 195 {73), 180 (4),
' 167(100), 152(85).

UV-VIS fom, abs) 212 (0.94), 259 90.14), 304 (0.53), 399 (0.38), 506 (1.04)

OBTENCION DE [IL.

OH

OH

NH

1

CHy

11E

Se agit6 a temperatura ambiente 185 mg (1.0 mmof) de Zn(AcO); en 10 mil de metanol
hasta la disolucién completa; se agregaron 250 mg (3.0 mmol) de perezona y se agitoé por 20
minutos. Se disolvieron 0.1 mi (1.7 mmol) de metilamina en solucién acuosa al 40% en 2 mi de
metanol y se adiciond por goteo al matraz de reaccion. La evolucién de la reaccion se siguid por
CCF en silice, eluyendo con una mezcla de Hexano-AcOBt {70:30); se observo un producto
principal de cotor azul-morado. Cuando la CCF en silice mostrd que la perezona reacciond
totaimente, se evapbrc'; el metanol y el residuo se lavé con una solucién de HCI al 2%, se
realizé una extraccién con CHyCly, sé sect con Na;S0; anhidro y se concentrd. La mezcla de
reaccion se purificé por cromategrafia en columna utilizando 75 g de silice y se eluy6 con una
mezcla de Hexano-AcQEt (80:20). Se obtuvieron 256 mg de HI con un 90% de rendimiento. Et
producto resultante TKI es de color azul-morado con punto de fusién 107-108 ©C.

W HRMN (ppm) 8.34 (al.1H), 6.45 (aD.1H), 5.05 (1, 14), 3.23 (d, 3H), 2.84 (m, 1H), 2.13 (5,3H). 1.94-
1.74 {m,4H), 1,63 (s,3H), 1.52 (5,3H), 1.14 (d,3H)

C VCAMN{ppm) | 183.0, 180.0, 154.4, 147.4, 131.5, 124.7, 117.8, 101.2, 34.1, 32.3, 29.3, 26.6,
256, 18.3, 17.6, 9.6
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IR (cm") 3689, 3338, 2966, 2931, 1643, 1618, 1579, 1521, 1408, 1296, 1089

EM {m/z, %int) 277 (100) M*, 262 (5), 244 (5), 234 (10), 220 (12}, 195 (60), 180 (35), 168(28},
' 109(13}.

UV-VIS {nm, abs) 216 (1.37), 267 {0.21), 315 {0.97). 413 {0.02), 529 {0.1}

ORTENCION DE IV.

OH

ol

OH |

X=H,C, Br,1F

Se agitd a temperatura ambiente 148 mg (0.8 mmol) de Zn(AcO); en 15 m de metanol
hasta la disolucién completa, se agregaron 200 mg (0.8 mmol}) de perezona y se agité por 20
minutos. Para cada amina se disolvieronl mmol (75 mg, 103 mg, 140 mg, 89.5 mg, 176.4 mg) de
la o-H, Ci, Br. F, 1-anilina respectwamente en 5 ml de metano! y se adiciond por goteo al
matraz de reaccién. La evolucion de Ia reaccion se sigui¢ por CCF en silice, eluyendo con una
mezcia de Hexano-AcOEt {25:75); se observd un producto principal de color azul-morado.
Cuando la CCF en silice mostrd que la perezona habia reaccionado totalmente, se evaporé el
metanol y el residuo se lavd con una solucién de HCI al 2%, se realizé una extraccién con
CH,Cly, se secd con NaySO, anbidro v se concentrd. La mezcla de reaccion para cada amina se
purificd por cromatografia en columna utilizando 70 g de silice v se eluyd con una mezela de
hexano-AcOEt (90:10). Se obtuvieron 230 mg de (IVa), 242 mg de (IVb), 253 mg de (IVc), 285
mg de (¥Vd) y 316 mg de (IVe)I con un 85% de rendimiento cada uno. El producto resultante
YV es de eolor azul-morado con punto de fusién 112-114 (X=C}), 127-129 (X—F) 108-110
(X=Br), 136 137 (X=1), 137-138 (X=H) °C.

Va (X=H)} 'HRMN (ppm) 8.03 (aC, 1H}, 7.81 (a0, 1H), 7.35 {1, 1H), 7.18 (t, 1H), 7.02 (d, 1H), 5.10

{t.14), 2.05 (m,1H), 2.13 (S,BH). 1.98-1.76 (m.4H), 1.66 {s,3H), 1.56 {s,3H),
1.52 {5,3H), 1.20 {a,3H)

3¢ RMIN {ppm) 183.7, 181.7, 153.5, 143.0, 138.8, 131.4, 128.9, 125.4, 124.6, 123.8,
119.0, 106 8, 98.3, 34.2, 20.4, 26.7, 25.7, 18.4, 17.7, 121

iR {em Ty 3316, 2066, 2930, 1643, 1606, 1586, 1505, 1401, 1299, 1093

EM {miz, %Int) 339 (100) M*, 310 (5), 296 (10}, 262 {12), 257 (65), 230 (20), 180 (8)
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UV-VIS (nm, abs)

207 {1.41), 236 (0.63), 59 (0.81), 302 {0.37), 330 {0.52}, 529 {0.13}

Vb (X=F)

TH RMN (pprm)
3¢ AMN (ppm)

(R em )

EM {mvz, %lnt)

7.94 (a®,1H), 7.56 {a0,1H), 7.15 (m, 1H), 7.00 {m.1}, 5.10 (1,1H), 3.06
{m,1H}, 1.96-1.76 {m,4H), 1.66 {5,3H), 1.56 (5,3H), , 1.55 (5,3H), 1.22 {0,3H)

1833, 182.0, 156.3, 153.2, 142.7, 131.4, 127.1, 126.7, 125.7. 124.5,

124.0, 119.3, 116.0, 107.8, 34.2, 29.4, 26.7, 5.7, 18.4, 17,7, 112,
3319, 2966, 2929, 1643, 1597, 1514, 1400, 1284, 1103

357 (100) M*, 328 (5}, 314 (10), 300 (12}, 275 (70), 256 (1 8), 246 (13), 213
{8}, 185 {11).

207 (0.81), 239 (0.40), 249 (D.41), 254 (0.23), 327 (0.26)

Ve (X=Ci}

UV.VIS (nm, abs)
THAMN (ppm}
HC AMN (ppm)

IR {em™Y

EM {m/z, %lInt}

YVVIS (nm, abs)

7.91 (aP,1H), 7.67 {a®,1H}, 7.42 (dd, 1H), 7.26 (td,1), 7.11 (1d,1), 6.93 (dd,
1H), 5.10 (1, 1H), 3.07 (m, 1H), 1.98-1.77 (m.4H), 1.66 (5,3H), 1.56 (s.3H), .
1.53(s,3H}, 1.23 (d,3H)

1834, 182.0, 153.2, 142.4, 136.1, 121.4, 129.9, 126.6, 126.4, 126.0,
124.7, 124.5, 119.5, 108.5, 34.2, 29.5, 26.7, 25.7, 16.4, 17.7, 112.0

3689, 3338, 2966, 2931, 1643, 1618, 1579, 1521, 1408, 1296, 1089

277 (100} M¥, 262 (5), 244 (5), 234 (10), 220 (12), 195 (60), 180 (35).
168(28), 109(13).

216 (1.37), 267 (0.21), 315 (0.97), 413 {0.02), 529 (0.1}

IVd (X=Br)

H RMN (ppm}

193¢ RN (ppm)

IR (e )

EM (m/z, %int)

UV-VIS (nm, abs}

7.9% {aC.1H), 7.65 (a®,1H). 7.61 (dd, 1H), 7.32 (1d, 1H), 7.06 (td, 1H), 6.94
(dd, 1H), 5.10 (1,1H), 3.06 (m,H), 1.95-1.76 (m,4H), 1.66 (s.3H). 1.56
{s.3H), , 1.55 (s,3H), 1.22 (d,3H)

1833, 182.0, 153.2, 142.3, 137.4, 133.0, 131.4, 127.4, 126.3, 124.9,
1245, 119.4, 1186, 108.4, 34.2, 29.4, 26.7, 25.7, 18.3, 17.7, 12.0,

3209, 2961, 2923, 1643, 1604, 1503, 1521, 1396, 1288, 1091

419 (100) M*, 376 (10), 362 913), 336 (31), 308 914), 279 (9), 256 (77}, 228
(20), 185 (15), 167 (18), 149 (36), 129 (31)

225 (2.5), 244 (2.02), 263 (2.36), 2.96 (1.60), 316 (1.80), 435 (0.15)

Ve (X=l)

THAMN (ppm)

7.94 (a0, 1H), 7.85 (dd,1H), 7.58 (a®, 1H), 7.34 (1,1), 6.92 (1, 1H), 5.10
{t,1H), 3.07 {m, 1H). 1.95-1.80 (m.4H). 1.66 (3,3H), 1.57 (s,3H), 1.47 (5.3H),
1.23 (d,3H)
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3G AMN {ppm) 183.3, 182.0, 153.3, 142.5, 140 4, 120.2, 131.4, 1284, 127.0, 124.8, 1245,
119.3, 107.9, 95.4, 34.2, 29.9, 26.7, 25.7, 18.4, 17.7, 12,0

IR (cm") 3293, 2059, 2920, 1642, 1601, 1493, 1285, 1091

EM {m/z, %lnt} 465 (100) M*, 408 (5), 382 (12), 356 {5), 338 {5), 283 (10}, 256 (43), 228(12),
109(18).

UV-VIS {nim, abs) 207 (1.47), 248 (52), 259 90.53), 269 (0.34), 319 (0.53), 299 (0.34), 319

OBTENCION DE V.

1l

OH

(0.38)
NH2 '
? OH z

——— o
NH

v

Se agito a temperatura ambiente 185 mg (1.0 mmol) de Zn{AcO); en 10 ml de metanol
hasta fa disolucion completa; se agregaron 250 mg (1.0 mmol) de perezona y se agité por 15
minutos. Se disolvieron 0.15 ml (1.2 mmol) de (R)-metitbencilamina en 3 ml de metanot y se
adicion6 por goteo al matraz de reaccion. La evolucién de la reaccidn se siguid por CCF en
silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (80:20), s¢ observé un producto principal de
color azul-morado. Cuando la CCF en silice mostrd que 1a perezona reaccioné totalmente, se
evapord el metanol y el residuo se lavd con una solucion de HCI al 2%, se realizé una
extraccién con CH;Cly, se secd con NapSO, anhidro y se concentrd. La mezcla de reaccidn se
purifico por cromatografia en columna utilizando 75 g de silice y se eluyd con una mezcla de
hexano-AcQEt (95:5). Se obtuvieron 294 mg de V con un 80% de rendimiento. E producto
resutante V es de color azul-morado con punto de fusién de 71-73 OC.

v 1H RMN (ppm) 8.1 (2%, tH), 7.39-7.20 (m, 5H), 6.71 {al, 1H), 5.16 (m, 1H}), 5.10 (m, 1H),
3.01 (m, 1H), £.93 (s, 3H), 1.88-1.75 {m, 4H}, 1.67 (s, 3H), 1.59 (d, 3H), .56
(s, 3H}, 1.20 (d, 3H}

13C AN (ppm) 183.2, 180.4, 154.1, 145.3, 144.1, 131.3, 129.1, 127.6, 125.2, 124.6, 118.1,
' 102.2, 53.6, 34.1, 20.4, 26.6, 25.7, 25.2, 18.3, 17.6, 9.7

IR (cm") 3411, 3311, 2968, 2931, 1643, 1575, 1521, 1406, 1377, 1286, 1089
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EM (m/z, %Int) 367 (55) M*, 352 (5), 262 (85), 244 (5), 220 (10), 207 (8), 180 {68), 154 (11),
105 (100)

UV-VIS (nm, abs) 318 (0.71), 264 (0.29), 200 (1.44)

3.3 DERIVADOS CON MERCAPTANOS.

OBTENCION DF VI.

Se agit6 a temperatura ambiente 146 mg (0.4 mmol) de Zn(AcO); en 10 ml de metanol
hasta }a disolucion completa, se agregaron 200 mg (0.8 mmol) de perezona y se agitd por 15
minutos. Se adicion6 por goteo 0.1 m] de tiofenol disueltos en 5 ml de metanol. La evolucion de
la reaecién se siguio por CCF en silice eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (85:15), por
medio de Iuz UV se observo un producto incoloro, que posteriormente por oxidacion con aire
tomé una coloracién amarillo-oscuro. Cuando la CCF en silice mostré que la perezona
reacciond totalmente, se evaporé el metanol, el residuo se disolvio en acetato de etilo y se lavd
con agua varias veces, al final la fase organica se secd con Nay$O4 anhidro y se concentré. La
mezcla de reaccidn se purificé por cromatografia en columna utilizando 50 g de silice y se eluyd
con una mezcla de hexano-AcOEt {99:1). Se obtuvieron 228 mg de VI con un 80% de
rendimiento. El producto resultante VI es de color rojo-amaritlo de consistencia aceitosa.

vi 'HEMN(ppm) - 7.22-7.35 (m, 5H), 7.13 (2P, 1H), 5.02 (t, 1H), 3.01 (m, 1H), 2.98 (s, 3H),
1.891.74 (m, 4H), 1.63 (s, 3H), 1.52 (s, 3H), 1.15 (d, 3H)

I3C RMN (ppm) 182.5, 182.1, 150.9, 147.0, 140.4, 134.0, 131.4, 130.8, 129.2, 127.5, 125.5,
| 1244, 34.1, 30.1, 26.6, 25.6, 18.2, 17.6, 14.1

IR{cm'Y) 3376, 3059, 2964, 2928, 1764, 1641, 1579, 1390, 1296, 1262

EM (m/z, %Int) 356 (65) M, 341 (5}, 314 (10), 239 (10}, 274 (100)

LV-VIS {nm, abs} 206 {1.03), 315 (0.87), 248 (1.45), 358 {0.12),
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OBTENCION DE VH.

HS-CH2CH2-SH

Vil

Se agitd a temperatura ambiente 148 mg (0.8 mmol) de Zn{Ac(O); en 10 ml de metanol
hasta la disolucion conipleta, se agregaron 200 mg (0.8 mmol} de perezona y se agito por 15
minutos. Se adiciond por goteo 0.07 ml de 1.2-etanoditiol disueltos en 2 ml de metanol, La
cvolucion de ia reaccion se sigui6 por CCF en silice eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt
(90:19), se observé um producto de color rojo. Cuando 1a CCF en silice mostré que la perczona
reacciond totalmente, se evapord el metanol, el residuo se disolvié en acetato de etilo y se lavo
con agua varias veces, al final la fase orgénica se secd con NaySO4 anhidro y se concentrd, La
mezcla de reaccion se purifico por cromatografia en columna utilizando 60 g de silice y se eluyé
con una mezcla de hexano-AcOEt (93:7). Se obruvieron 375 mg de VI con un 80% de

rendimiento. E} producto resultante VIl es de color rojo-amarillo con punto de fusién 88-90
oC.

Vil THRMN(ppm) - 7.14 (sP, 1H}, 5.06 {1, 1H), 3.38 (m, 2H), 2.05 (m, 1H), 2.18 {s, 3H), 1.96-
1.72 (m, 4H), 1.84 (s, 6H), 1.53 (s, 6H), 1.19 (0, 6H)

13C RMN {ppm) 183.0, 180.7, 150.8, 146.9, 138.9, 131.5, 125.5, 124.4, 35.3, 34.1, 30.1,
26.7,25.7, 18.2, 17.6, 13.7

IR {cm-1) 3365, 2063, 2924, 1625, 1374, 1266
EM (miz, %inl) 586 (100) M*, 308 (25), 279 (34), 225 (33), 198 (39), 109 (23)

UV-VIS (nm, abs) 219 (2.5), 252.6 (1.05), 271 {1.62), 350 (1.81)

3.4 DERIVADOS CON AMINAS BIFUNCIONALES.

ORTENCION BE VIIL

oH E

HyN-CHy-CH,-NH,

Se agitd a temperatura ambiente 297 mg (3.6 mmol) de acetato de sodio en 20 ml de
solucion agua-metanol (50:50) hasta la disolucién completa. Se agregé 0.1 ml (2.4 mmol) de
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etilendiamina y se agit6 25 minutos. Se disolvieron 300 mg (1.2 mmot) de perezona en 15 mi de
metanol y se adicioné por goteo al matraz de reaccion. La evolucion de la reaccion se siguid por
CCF en silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOFEt (50:50): se observd un producto
principal muy pelar de color negro. Cuando la CCF mostré el consumo de perczona, se
evapord el metanol y el residuo se tavd con una solucidn de HCI al 2%, se realizd una
extraccion con CHiCly, se secd con NapS(O; anhidro v se concentrd. La mezcla de reaccion se
purificé por cromatografia er columna utilizando 80 g de silice y se eluyéd con una mezcla de
CH;,C1;-CH30H (90:10). Se obtuvieron 207 mg de VI con un 60% de rendimiento. El
producto resuitante VIII tiene consistencia aceitosa.

Vil TH AMN (porm) 5.09 {t, tH), 3.25-3.9 (a, 4H}, 3.0(a, 1H), 1.84 (s, 3H), 1.89 (a, 4H), 1.65 (s,
) 3H}, 1.54 9s, 3H), 1,20 (d, 3H)

3¢ AMN (pp) 125.0, 34.2, 29.3, 26.7, 25.7, 18.4, 176
IR (cm™ 1y 3267, 2964, 2977, 1549, 1417, 1346, 1249

EM (miz, %int) 288 (100) M*, 278 (16), 273 910), 245 (24), 231 918), 217 (24), 206 (96}, 179
(20},

UV-VIS (nm, abs) 226 (0.65), 273 {0.20), 357 (0.55)

OBTENCION PE IX Y X.

OH

onng

Se agito a temperatura ambienté 295 mg (1.6 mmol) de Zn(AcO); en 15 ml de metanol
hasta la disolucion completa, se agregaron 400 mg (1.6 mmol) de perezona y se agité por 20
minutos. Se disolvieron 180 mg (1.7 mmol) de o-fenilendiamina en 15 ml de metanol y se
adiciond por goteo al matraz de reaccién. La evolucién de la reaccion se signio por CCF en
silice, eluyendo con una mezcla de CH,Cly-CH30H (95:5); se observé un producto principal
de color rojo. Cuando la CCF en silice mostr6 que la perezona reacciono totalmente, se evapord
el metanol y el residuo se tavo con una sofucidn de HCl al 2%, se realizé una extraccion con
CH;Cl, se secd con NayS04 anhidro y se concentrd. La mezcla de reaccién se recristalizo en
una mezcla de acetona-hexano (25:75). Se obtuvieron 457 mg de 1X con un 85% de
rendimiento. Ef producto resultante [X es de color rojo con punto de fusién 225-227 0C.
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[} 4 14 RMN (ppm} No se tiene buena resolucién, las senales son indefinidas.

- 3¢ RMN (ppm) 130.0, 128.7, 128.7, 128.7, 124.9, 40.3, 40.0, 39.8, 39.5, 39.2, 38.9, 38.6,
34.3, 29.1, 26.3, 25.4, 19.0, 17.1

REeml) 3734, 3246, 3155, 3080, 2023, 2856, 1618, 1544, 1508, 1460, 1394, 1242
EM (miz, %Inl) 336 {33) M*, 267 (21), 254 (100), 239 (21}, 227 (05)

UV-VIS (am, abs) 257 (1.81), 272 {1.59), 284 (1.90), 318 (0.09), 396 (0.98), 449 (0.22), 510
{0.33)

OBTENCION DE X.

Se agité a temperatura ambiente 100 mg (0.3 mmol) de IX en 15 ml de acetona hasta la
disolucion completa, s¢ agregaron 250 mg (1.8 mmol) de K,CO; y se agitd por 20 minutos. Se
catentd a reflujo y se agregd 0.1 mi de (CH;);80,. La evolucion de la reaccion se siguid por
CCF enssilice, efuyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (80:20); 1a solucion anteriormente de
color rojo se torna amarilla. Cuando la CCF en silice mostr la desaparicion de IX, se evapord
la acetona y ¢l residuo se lavo con una solucién de NH,OH al 2%, se realizé una extraccion con
CH)Cly, se secd con Na;SQy anhidro y se concentrd, La mezcla de reaccion se purificé por
cromatografia en colurmna utitizando 75 g de silice y se eluyd con una mezcla de acetona-hexano
(95:5). Se obtuvieron 98 mg de X con un 90% de rendimiento. Et producto resultante X es de
color amarillo dz consistencia aceitosa,

X 14 RMN (ppm) 8.20 {m, 2H), 7.74 {m, 2H), 5.12 {1, 1H), 4.00 (s, 3H}, 3.97 (5, 3H}, 2.79 (s,
3H), 2.23, 1.98 (m, 2H), 1.57, 1.84 {m, 2H), 1.59 {s, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.39
(s, 3H)

136 AMN (ppm) 154.3, 142.0, 141.9, 141,4, 133.3, 130.9, 129.8, 129.4, 120.2, 120.0, 125.9,
125.1, 61.1, 80.6, 36.2, 31.1, 27.1, 25.6, 20.5, 17.5, 10.1

IR (em 1) 2961, 2930, 2856; 1728, 1450, 1402, 1309

EM(m/z, %int 364 (55) M, 349 (10, 333 (65), 307 (5). 205 (74), 262 (100), 267 (89), 253
(30}, 237 (20), 223 (10)

UV-VIS (nm, abs) 210 (0.B5), 236 (0.51), 261 §2.36), 369 (0.43)
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Tabla 2. Asipuacién medinnte concctividades directas e indirectas para X

13¢C 5 (ppm) HMAC (5 munip.) HMBC cOSY
1 142.0 {5)
2 1333 (5} H(1.57)
3 154.3 (5) H (4.00)
4 154.3 (s) H(2.79)
5 125.9 (s} H{2.79)
& 141.9 (s) H (2.79)
7 10.1 (q) 2.79(s)
8 A -
9 20.5{g) 1.57 (d)
10 362 223(m} ]1.99(m} H{1.571, H {1.99) H (1.84)
14 2714 1.97(m) | 1.84(m) H (1.59), H{1.39} H (1.99)
1z 125.1 () 5.12.4) H (1.59), H (1.39) H(1.99), H (1.84)
13 130.8 {s) H {1.59), H (1.39)
14 256(q) 1.59 (5) H(1.39), H (5.12)
15 12.5 (q} 1.39(3) H{1.59), H (5.12)
16 141.4 {s) H(8.20), H (7.74)
17 129:8 (d) 8.20 (m) H(7.74) H{7.74)
18 129.2 (d) 7.74 (m) H{8.20) H (8.20)
19 129.0(d) 774 (m) H (8.20} H (8.20)
20 129.4 (d) 820 (m) H (7.74) H(7.74)
2 141.4 (s) H {8.20), H{7.74)
22 61.1{q} 3.97 (s)
23 0.6 (q) 400 (5)
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4.6 DERFVADOS CON AMINOMERCAPTANOS.

OBTENCION DE XI Y XH,

oH

Se agité a temperatura ambiente 150 mg (1.3 mmol) de 2-aminoetanotiol (como
clothidrato) en 15 ml de solucion al 5% de bicarbonato de sodio en agna-metanol (50:50) hasta
ta disolucién completa. Se disolvieron 300 mg (!.2 mmol) de perezona en 15 ml de metanol y
se adiciond por goteo al matraz de reaccién. La evolucién de la reaccion se siguié por CCF en
silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (75:25); se observé dos productos
principales, ¢l menos polar de color verde-amarillo XTI y el més polar morado XH. Cuando la
CCF en silice mostrd que la perezona reacciond totalmente, se evaporé ¢} metanol y el residuo-
se lavd con una solucidn de HCI al 2%, se realizd una extraccion con CH>Cly, se seco con '
Na,804 anhidro y se concentrd. La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia en
columna utilizando 80 g de silice y se eluyé una banda verde-amarilla con una mezcla de
hexano-AcOFEt (75:25), y 1a morada con una mezcla (50:50). Se obtuvieron 108 mg de X1y 183
g de X1 con un 30% y 50% de rendimiento respectivamente. El producto resultante X1 tiene
consistencia solida {se descompone rapidamente para formar X} y el productao XII de
aceitosa.

xi TH RMN {ppri) 693 (a, 1H), 5.08 (a, 1H), 4.23 (m,2H), 2.36 (m, 1H), 2.79 (1, 2H), 1.97 (s,
3H), 1.63 (s, 3H), 1.52 (s, 3H}, 1.20 (¢, aH)}

in em ) 1363, 2850, 1645, 1614, 1409, 1280, 1036

EM (m/z, %inty 305 (100} M*, 280 {10), 262 (19), 248 (27), 223 960), 208 (37), 195 (15), 190
(19

UV-VIS (nm, abs) 207 (0.81), 290 (0.23). 327 (0.43)

Xi TH AMN (ppm) 8.28 {d, 1H), 8.12 (a0, 1H), 7.32 (d. 1H), 5.08 (¢, 1H), 3.96 (m, 12H), 2.24 (s,
3H), 2.07 (m, 1H), 1.88 (m, 2H), 1.72 (m, TH), 1.61 {5, 3H), 1.44 (8, 3H), 1.35
(d. 3H)
iR {cm Ty 3315, 2064, 2927, 2869, 1577, 1514, 1425, 1390, 1325, 1296.

EM {m/z, %lnt) 303 (100) M*, 288 {07), 246 (15), 233 (14), 221 (B3], 202 910), 168 (12}
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UV-VIS {nm, abs) 207 (1.30), 224 (0.95), 242 (1.37), 300 (0.36), 318 (0.55), 345 (0.12), 428

(0.59)

GBTENCION DE X{il,

paii}

Se agité a temperatura ambiente 297 mg (3.6 mmol) de acetato de sodio en 15 mt de
solucion agua-metanol (50:50) hasta la disotucion completa. Se agregd (.26 ml (2.4 mmol) de 2-
aminotiofenol y se agitd 25 minutos. Se disolvieron 300 mg (1.2 mmol) de perezona en 15 mi
de metanol y se adiciond por goteo al matraz de reaccion. La evolucidn de la reaccién se siguié
por CCF en silice, eJuyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (95:5); se observé una mezcla
de 2 productos principales poco polares de color rojo, uno de ellos correspondid a perezona,
Después de 24 horas de agitacion la CCF en silice mostré que la perezona no reacciond
totaimente, se adiciond 0.5 rt de solucion de metilamina al 40% y se agitd 24 horas mas. La~

+ CCF mostro la formacion de dos productos y el consumo de perezona. Se evapord el metanol
y el residuo se favé con una solucion de HCl al 2%, se realizd una extraccion con CH,Cly, se
secd con Nay8Oy, anhidro y se concentrd. La mezcia de reaccion se purifico por cromatografia
en columna utilizando 80 g de silice y se eluyd una banda roja con una mezcla de hexano-
AcOEt (95:5), y la morada con una mezcla (80:20) la dltima correspondié identica a KI¥ . Se
obtuvieron 296 mg de XIII con un 70% de rendimiento, El producto resultante XIII tiene punto
de fusion 184-185 OC,

Xt H RMN (ppm} 7.99 (dd, 1H), 7.72 (a, 1H), 7.80 {m, 1H), 7.53 {m. 1H), 7.46 (m, 1H), 5.12
(m, TH), 4.03 {m, 1H), 2.22 (s, 3H), 2.13 {m, 1H), 1.94 (m, 2H), 1.78(m, 1H),
1.61 s, 3H), 1.45 (s. 3H}, 1.41 (d, 3H)

e RMN(p;I’n). 1756, 150.5, 145.5, 138.9, 133.4, 131.8, 131.0, 120.1, 127.7, 126.2, 125.}
124.8, 123.0, 1225, 34.7_ 304, 26.8, 25.7, 18.8, 17.5, 12.1

IR (cm"‘) - 3356, 2084, 2929, 1595, 1583, 1442, 1415, 1323, 1307, 1099
EM {m/z, %Int 353 (100) M*, 338 (5). 310 (5). 296 (8), 271 (63), 256 (10}, 244 (10), 224 {10}

UV-VIS (nm, abs) 206 (0.77), 223 (0.55), 258 (0.88), 415 (0.56)
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Tabla 3. Asignacién mediante conectividades directas e indirectas para XEH

3¢ 3 {ppm) HMAc (5, multip.) HMBC cosy
1 145.5 {5} :
2 1262 (s) - H{1.41), H {7.72)
3 150.5 {s) H{7.72),
q 175.6 (s) H(2.22), H (7.72)
5 122.5 (5) H (2.22)
6 191.8 (5) H{2.22)
7 2.1() 2.22 (s) '
8 30.4 (d) 4.03 () H 1.41}, H(1.41),
9 18.8(q) 1.41 {d)
10 34.7 (1) 213 m) |1.78(m) H (1.41), geminal, H (1.94)
11 26.8 (1) 1.94 {m) H{1.78)
12 125.1 {d) 5.12 (%) H (1.61), H (1.65) H{1.94),
13 131.0{s) H (1.45), H (1.61)
14 25.7 {g) 1.61 (s) H (1.45), H (5.12)
15 17.5(q) 1.45 (s} H (1,61}, H (5.12)
16 123.0 {s) H (7.46), H (7.99)
17 1248(d) 7.60 (d) H (7.46) H (7.53), H (7.46)
18 129.1 {d} 7.46 (1) H {7.98} H (7.99), H (7.60), H (7.53)
19 127.7 {d) 7.53 (1) H (7.80) H (7.99), H (7.60), H (7.46)
20 133.4 (d) 7.99 (d) H (7.53) H {7.46), H (7.53)
21 138.9 (s) H (7.60), H {7.53)
OH 7.72 (a%)
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4.7 DERIVADOS CON AMINOACIDOS.

OBTENCION DE X1V Y XV

oH ¥

[
I
nng]

HO,

o]
oo H2HO

T

COOCH,

XtV xv

Se agitd a temperatura ambiente 369 mg (2 mmol) de {AcO)3Zn en 15 ml de metanol
hasta Ja disolucion completa, s¢ agregaron 253 mg (2 mmot) de éster metilico de glicina (como
clorhidrato) y se agit por 15 minutos. Se disolvieron 500 mg (2 mmol} de perezona en 15 ml
de metanol y se adicioné por goted al matraz de reaccion. La evolucitn de a reaccidn se siguid
por CCF en silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (50:50); el revelado con iodo .
muestra dos productos principales . Cuando la CCF en silice mostr6 que la perezona reaccioné
totalmente, se evaporé el metanol y el residuo se lavé con una solucion de HCH al 2%, se
realiz una extraccion con CH,Cly, se secéd con Na; SOy anhidro ¥ se concentrd. La mezcla de
reaccion se purificd por cromatografia en columna utilizando 100 g de silice y se eluyé con una
mezcla de hexano-AcOFEt (70:30). Se obtuvieron 266 mg de XIV y 348 mg de XV con un 40 y
30% de rendimiento respectivamente. Los productos resultantes XIV y XV son de color café
cfaro con punto de fusion § {8 -120 y 72.74 OC respectivamente.

X H RMN (pp) 6.15 (a0, 1H), 5.85 (a0, 1H), 5.10 (1, 1H), 4.01 (s, 3H), 3.34 (m, TH), 2.49 (s,
: 3H}, 2.00, 1.79 (m. 2H), 1.89 (m, 2H), 1,65 (s, 3H), 1.44 {s. 3H), 1.38 (d, 2H)

YC AMN {ppm} 157.0, 151.0, 144.8, 144.0, 140.9, 133.3, 132.2, 124.5, 114.2, 1136, 533,
35.3, 30.5, 26.3, 25.6, 19.6, 17.5, 10.1

IR {em- 1y 3599, 3339, 2968, 2931, 1741, 1641, 1541, 1438, 1273
EM (miz, %Int) 333 (45) M*, 263 (25), 250 (100)

UV-VLS (nm, abs) 209 (2.56), 238 (0.35), 252 (0.45), 266 (0.27), 329 (1.81)

XV TH AMN {ppm) 6.58 {al, 1H), 5.62 (a0, 2H), 5.09 (1, 1H), 5.06 {, 1H). 3.82 (s, 3Hj), 3.24 {m,
TH), 2.95 (m, H), 2.48 (s, 3H), 1.95 (5, 3H), 1.93-1.81 {m, 6H), 1.68 {m, 2H),
1.64 (s, 6H), 1.52 (s, 3H), 1.43 (5, 3H), 1.35 (d, 3H), 1.26 (d, 3H)
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13C 8MN (ppm)

IR femh

EM {m/z, %int)

UV-VIS {nrm, abs)

158.7, 154.6, 147.6, 143.4, 142.5, 140.6, 140.1, 139.8, 133, 4, 132, 3,

-131.,5,125.1, 124, 6, 124. 6, 1241, 114.2, 112, 9, 111.9,55.6, 35.6, 34. 6,
31.2, 304, 20.7, 26.6, 26.3, 25.7, 19.7, 18.2, 17.6, 13.3, 101

3602, 3541, 3427, 2966, 2029, 1762, 1620, 1448, 1377, 1270

{11), 356 (15), 256 (11}, 242 (1 5)

209 (1.95), 259 (0.48), 306 (0.83)

581 (67) M*, 531 (15), 523 (20), 505 (54), 492 (100), 462 (35), 440 (29), 368

H,CO
18

xw

Tabla 4, Asignaciin mediante conectividades directas e indirectas pare XIV

13¢C a (ppm) HMQGC (& , muitip.) HMBC GOSY
1 144.0(s)
2 114,2 (5} H(2.49), H (1.79)
3 144.8 (s} H {3.34)
4 140.9 (5) H {2.49)
5 113.6 {s) H (2.49)
6 133.3 (s} H (2.49)
7 10.1 (g} 2.49 {s)
8 30.5 (d) 334 (m H(1.42) H (1.42), H{1.79)
g 19.6 (95 1.42 {d) H (3.34) H(3.34)
10 35.3.(1 200 (m) 1.79(m) H(1.42) Geminal
1t 26.3 (1 1.89 (m) H(1.79)
12 124.5 (d) 5.10 (1 H {1.65), H (1.44) H{1.89)
13 132.2 (s} . H(1.65), H (1.44)
14 1256 {q) 1.65 (s} H (1.44)
i5 17.5 (g) 1.44 s} H{4.01)
16 151.0 (s)
17 157.0 (s} ) H{4.01)
18 533 (q) 4.01 {s)
OH 6.15 (aly
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OBTENCION BE XVI.

NHz HC!
* HiCO

Se agitd a temperatura ambiente 369 mg (2 mmot) de (AcO),Zn en 15 ml de metanol

hasta la disefucién completa, se agregaron 406 mg (2 mmol) de éster metilico de S-(L)-

fenilglicina (como clorhidrato) y se agité por 20 minutos. Se disolvieron 500 mg (2 mmol) de

perezona en 15 ml de metanol y se adiciond por goteo al matraz de reaccion. La evolucién de la

reaccion se siguié por CCF en silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt {75:25); se

observé un producte principal de color azul-morado, posteriormente desaparecié formandose

otra de color amarillo. Cuando la CCF en silice mostrd que la perezona reacciond totalmente, se

“evaporo el metanol v el residuo se 1avé con una solucién de HCI at 2%, se realizd una
extraccién con CH;Cly, se secé con NapSO, anhidro v se concentrd. La mezcla de teaccion se
purifico por cromatografia en columna wtilizando 100 g de silice y se eluyd con una mezcla de

hexano-AcOEt (85:15). Se obtuvieron 568 mg de XVI con un 75% de rendlmlento El producto

~ tesubante X V1 ¢s de color amarillo con punto de fusion $42-143 OC.

Xvi ‘H am(pm) 8.38 (m, 2H), 7.48 {m, 3H), 6.13 (a®, TH),'5.45(a¥, 1H), 5.20 (1, 1H), 3.48 {m,
1H),2.58 (s, 3H), 2.05, 1.78 (m, 2H), 1.91 (m, 2H), 1.65 (s, 3M), 1.46 (s, 3H),
143 (d, 3H)

BCRMN(poM) 1530, 146.4, 1449, 1415, 139.2, 135.0, 132.0, 1305, 129.0, 128.3, 124.6,
124.5,119.9, 116.7, 34.7, 29.5, 26.6, 25.7, 19.1, 17.6, 9.7

IR e h 3691, 3600, 3529, 2968, 2929, 1730, 1622, 14465, 1276

EM {m/z, %int} 379 (84) MY, 351 {25), 296 (16}, 268 (100), 241 (10), 236 (8)

UV-VIS {nm, abs) 207 (1.45) 305 {0.1), 401 (0.67)
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T1bla 5. Asignacin mediante conectividades directas e indirectas para XYI

13c & (opmj | HMQC 5. muitip.) HMBC Cosy
1 1415 (5} ' - [H(3.48)
2 1167 (s) H(1.41), H (6.13), H (3.48)
3 146.4 (8) H (6.13), H (5.45), H(3.48)
4 139.2 (s) H {2.58), H (5.45), H (6.13)
5 119.9 (s} H {2.58), H (5.45)
[ 124 6 {5) : H {2.58)
7 9.7 () 2.58 (s}
8 205  }348(m) H{1.91), H (2.05) H (2.05), H (1.78}, H (1.41)
9 19.1{q) {14109 |H@48) H (3.48)
10 34.7(1) 205¢m) | 1.78 (m) H{1.910 geminal, H {1.91)
1 266 (1) 1.91 {m}). H {2,050 H {5.20)
12 124.6(d} |520 H{1.91), B{1.65), M {1.46) | H{1.9%)
13 132,0(s) - H (1.91), H (1.65), H {1.46)
14 287 () 1.65 (s) H(5.20)
15 126(q) | 1.46(s) H (5.20)
16 1449 (s} . H (8.35),
17 135.0 (s} | . H (7.48), H {8.38)
16 120.0 {d)" | 838 {m) H (7.48), H (8.38) H (7.48)
19 128.3{d) | 7.48{m) H (7.48), H {8.38) H {8.38)
20 130.5 (a) | 7.48{m) H (8,38 H (8.38)
21 128.3(d) |7.48(m) H (748}, H (8.38} H (8.38)
22 129.0(0) |8.39{m) H (7.48), H (8.38] H (7.48)
23 153.0 {3) . :
OH 5.45 (aP)
OH 6:13 {a®}
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OBTENCION DE XV

N
COOCH;

XVII

Se agitd a temperatura ambiente 366 mg (2 mmol) de {Ac0),Cu en 15 ml de metano)
hasta fa disolucién completa, se agregaron 281 mg (2 mmol) del éster metilico de S-(L)-alanina
{como clorhidrato) y se agitd por 20 minutos. Se disolvieron 500 mg (2 mmol) de perezona en
15 ml de metano! y se adiciond por goteo al matraz de reaccién. La evolucion de Ia reaccidn se
siguié por CCF en silice, eluyendo con una mezela de hexano-AcOEt (80:20). Cuando la CCF
en silice mostrd que la perezona reacciond totalmente, se evapord el metanol y el residuo se
lavé con una solucion de HC al 2%, se realizé una extraccion con CH;Cl, se secd con NayS0,
anhidro y se conceniré. La mezcla de reaccion se purificod por cromatografia en columna
utilizando 100 g de silice y se eluyé con Hexano-AcOEt {95:5). Se obtuvieron 555 mg de XVII
con un 80% de rendimiento. El producto resultante XVII es de color amarillo de conisistencia

aceitosa.

Xvi THAMN(pom)  7.67 (aC, 1H), 5,06 {t, 1H), 3.77 {s. 3H). 3.00 (m, 1K), 2.15 (s, 3H), 1.91 (m,
2H), 1.89 (5, 3H), 1.77 (m, 1H), 1.64 (s, 3H), 1.55 (m, 1H). 1.53 (s, 3H), 1.19
(@ 3H)

13C AMN (ppm) 181.6, 166.5, 180.9, 160.5, 150.8, 131.4, 124.2, 114.2, 113.1, 106.9, 53.5,
34.3.29.2,26.3, 256, 21.8, 18.6, 17,5, 8.8

iR (em™1) 3684, 3358, 2069, 2929, 1753, 1644, 1628, 1524, 1437

EM {m/z, %int} 347 (33) M, 288 (100). 265 905), 246 (09). 206 {80),

UV-VIS (hm, abs) 204 (0.61), 314 (0.72)
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Tabla 6. Asignacién mediante conectividades directss ¢ indirectas para XV

13C 5 (ppm) HMQC {5, muitip.) HMBC cosyY
1 160.5 (s) H {3.00)
2 114.2 [s) H {1.19), H (3.00)
3 181.6 (s) H (3.00), H (7.67)
4 150.8 (s) . H (2.15), H (7.67)
5 106.9 {5) H{2.15), H (7.67)
8 160.9 (s) H{2.15)
7 88(q 2150
8 292(d) -}3.00(m) H(1.19) H(1.19). H (1.77), H (1.55)
9 186{q) {1.19(d) + (3.00)
10 - 3434 fLr7(m 1.55 {m}) H(t.19) . { vicinal, H{1.91), H {3.00}
11 26.3() 1.91 {m) H (5.06) H (1.77), H (1.55), H [5.06)
12 1242¢0) Js06qy : H{1.53), H (1.64) H(1.91)
13 1914 (s} - o H (1.53), H {1.64)
14 256(q) - | 1.84(s) H (1.53), H (5.06)
15 176 (q) 153 {5} ' _ H (1.64), H (5.06)
16 113.1 (8) - H (1.89)
17 J218(q |1.89(s) )
18 166.5 (8} _ H{3.77), H(1.89)
19 535() }3.77¢s) ‘
OH ") 767 &%)

OBTENCION DE XVHIL..

H o
e e, o8
0‘(0‘3“3

8]
oo

‘ Xvin

Se agitd a temperatura ambiente 366 mg (2 mmol) de (Ac0);Cu en |5 mi de metanol
hasta la disofucion completa, se agregaron 333 mg (2 mmol) del éster metilico de L- prolina
(como clorhidrato) y se agité por 20 minutos. S¢ disblvieron 500 mg (2 mmol) de perezona en
1S mide metahol y se adiciond por goteo al matraz de reaccién. La evolucion de 1a reaccion se
siguio por CCF en silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcOEt (50:50); en las primeras §
horas de reaccién se observaron tres productos principales de color azul-morado,
posteriormente 2 las 24 horas se consumieron los dos menos polares aumentando la
concentracidn dei mas polar de los tres. Cuando la CCF en silice mostré que la perezona
reacciond totalmente, se evaporé el metanol y el residuo se lavé con una solucién de HCI al
2%, se realizé una extraccién con CH,Cly, se secé con Na,80; anhidro y se concentro. La
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mezcla de reaccion se prepurificé por cromatografia en columna utilizando 100 g de silice y se
eluyd con una mezcla de hexano- AcOEt (70:30). Se realizd una segunda purificacion eluyendo
con una mezcla de metanol-diclorometano (2:98). Se obtuvieron 522 mg de XVIH con un 70%
de rendimiento. El produicto resultante XVEII es de color rojo oscuro de consistencia aceitosa y
presenta descomposicidn. :

Xviit 'HAMN (pom) 567 (, 1H), 3.80 (s, TH), 3.83 (s, 3H), 3.55 {m, 1H), 2.98 (m, IH), 2.85 (m, 1H),
2.38 {m, 1hH}, 2.31 (m, 1H), 2,05 {m, tH), 1.97 {m, 3H}, 1.93 {s, 3H), 1.90 {r5,
2H), 1.78 (m, tH), 1.50 (m, 1H), 1.64 (s, 3H), 1.54 (s, 3H), 1.16 (d, 3H). 1.11 (9,
3H) ' '

BCRMN (ppm)  178.3, 176.18, 167.7, 162.4, 150., 131.3, 124.5, 118.2, 109.4, 107.5, 53.4,
514, 34.3, 32.6, 29.7, 26.5, 26.0, 25.6, 18.6, 17.6, 9.6

IR cmy 2960, 2929, 1752, 1620, 1438, 1389

EM (mVz. %Int} 373 (67) M*, 345 {10), 330 {5), 324 9100), 302 {30), 286 (370, 262 {20), 232
(60), 204 (18)

LV-VIS (om, 207 (1.86), 280 (0.25), 338 (1.36), 402 (0.1), 465 (0.19).
Abg)

N
a0
16 d:(%‘f““ Xvil

Tabln 7. Asignactén mediante tonectividades directas ¢ indirectas para XVIH

13C 5 {ppm) HMQC {5, muitip.) HMBC cOosy
1 162.4 () : . H (2.98)
2 118.24s) H (2.96), H(1.16)
3 178.2 (s} H (2.98)
4 178.3 (s) ) H(1.97)
5 109.4 (3) H (1.97%)
[ 150.1 (s) : H{t.gn
7 9.6 {q 1.97 {5}
8 29.7 (d) 2.98 (m) H (1.16), H (1.90) H (1.50), H (1.78), H (1.16)
9 18.8 (q) 1.16 (d) H (2.98) H (2.98)
10 343 (1) 1.78 (m) 1.50 {m) H {2.98), H (1.16) H (2.98}, H (1.90)
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11 26.5 (1} 1.00 {m} H {5.07) H (5.07), H (1.78)
12 124.5 {d} 5.07 (1) H (1.64, H (1.54} H {1.90)
13 131.3 (s} H(1.64, H (1.54)
14 256 (q) 1.64 (s) H (1.54), H (5.07}
15 17.6 (g} 1.54 (s) H {1.64), H (5.07)
16 istay 3.80 {m) 3.55 {m) H {2.85), H (2.05) geminaf, H (2,38}
17 26.0{t) 1238 (m) 2.3 (m) H (2.050, H (3.55) H (2.05)
18 326 () 2.85 (m) 2.05 (m) H (3.55) geminal, H {2.38),
19 107.5 (s) H (2.05)
20 167,7 {%) R H{3.830
21 53.4 (q) 3.83(s) ]
OBTENCION DE XIX.
m .

.o
o NH,.HCI
+H£Hzco)j‘ e e 8
HS .

Se agité a temperatura ambiente 165 mg (2 mmol) de AcONa en 15 mi de metanol hasta
la disolucién completa, se agregaron 374 mg (2 mmot) det éster etilico de (L) cisteina {como
clorhidrato) y se agito por 20 minutos. Se disolvieron 500 mg (2 mmol} de perezona en 15 mi
de mefanol y se adicioné por goteo al matraz de reaccién. La evolucién de la reaccién se siguio
por CCF e silice, eluyendo con una mezcla de hexano-AcGEt (80:20), se observé un producte
de color rojo. Cuando la CCF en silice mostro que 1a perezona reacciond totaimente, se evapord
¢l metanol y ¢l residue se lavo con una solucién de HCH al 2%, se realizé una extraccién con
CH,Cly, se seco con'Nay SO, anhidro y se concentré. La mezela de reaccién se purificd por
cromatografia en columna utilizando 80 g de silice y se cluyd con Hexano-AcOEt (90:10). Se
obtuvieron 225 mg de XIX con un 30% de rendimiento. El producto resultante XIX es de color
rojo de consistencia ateitosa y prescnta descomposicion.

XIX THRMN (;ipm) 8.33 (s, 1H). 8.05 (a0, 1H), 5.10 (1, 1H), 4.44 (q, 2H), 3.95 (a, 1H), 2.26 (s, 3H).
' 220 (m, tH), 1.93 (m, 1H), .82 (m,2K), 1.60 (s, 3H), 1,44 (t, 3H), 1.15 (d, 3H).

IR (oY) - 3435, 2063, 2926, 1713, 1559, 1443, 1277, 1214
EM (2, %int). 377 (100) M*, 349 (07), 293 (57), 265 (13), 220 (29), 202 (08)

UV‘-WS (nxﬁ.'abs) 212 (2.5), 256 {1.08). 269 (1.4), 290 (0.44), 307 {0.58), 331 90.37), 384 {0.59}
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CAPITULO V.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura existen muchos informes de derivados de quinonas$? con aminas Yy
mercaptanos. Sin embargo, dentro de la revisién bibliografica no se encontraron informes de
aminoderivados de perezona. Los estudios encontrados estén enfocados, primeramente, hacia
su elucidacion estructural; y otros, para conocer parte de su interesante reactividad quimica.
Este traBajo pretende ampliar fa qﬁimica de la perezona, cn el cual se encontrd diferentes -
propiedades quimicas de éxido-reduccién, la presencia de diferentes formas resonantes del
sistema quinonico que conduce a distinguir dos sistemas de reactividad especificos (figura 1):
un sistema de carbonilo o, B-insaturado (trayectoria a) y un sistema B-dicetonico {trayectoria -
b). .

Cada upo de estos sistemas se puso de manifiesto, de manera individual o conjunta,
durante el estudio sistemético con aminas, mercaptanos y aminoacidos que se realizé en Ia -
presente tesis. La discusién de los resultados se realiza en base a la transformacion cstructuml .
principalmente, del anillo quinoideo; sobre 1z posible ruta mecanistica hacia el producto final y'

en relacién a los datos espectroscopicos que justificaron la estructura propuesta de jos -
derivados obtenidos.

sistema de carbonilo- - sistema de f-dicetona
. f-insaturado

Flgura 1
La reactividad de Perezona frente a diferentes aminas y mercaptanos monofuncionales
(tanto aromdticos como alifdticos) se manifestd por medio del sistema de carbonilo o, B-
insaturado. La formacion de los aminoderivados de perezona se puede entender mediante el
mecanismo propuesto de ta figura 2.

iy

Figura 2

La posicién B del sistema de carbonilos «, B,- insaturado posee una deficiencia

electronica originada por la electroatraccion del grupo carbonilo, lo que origina una adicién
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nucleofilica 1,4-tipo Michael (1a) de la amina o ¢l mercaptano para formar la especie
intermedia via (1), ésta, mediante un proceso de reduccién conduce a un sistema aromatico
(1c), termodmamlcamcnte mis estable que (IB), seguido por un proceso de 6xido-reduccion quc
regenera la quinona inicial {1d).

El proceso de oxidacion puede realizarse mediante la exposicion al aire 0 la adicidn de un
oxidante®® o por la misma quinona. El uso de iones metilicos proporciona mejores resultados
en ta efectividad det proceso de oxidacién incrementando el rendimiento de obtencién de los
productos. El uso de metanol y acetato de zinc o de cobre como medio de reaccién son las
mejores condiciones de reaccidn de acuerdo a la literatura y a lo encontrado experimentalmente
en este trabajo. El uso de iones metalicos y el grupo orto-hidroxicetona oftece la posibilidad de
formacién de complejos de perezona, lo cual aumenta la deficiencia electrénica en el tomo de
carbono de ta posicién B en ¢l sistema de carbonilo o, B- insaturado donde se realiza la adicion
nucleofs lica.

El anillo quinénico muestra un lugar tinico y constante de reactividad hacia las aminas
monofuncionales. Las aminas (por ejemplo, metilamina, anilina y bencilamina) como agentes
nucleofilicos sobre perezona, generan productos de adicion, por ejemplo (II, IVa-IVd y V); en
todos los casos en el espectro de resonancia magnética nuclear de 'H se observa la eliminacion
~ de ta sefial en 6. 48 ppm, que cerresponde al dnico atomo H del anillo quinoideo. Asimismo, el
grupo metilo sie esta anilto cambia si multiplicidad de una sefial doble a una simple. Ademas, la
espectroscopia'inﬁ‘armja muestra bandas entre 1650 y 1640 cm-! que corresponden a sisternas
de carbonilos o, B-insaﬁnmdos, con lo cuat se confirma Ia regeneracién de la quinona en (figura
2.1d).

En el derivado (L) se observa una sefial ancha en 6.45 ppm posiblemente de tipo NH,
€sta desaparece con la adicién de D;0; y una seiial doble en 3.23 ppm que corresponde al
grupo metilo unido a la amina. La espectrometria de masas confirma la condensacion entre la
molécula de perezona y 1a amina. El espectro de masas del derivade {11} indica un producto de
adicion (m/z=277) con formula minima C,sH,;03N. Los derivados de anilinas halogenadas
(IVa-EVd), muestran en sus espectros de masas iones moieculares que corresponden a
productos normates de adicién (formula minima CyH403NX, X=H, Cl, Br, F, I), también sc
observa la composicion isotdpica debida a los atomos de halégeno,

Los derivados (IVa-IVd) presentan una caracteristica semejante, i.-e. el desplazamiento
quimico hacia campo alto (0.4 ppm) del grupo metilo orto a la amina en el anillo quinoideo.
Este cambio de déspfazamiento quimico puede atribuirse at efecto de anisotropia diamagnética
del aniflo aromético de la anilina sobre el grupo metito.

El derivado (V), obtenido a partir de (R)-bencilamina, corresponde a un producto de
adicion (M*, m/iz=367 ) con formula minima Cy3H2903N. En este caso no se observa el efecto
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de anisotropia diamagnética del anillo aromético sobre el grupo metilo, lo que hace suponer que
el anillo aromatico esta alejado del nicleo quinoideo debido a la estereoquirmica del dtomo de
carbono asimétrico de la amina, no fué posible preparar un cristal adecuado de este producto
para estudios de rayos X. Esta posibilidad fué explorada en este tipo de productos dado el
interés por evaluar el efecto anisotropico sobre dicho metilo.

Un caso particular de los derivados de aminas con perezona, es el que se obtienc a partir
de hidroxilamina. El derivado (I) no corresponde a un preducto de adicién normal, la
espectrometria de masas indica una formula minima Ci5H2103N {M*, m/z=263), obteniéndose
un producto que posee un grupo amino libre con pérdida del grupo OH, 1a formacion de}
derivado (F) se puede entender mediante el mecanismo propuesto en ia figura 3.

Figura 3

La adicién de hidroxilamina {(2a) sobre el sistema de carbonilo o—P-insaturado (adicién
1,4-tipe Michael} origina el intermediario {2b) el cual se reduce para formar el sistema
. aromdtico (2¢). La formacion de un entace por puente de hidrogeno interno entre el grupo OH
fenolico y ebdtomo de O de la hidroxilamina origina la formacién de un buen grupo saliente
(2d). La eliminacién de agua conduce a la formacion del intermediatio (2e} que por medio de un
mecanismo de tautomerizacion regenera el sistema de carbonilo a—~PB-insaturado de la quinona,
En este caso la perezona, mediante un equilibrio de tautomerizacion, presenta una caracteristica
de reduccién que no se observa con otro tipe de amina.

* En la literatura se han dado a conocer atgunos métodos #ara obtener aminoguinonas )
simples utilizando a) dcido hidrazeico®, b) azidotrimetilsitano$s, c) nitroquinonas‘“, d)
sulfonamidas aromaticast’?, ‘c) acithidrazidas®®. Muchos de estos métodos no son generales, y
resultan laboriosos y con bajos rendimientos. El uso de hidroxilamina®® con perezona
proporciona la aminoquinena libre (I) por un método simple con attos rendimientos (95%).
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Muchas de las alquil-aminoquinonas se obtienen mediante {2 aminoquinona libre y un
agente alquilante (por ejemplo, un cloruro de 4cido o un halogenuro de alquilo) que utiliza la
propiedad nucicofilia del dtomo de nitrégeno. La aminoquinona (I) reacciona con sulfato de
dimetilo (conio agente alquilante), formandose (II) ¢l éter metilico {metoxiaminoperezona) en
lugar de obtenerse la metilaminoperezona. En resonancia magnética auclear de 1H se observa
una sefial en 4.0 PPm que comresponde a un grupo metilo de tipo éster (CO,CHy), también se
cbserva una sefial doble en 4.81 ppm que se elimina con la adicién de D70. La formacion del
derivado (ll) indica que e} dtomo de nitrdgeno pierde su propiedad nucleofilia por efecto de
conjugacion de su par electrénico libre dentro del sistema quinoideo _

La reactividad de perezona con mercaptanos es semejante a la observada con aminas,
manifestindose 14 reactividad por medio del sistema de carbonilo ¢, B-insaturade. El derivado, -
de perezona {VI) cen tiofenol corresponde 2 un producto de adicién (M*, m/z=356) con
férmula minima C21H24038, ¢l mecanismo dc formacion de mercaptoquinonas es similar al de
las aminas, figura 2.

Enel denvad_o {VI) no se observa el efecto de anisotropia diamagnética que presentan tos
derivados con aminas arométicas (IVa-IVd) sobre el grupo metilo de la quinona. Este resultado
indica que la amina en los derivados 1Va-IVd pucde formar un enlace por puente de hidrogeno
interno con el grupo carbonilo (figura 4), que origina una conformacién espacial para que el
anillo aromitico se aproxime al grupo metito originando un intenso efecto de amsotropaa
diamagnética. En el derivado (VI) existe libre rotacién dei anilio aromético sobre el enlace Ar-3
lo cua) aleja el anillo arématico del grupo metilo.
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Figura ¢

La reactividad de perezona con un nucleéfilo bifuncional (i.e. 1,2-etanoditiol) conduce al
derivado (VI), el espectro de masas de {M*, m/z=586) indica la formacién de un dimero, con
formula minima C33H4;0468;, por la adicién nucleofilica de cada grupo tio a una molécula de
perezona. En este caso, el carbonilo no es atacado por ¢l grupo SH libre, sino que éste se
encuentra suﬁclentemcnte alejado para realizar un segundo ataque sobre otra molécula de
perezona. EI espectro de resonancia magnética nuclear de 'H, muestra seiiales que
corresponden a la mitad de la molécula debido a la simetria que presenta el derivado (V). La
seiial en 3.38 ppm la origina el grupo metileno unido al itomo de azufre (-CH;-5-). En este
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caso fue fundamental la espectrometria de masas para conocer la estructura ya que la
resonancia magnética nuclear no permiti6 definir la estructura como dimero.

Del resultado anterior se formuld la hipétesis de que el empleo de una amina bifuncional,
por ejemplo la etilendiamina, formaria un producto similar al dexivado (VII). El espectro de
masas del derivado (VHI), obtenido a partir de etiléndimninﬁ, muestra una formula minima
Ci7H240;N2 (M*, m/z= 288) que no corresponde a la formacion de un dimero, el derivado

{VELL) contiene 18 unidac_!es menos presuntamente por pérdida de agua. Ef espectro de

infrarajo presenta una banda en 1549 cm-! que puede ser relacionada a un enlace C=N, no se
observan bandas para grupos C=O @, B-insaturados; la conjugacién del sistema electronica
origina que se obsérve una estructura promedio entre el dial y la diamina. E espectro de

" resonancia magnética nuclear de 'H presenta baja resolucion de las sefiales, entre 3.90-3.25

Ppm se observan dos sefiales anchas que integran para 4 tomos de H originadas por los grupos
metileno (-NH-CH;-CH,-NH-) de 1a etifendiamina. La formacion de) derivado heterociclico
(VIII) se puede explicar mediante la figura 5. En el caso de etilendiamina puede suponerse que

¢l producto de reaccién ésta dominado por factores termodinamicos, donde ei ataque -

nucteofilico det segundo atomo de nitrdgeno es una reaccion mas favorable que hacia una

segunda molécula de perezona a diferencia de lo que ocurre con el derivado heterobifuncional de
nitrégeno y azufre.

on ¥ on ¢
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Figura §

La formacion de} intermediario (3a) resulta de la adicion de un atomo de nilrégéno al
anillo quinoidee de perezona por un mecanismo de adicion 1,4-tipo Michacl. Et scgundo atomo
de nitrbgeno ataca al carbonilo en Ia posicién orto a la amina originando el aminoatcohol {3b), el

cual mediante un proceso de deshidratacion con la asistencia del par electrénico del dtomo de -

nitrogeno forma [a imina de structura (3¢).

La reactividad del sistema de carbonilo @, (-insaturado y el sistema B-dicetonico de
perezona se manifestaron conjuntamente en el derivado heterociclico de tipo (VIH). De acuerdo
a fa estructura propuesta de este derivado, la baja resolucién que presenta el espectre de
resonancia magnética nuclear de 'H se debe a la alta conjugacién que presenta el sistema
¢lectrénico que genera diferentes formas resonantes que contribuyen al equilibrio tautomérico.

Esta misma reactividad de perezona se manifesto con el empleo de otra diamina, en
presencia de o-fenilendiamina se forma un producto de ciclizacion (IX) similar en caracteristicas
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al derivado (Viil). El producto fue caracterizado principalmente por su espectro de masas el
cual muestra un M* con m/z=336 con formula minima C21H240;N,. En resonancia magnética
nuclear de 'H sc tienc una baja resolucion espectral haciendo dificil 1a interpretacion del
espectro ain a alto campo (500 Miz). La espectroscopia infrarroja presenta bandas en 3734,

" 3246 cm'que pueden relacionarse con gmpos O-H que forman un enlace por puente de

hidrogeno, una banda en 1544 cm! que se pucde relacionar a un entace C=N. Debido a la
conjugacion del sistema electrénico no se observa claramente bandas para grupos C=0,
Atigual que el derivado (VIH), el derivado (IX) tiene un sistemna altamente conjugado que

erigina un equilibrio tautomérico representado en la fi igura 6, en las formas resonantes participa
el sistema l,2-d:ol (4:) y €l sistema g-dicetonico (4¢).

El equilibrio tautomérico que presenta el derivado (EX) se puede eliminar al "bloquear” los
sitios de conjugacién mediante la derivacién con un agente zalquilante {por cjemplo
(CH3)2504)). De todas las formas resonantes del derivado (IX) contribuye mayoritariamente la
estructura {(4a) ya que son los gtupos OH los que reaccionan con el agente alquilante para
formar los corvespondientes éteres metilicos, el espectro de resonancia magnética nuclear de 'H
muestra dos seiiales muy cercanas entre si {a 4.00 y 3.97 ppm) que corresponden a dos grupos
-OCH; muy semejantes.

La asignacién de la estructura del derivado X se realizd por medio de los datos
cspoctroscépi;:os de resonancia magnética nuclear bidimensional presentados en la tabla 2.

En ¢l espectro de 'H RMN se observan cuatro grupos metilos de tipo alifitico a 25.6
(3H), 20.5 3H), 17.5 3H) y 10.1 (3H) ppin dos grupos metilo de tipo metoxilo a 4.00 (3H) y
3.97 (3H) ppm. En la region aromatica se observan dos sefates multlplcs a8202H)y 7.74
{2H) ppm. Mientras que a 5.12 {1H) ppm sc observa una seiial para un dtomo de hidrogeno de
tipo vinilico. Se observan otras selfates midtiples a 2.23 (1H), 1.99-1.97 (2H) y 1841 H) ppm.

Por medio de las espectros de C y DEPT se pueden observan cuatro grupos metino de
tipo arbmatico a 129.3, 129.4, 129.2,129.0 ppm, un grupo metino de tipo vinilico a 125.1 ppm
¥ un grupo metino de tipo alifitico a 31.1 ppm. Se observan dos grupos metileno a 36.2 y27.t
ppm. Finalmente, scis grupos metilo (CH3) a 61.1, 60.6, 25.63, 20.5, 17.5 y 10.1 ppm.
Ademas, por diferencia con e! espectro de 13C totalmente desacopiado sc identifican ocho
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atomos de carbono de tipo cuaternario a 142.0, 133.3, 154.3, 141.9, t41.4, 130.8, 1259, y31.1

En el espectro COSY se observa un acoplamiento intenso entre las sefiales a 8.20 y 7.74
ppm, mientras que [a sefial a 5.12 ppm esta acoplada con aguellas a 1.99 y 1.84 ppm; entre
estas dos ditimas sefiales también se observa acoplamiento (figura 8a).

La correfacion heteronuclear entre los niicleos de 'H y 13C, se realizé a través del
espectro HMQC. Se encontré correlacion entre la sefial ‘de 'H a 8.20 ppm con las
correspondientes de 13C a 129.8 y 129.4 ppm, la sefial 1H a 7.74 ppm con las sefiales 13C a
129.2 y 129.0 ppm. Otras correlaciones existentes son de la sefial de 1H 2 4.0 ppm con 1a sefial
de 13C 2 61.09 ppm y de la sefial de 'Ha3.97 ppm con la sefial de 13C a 60.58 ppm. También
se observa que la sefial de 13C 2 10.12 ppm presenta correlacién con la sefial de 'H a 2.79 ppm
y las sefiales de 'H a 2.23 y 1,99 ppm presentan correlacion con fa sefial de 13C a 36.2 ppm.
e la misma forma, se observa que las sefiales de 'Ha 1.99 y a 1.84 ppm presentan correlacion
con la sefial de 13C a 27.11 ppm. De lo anterior se concluye que la sefial de 1H a 1.99 ppm
contiene dos dtomos de hidrdgeno que pertenecen 2 itomos de carbono diferentes. Por ultimo,
s¢ observa corizlacion de la sefial de 'H a 1.59 ppm con la sefiat de 13C a 25.63 ppm, de la
sefial 'de 1H a 1.57 ppm con la sefial de 13C a 20.51 ppm y la sefial de 'H a 1.39 ppm con la
sefial de 13C a 17.45 ppm. La diferenciacién entre los tomos de carbono anteriores se debe a}
efecto sin periplanar que tiene el étomo de carbono & 17.5 ppm con el dtomo de carbono a 27.1
ppm (figura 7b).

H
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Figuea 7. Correlaciones directas HWH e H/C de) derivado X
Los atomos de carbono cuatemario fueron asignados mediante la corretacion indirecta
{especiro HMBC). En el cuat se observa el acoplamicnto de las sefiales de 'H a 4.0 y 3.97 ppm
con la sefial de 13C a 154.3 ppm (figura 8a y 8b), el acoplamicnte de la sefial de 'H a 2.79 ppm
con las sefiales de 13C a 154.28, 141.92 y 125.93 ppm, de las cuales 1a sefial a 154.28 ppm se
asigno anteriormente (figura 8a). La asignacién de las otras dos sefiales se realizo mediante det
analisis del ambiente quimico que rodea a cada uno de los dtomos de carbono, ¢l itomo de
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desplazamiento quimico a campo mas bajo (141.9 ppm) sufre el efecto de atraccién electronica
del dtomo de nitrdgeno de la imina, mientras que el atomo de 13C a campo alto (125.93 ppm)
no presenta el efecto anterior. Por otro lado, la sefial de 'H a 1.57 ppm presenta acoplamiento
con la sefial de 13C a 133.3 ppm. La sefial de 13C de tipo cuaternario (espectro DEPT) a 142.0

" ppm no presenta acoplamiento con alguna seflal de 'H, su desplazamiento quimico sugiere que

debe tener un ambiente quimico similar at dtomo de carbono a 141.92 ppm (figura 8b). Otra
correlacion que se obscrva cs de la seiiat de C con las sefiales de 'H a 1.39 y 1.59 ppm (figura
8¢). Finalmente,el dtomo de catbono de tipo cuaternario (espectro DEPT) a 144.4 ppm se
asignd por su acoplamienm con las sefiales de 'H a 8.20 y 7.74 ppm.Otros sistemas
heterocnchcos que conticnen !a funcién fenacina presentan desplazamientos quimicos muy
semejantes ‘
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Figura &, Corralaciones indirectas H/C del derlvado X

Pamcularmeme utit fue of espectro NOESY para la asignacion de cada uno de los grupos
CH3 unidos a cada uno de los dtomos de oxigeno, el grupo metoxilo a 3.97 ppm presenta
interaccion con el grupo metilo a 2.79 ppm y el grupo metoxilo a 4.0 ppm con el grupo metilo a
1.57 ppm. )

La reactividad conjunta del sistema de carbonito a, -insaturado y el sistema [3-
dicetonico se Lizo evidente con un reactivo heterobifuncional que contiene el grupo amino ¥
tiol conjuntamente. La reaccion con 2-aminoetanotiol ¥ perezona produce dos derivados (XI v
XI). Estos productos presentan estructuras heterociclicas muy semejantes. El derivado menos
polar (XI) tiene un M* de m/z=305 con una formula minima Ci7H2303NS, en ¢l espectro de
mt‘farmje se observa una banda a 3363 cm!, que corresponde a un grupo OH o NH, al645 ¢
! originada por un grupo C=0 ¢, B-insaturado, et espectro de resonancia magnética nuclear de
TH muesita una sefial en 4.23 y2 79 ppm que corresponden a los grupos metileno -N-CH;- y
-5-CHly- respectivamente,

La formacién del derivado de (XI) se puede explicar pot medio del mecanismo de ta figura
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Cuando se tienen como nucledfilos los grupos amino y tiol presentes en el reactivo, se
tiene la posibilidad de formar fa aminoquinona o ta mercaptoquinona de acuerdo al mecanismo
de la figura 2. La postufacion de fa adicion nucfeofitica 1,4- tipo Michael del dtomo de azufie
para formar 1a mercaptoquinona (Sa) se justifica en base al mayor caricter nucleofilio que ticne

el tomo de azufte debido a su menor electroncgatividad, ademds, la formacién de la
~ aminoquinona deja libre al grupo tiol que no tiene el cardcter nucleofilio para atacar al grupo
carbonilo que conduce al intermediario amincalcohol de estructura {5b}. Esto se observd en la
reactividad de perezona frente a |,2-etanoditio} {derivado {VIII)) el cual no corresponde a un
producto de ciclizacion. _

Otra caracteristica observada del sistema quinoideo de perezona es su propiedad de dxido

reduccion que conduce a la formacidn de sistemas heterociclicos altamente conjugados, fo
anterior se observo en la oxidacion de los grupos metileno del heterociclo para obtener un doble
enlace. Ei segundo producto (XI1), obtenido a partir de 1,2-etanoditiol, presenta en su espectro
de resonancia magnética nuclear de 'H dos sefiales dobles en 8.28 y 7.32 ppm que
corresponden -N-CH= y -§-CH= respectivamente. El espectro de masas muestra un M* con
m/z=303 con formula minima Ci7H30;NS, dos unidades de m/z menor que el derivado (XI).
_ El doble entace adicional en el derivado (XII) se forma por un proceso de oxidacion
sucesivo a partir del derivado (XI), esto se observé en el derivado {X1) ya que éste presenta
ripida descomposicion para formar el derivado (XII), en <f espectro de resonancia magnética
nuclear de 'H s¢ observaron pequefias sefiales dobles en 8.28 y 7.32 ppm originadas por {a
formacion del derivado (XT). N

La formacion det derivado (XII) se puede explicar por medio de la figura 9. Las
propiedades particulares de éxido reduccién de perezona se hacen evidentes por la formacion
de! doble entace que puede ser concertado o bien por un proceso de reduccion que implica al
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derivado (5¢) que conduce al intermediario (5d) que a su vez se reduce para formar el derivado
m, .

La reactividad de perezona frente a nucledfilos heterobifuncionales que conduce a
productos heterociclicos también se observé con orto-aminotiofeno! que produce el derivado
(X1} ¢l cual corresponde a un preducto de ciclizacién (M* con m/z= 353 y férmula minima
C21ti;30;NS). La formacién del derivado (XIIT) se puede explicar por €l mecanismo de la
figura 9, similar a la formacion del derivado (X1),

La serie de reacciones ordenadas con reactivos homo- y heterobifuncinales manifestaron
un segundo sitio de reaccion del anillo quinoideo donde participa el grupo carbonilo. Asimismo,
sc estudio la sompetitividad entre el dtomo de azufre y nitrégeno de manera conjunta hacia el

_primer sitio rmctwo del anillo quinoideo.

Enel cspectro de 'H de RMN se observan cuatro sefiales miltiples de tipo aromético a

799 (1th), 7.60 (lH}, 7.33 (1H) y 7.46 (iH) ppm, también se observa una sefiat a 7.72 pptn de

- tipo OH o NH fa cual desaparece con la adicién de D;0. Mientras que a 5.12 (1H) ppm se
observa una sefial de tipo vinilico y 2 4.03 (1H) ppm una sefal multiple. A campo alo, se
observa una sefial simple a 2.22 (3H) ppm, tres sefiates multiples a 2.13 (1H), 1.94 (2H) y
1.78 (I#D) ppm. Finalmente, se observan tres grupos metilo de tipo alifitico a 1.61 (3H), 1.45
(3H) y 1.41 (3H) ppm.

Los espectros de '3C y DEPT indican cinco grupos metino de tipo aromaético a 133.4,
129.1, 127.7, 124.8, un grupe metino de tipo alifitico a 30.4 ppm; y dos grupos metileno a
34.7 y 26.8 ppm. A_demés, se observan cuatro grupos metito de tipo alifdtico a 25.7, 18.8, 17.5
y 12.1 ppm. La diferencia del espectro de 13C totalmente desacoplado y DEPT indican ocho
dtomos de carbono de tipo cuaternario a 150.5, 145.5, 138.9, 131.0, 130.97, 126.2, 1230 y
122.52 ppin y ua grupo casbenilo a 175.6 ppm, _

En el espectro COSY se observa acoplamiento de la seiial 2 7.99 ppm con las seflates a
7.53 y 7.46 ppm. Mientras que la sefial a 7.60 ppm csti acoplada con las sefiales a 7.53 y 7.46
ppm. Por otro lado, Ia sefial a 7.53 ppm tiene acoplamiento con 1a sefial a 7.46 ppm. Otros
acoplamientos impértantes son de la sefial a 5.12 ppm con 1a sefial a 1.94 ppm y de la seiial a
403 ppm con la sefial a .41 ppm. Entre las sefiales multiples se observa acoplamiento intenso
delaseﬁala223 ppm con las seffales a [.94 y 1.78 ppm; y de sefial a [ 94conlascﬁala i.78
ppm (figura 10a) '

E) espectro HMQC proporciond la comelacion heteronuctear entre los stomos de 'H y
13C. Se observa correlacion de Ia scial de 'H a 7.99 ppm y la sefial de 13C a 124.8 ppm, de la
sefial de 1H a 7.60 ppm con la sefial de 13C 2 133.4 ppm; también s observa comelacion de 1a
sefial de 'H a 7.53 ppm con la sefial de '3C a 127.65 ppm y de la seiial de 'H a 7.46 ppm con
la sefial de ¥3C a 129.1 ppm (figura 10.1). La sefiat de 'H a 5.12 ppm tiene correlacion con la
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sefial de 3C a 125.1 ppm. Otras correlaciones son de 1a sefial de 1H a 2.22 ppm con la sefial de
13C 2 12.1 ppm, de la sefial de 'H a 4.03 ppm con la sefial de '3C a 30.4 ppm. La sefiales
miltiples a 2.13 y 1.78 ppm presentan correfacion con fa seiial de '3C a 34.7 ppm (figura 10b}.
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Figura 10. Corvelaciones directas HH o HIC de! derivads X

La asignacién completa se realizd por correlacion indirecta (espectro HMBC) con
' acoplamiento © largo alcance. En el espectro se observa el acoplamiento entre la sefiat de 'H a
7.72 ppm con las sefiales de 13C a 175.6, 150.5 y 126.2 ppm, la primera sefial corresponde al
desplazamiento quimico de un grupo carbonilo. La asignacion inequivoca de la sefial de 1C a
126.2 ppm se realizd por medio de su correlacion con la sefial de 'H a 1.41 ppm, por diferencia
se asigno la sefal de *C a 150.5 ppm (figura 116). Por otro lado, Ia sedial de 'H a 2.22 ppm
presenta correfacién con los dtomos de 13C a 175.6, 131.8 y 122.5 ppm. La primera sefial se
asignd, por su desplazamiento quimico y por su correlacion con la sefial de 'H a 7.72 ppm,
como grupo carbonifo en posicioén orto al grupo OH. La asignacion de las otros dos sefiales se
Jjustificd en base ai analisis del ambiente quimico que rodea a los dtomos. El dtomo de carbono a
131.77 ppm se sittia a campo més bajo debido a la deficiencia electrénica que tiene por efecto
del equilibrio ceto-endlico del sistema de carbonito o.B-insaturado. Mientras que el itomo de

carbono a 122.52 ppm presenta un mismo ambiente quimico incluso en el equilibrio del
carbonilo o,B-insaturado (figura 11a)
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Figura 11. Correfacionss indirectas WC dal derivado XNi

La sefiales de 'H'a 1.39 y 1.59 ppm presentan correlacion con la misma seital de 13C a

[31.1 ppm (figura 11c). Finalmente, la asignacion del dtomo de carbono del anilto aromatico a
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138.9 ppm se realizé por su correlacion con las sefiales de H{ a 7.53 y 7.60 ppm, mientras que
la scfiat 2 123.0 ppm presenta correlacion con las sefiales de 'H a 7.99 y 7.46 ppm (figura 11d).

Los derivados de quinonas con aminodcidos estan poco descritos en la iteratura, Algunos
de estos trabajos son, por ejemplo, el de Cooper y Haines37 donde se menciona que la accion
bactericida de las quinonas estd asociada con la formacién de derivados con aminoécidos {coma
constituyentes celulares). Estos derivados son productos de adicion 1,4-tipo Michaet (figura 2)
del aminodcido sobre la quinona.

Otro antecedente de un derivado de quinona con un aminoacido es en la sintesis de
antibidticos antitumorales tales come mitomicinas y sus analogos, donde se obticne un
producto de adicién entre una benzoqumona y el éster metilico de prolina™. Se ha descrito que
algunas ortoqumonas rcacc:onan con aminoacidos para formar atdehidos y -
amipocarbonilos?!,asi mismo se han obtenido compuestos heteroc:cllcos que contienen el
niicleo 1,3-benzoxazol.

Los productos de perezona con aminoécidos son derivados muy diferentes a los
eucontrados anteriormente con aminas mono y bifuncionales, mercaptanos y
aminomercaptanos. Estos derivados muestran diferentes equilibrios tautométicos originados
por el sistema de carbonilo @, B-insaturade, el sistema f3-dicetonico y propiedades de dxido-
reduccidn no encontradas anteriormente, los derivados pueden constituir intermediarios en la
reactividad del sisterna quinoideo.

La utilizacién de acetato de cobre (If) y metanol proporciona un medio mas oxidante
comparado con el acetato de Zn en metanol, este cambio del medio origina una variacion en las
propiedades dcido-base de los aminoacidos y del potencial de dxido-reduccion del sistema
quinoideo con lo cual se obtienen productos derivados de los equilibrios quimicos y de
tautomerizacion. _

Los derivados de perezona con aminodcidos, por ejemplo glicina, fenilglicina y alanina
muestran una reactividad diferente (figura 12) a los derivados con aminas tanto mono como
‘bifuncionales atn bajo fas mismas condiciones de reaccion.

.De datos previamente descritos se conoce la formacidn de los aminoderivados de
perezona con aminodcidos obtenidos como productos de adicién | J4-tipo Michael (figura 2)
que produce la aminoquinona de estructura (6a). El dtomo de nitrégeno y el sistema de
carbonito @, B-insaturado de la quinona forman el equilibrio tautomérico que origina 1a imina
(6b). '

68




Tom)

Qrcozcn;
a ,

B¢

XiV: R=H
XVE Rz CgHg
XVII: R=CHj

Figura 12

Las condiciones de reaccién aumentan la acidez del dtomo de H - at carbonilo del
aminodcido de tal forma que produce un proceso de 6xido-reduccion que forma la hidroquinona
(6¢), durante el proceso de reduccion se originan isémeros geométricos a través det doble
enlace. Este proceso es comiin para la obtencion de los derivados (XIV XVI, XVII) a partir de '
los aminodcidos glicina, fenilglicina y alanina respectivamente.

Esta estructura constituye una forma muy apropiada para demostrar mecanisticamente al.
proceso de dxido-reduccion del sistema quinoideo. Estos productos constituyeﬁ de hecho una®
forma resonante atrapada en uno de sus pasos de reaccion que resulta fortuitamente estable.
Varias estructuras mostraron esta capacidad dando como productos finales los
correspondientes fenoles.

El medio basico aumenta ¢! caricter nucleofilico del fenol que reacciona con el atomo de
carbono de la imina para formar un producto de ciclizacion. En el caso del aminoacido glicina
(figura 13}, la existencia de isbmeros de posicion en el intermediario (6¢) origina un derivado de
estereoquimica indefinida (Ta). La existencia de un atomo de hidrégeno origina un nuevo
proceso de oxidacion para formar ¢l detivado orto-hidroxifenol (XIV) en el cual se pierde Ia
quiralidad presente en el intemediario (7a),
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La estercoquimica indefinida se observa en el derivado (XVH) obtenido a apartir del
. amine4cido alanina. EY esﬁectro de infrarrojo muestra una banda en 1644 cm -1 que corresponde
a un grupo carbonilo ¢, B-insaturado. La estructura inequivoca del derivado XVII se establecio
mediante ¢l anilisis espectroscopico de los datos resumidos en la tabla No. 6, la asignacion se
realizd para la mezcla de diastereoisdmeros XVIIa y XVIIb (figura 14).
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" Figura 14

En et espectro de 'H RMN se observa una sefial a 7.67 {1H) ppm de tipo OH o NH la
cual desaparece con la.édic_i(m de D,0, una sciial triple a 5.06 (1H) de tipo vindlico. También se
observa una sefial de gfupo metoxilo a 3.77 GH) ppm y cuatro grupos metilo de tipo alifatico a
2.15, 1.89, .64, 1;5_3'y 1.19 ppm. Finalniente, se observan sefiales multiples a 3.01 (1H), 1.91
)y 177 (1H) pﬁm.

- Los espectros DETP y 13C indican dos atomos de carbono de tipo metino a 124.2 y 29.2
ppm, dos dtomos de carbono de tipo metileno a 34.3 y 26.3 ppm. Ademas, se observan cinco
grupos metilo de tipo aliftico a 25.6, 21.8, 18.6, 17.6 y 8.8 ppm; asimismo un grupo metilo de
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tipo metoxilo a 53.5 ppm. La diferencia del espectro de 13C totalmente desacoplado y el
espectro DEPT indic6 siete dtomos de carbono de tipo cuaternario a 1609, 160.5, 150.8,
141.4, 114.2, 113.1 y 106.9 ppm; por ultimo, un dtomo carbono de tipo carbonilo a 181.6
ppm. '

El espectro COSY mostrd acoplamiento de la seial a 3.00 ppm con las sefiales a 1.19,
177 y 1.55 ppm. Mientras que la seiial a 5.06 ppm presenta acoplamiento con la sefial a 1.91
ppm (figura 15a).

‘ Las correlaciones directas H/C se observaron através del espectro HMQC, la sefial de 1H
a 2.15 ppm con la de 13C a 8.8 ppm, la sefial de 'H a 3.00 ppm con la de 13C a 29.2 ppm. De
ta misma forma, las sefiales de 1H a 1.55 y 1.77 ppm tienen correlacién con la sefiat de !3C a
34.3 ppm, este metileno contiene dtomos de hidrogeno de tipo diastereotdpico por lo cual se
observan dos sefiales de 'H. La diferenciacion entre {os dtomos de carbono a 17.6 y 25.6 ppm
se debe al efecto sin periplanar del primero con el 4tomo de carbono a 26.3 ppm (figura 15b).

Figura t5. Correlacionss directas KH & H/C del derivado XVN

La asignacion completa se realizé por medio det espectro HMBC. La sefia! de 1 a 2.15
ppm presenta correlacidn de largo alcance con tas sefiales de 13C a 160.9, 150.8 y 106.9 ppm,
La seiial de 'H a 7.67 ppm presenta correfacidn con las sefiales de 13C a 181.6, 1508 y 106.9
ppm, lo cuat por diferencia determina inequivocamente el atomo de carbono a 160.9 ppm.
Asimismo, indica la existencia de un grupo carbonilo (181.6 ppm) en posicidn orto al grupo
OH (figura 16a). Por otro lado, la sefial de 'H a 3.00 ppm muestra correlacion con las sefiates
de $3C a 181.6, 160.5 y 114.2 ppm. La primera seiial, a 181.6 ppm corresponde al grupo
carbonilo en posicion orto al grupe OH, encontrado anteriormente. La asignacion inequivoca de
la sefial de 13C 2 114.2 ppm se reatizd por su correlacion con la sefial de 'H a 1.19 ppm (figura
16b). Otro atomo de carbono de tipo cuaternario a 131.4 ppm se establecié por su correlacion
con las sefiales de 'H a 1.53 y 1.64 ppm (figura 16c). Finalmente, e! dtomo de carbono de tipo
cuatemario a 113.1 ppm se asignd por su correlacion con la sefial de 'H a 1.89 ppm. Ei grupo
carbonilo del éster se establecio por su correlacidn con la seiial de 'H a 3.83 ppm.
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. nm 16. Correlacionss indirectas HIC del decivada XVI

La formaclon dcl derivado (XVB, obtemdo a partir de) aminoacido fenilglicina, se explica
mediante un proceso de transesterificacion intramolecular del grupo fenol sobre el grupo éster
del aminoacido {figura 13). La formacién del derivado (XVT) a diferencia de los derivados (XIV
y XVII) se debe a la presencia de un grupo fenilo voluminoso que origina un efecto de repuision
estérica que impide que el itomo de oxigeno del fenol reaccione con el dtomo de carbono de la
imina; sin embargo, &) mismo efecto origina que el grupo éster quede cerca del atomo de oxigeno
det fenol para producir ta uansasteriﬁcac_ién. :

En los tres derivados (XIV, XVI, XVII) sc tuvé evidencia de la reactividad. del sistema
quinoideo de Perezona por medio del sistema {3-dicetdénico que proporciona productos que
tienen un sistera aromatico heterociclico donde no se observa el proceso de oxidacion que
regénera el sistema quinoideo. .

Otra diferencia dc reactividad de perezona con los aminoacidos se observé en el derivado
(XV'l'll),' obtenido a partic del éster metilico de prolina. Este derivado corresponde a un-
producto de ciclizacidn con caracteristicas diferentes a los derivados (XIV, XVI, XVH). En el
espectro de infrarrojo no se observan bandas para grupos O-H ni N-H en {a region de 3100-
3500 cm!. Se observa una banda a 1752 em-! que corresponde al grupo carbonilo del éster. El
espectro de resonancia magnética nuclear de 'H muestra la eliminacion de} dtomo de H del
centro asimétrice del aminodcido. Fambién se observan dos seiiales dobles de igual intensidad
en .13 y .11 ppm que corresponden al grupo metilo unido al centro asimétrico en la cadena
alifitica de la perezona. La expansion de cada una de las sefiales del espectro de 13C indica dos
atomos de 13C de desplazamiento quimico muy semejante que muestran la presencia de dos
dlasteremsomems de (XVIIa y XVillb) en proporcion aproximadamente equimolar (figura 17},

- YO0 e

Cj-ooacm '~- COLCH,

®}
Figura 17
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La presencia de ambos diastercoisomeros confirma la existencia de un intermediario plano
representado por la estructura 8d (fig. 18), previo al ataque del oxigeno para formar el sistema
},3-oxazot.

La formacion de (XVIII) puede explicarse mediante ef mecanismo de la figura 17. Existe
un equilibrio tautomérico entre las estructuras (8a y 8b) por la conjugacion de la amina con el
sistema de carbonilo ¢, B-insaturado, con la clectroneutralidad presente. La carga negativa es
intercambiada con el grupo OH vecino, de acuerdo a la estructura {8¢). La eliminacion de un
itomo de H o-al carbonilo del aminoacido proporciona un sistema aromatico de estructura (8d),-
¢l cual mediante un proceso de oxidacion regenera 1a quinona de estructura (8e). Posteriormente
fa conjugacién de la carga negativa hacia el anillo quinoideo produce fa ciclizacion hacxa un
sisterna 1,2-dicarbonilico el cual es eléctricamente neutro.

L oH 3 ' o s S .
[+] 0 -

o o ===y 59
OO
‘ CO:CHy
8 ]
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é’}(cozcrg
] 8d
Figura 18

La estructura inequivoca del derivado XVII sc establecid mediante el analisis
espectroscopico de los datos resumidos en la tabta No. 7.

En el especire de 'H RMN se observa un grupo metino tipo viailico a 5.07 (1H) ppm,
un grupo metilo de tipo metoxilo a 3.83 (3H) ppu, varias sefiales aultiples a 3.80 (tH), 3.55
{1H), 2.98 (1H), 2.85 (1H), 2.38 (1H), 2.31 (1H) y 2.05 (1H) ppm; cuatro grupos metilo a
1.97 (3H), 1.64 (3H), 1.54 3H} y 1.16 (3H) ppm. Se observan otras sefiales multiples a 1.98
(2H), L78 (1H) y 1.50 {1H) ppm (figura 18a). .

El espectro DEPT indicé que hay dos grupos metino a 124.5 y 29.7 ppm, CinCo grupos
metileno a 51.4, 34.3, 32.6, 26.5 y 26.0 ppm; cinco grupos metilo a 53.4, 256, 18.6, 17.6 y 9.6
ppm. La comparacion del espectro DEPT con el espectro de 13C totalmente desacoplado
mostrd siete dtomos de carbono de tipo cuaternario a 167.7, 162.4, 150.1, 131.3, 118. 2,109.4
y 107 ppm; ademas, dos grupos carbonilo de desplazamiento quimico muy semejante a 178.3

'y 178.2 ppm.
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El analisis del espéctro COSY indicé el acoplamiento de las seiiales a 5.07 y 1.90 ppm,
de la seiial a2 3.80 ppm con las sefialés a 3.55 y 2.38 ppm; la anterior a 3.55 ppm tiene
acoplamiento con la sefial a 2.38 ppm. Mientras que Ia sefial a 2.85 ppm tiene acoplamiento
con las sefiales a 2.38 y 2.05 ppm. Otros acoplamientos importantes son de la sefiat a 2.98
ppm con las sefiales a 1.16, 1.50 y 1.78 ppm (figura 19a)

El espectro HMQC indicé las correlaciones H/C siguientes: Ia seiial de 'H a 1.97 ppm
con la de 13C 2 9.6 ppm, la seiial de 'H a 2.98 ppm con la de $3C a 29.7 ppm, la sefial de H a
1.16 ppm con la de }3C a 18.6 ppm. Otras correlaciones son de las sefiales de 'H a 3.80 y 3.55
ppm con la sefial de 13C a 51.4 ppm, las sefiales de *H a 2.38 y 2.31 ppm con la de 13C 2 26.0
ppm, las sefiales de 13[{ a 2.05 y 2.85 ppm con la de !3C a 32.6 ppm (figura 19b). La
dtferenciacmn de los dtomos de carbono a 1.54 y 1.64 ppm se debe, a que el primero, presenta

un desplazamicnto quimico a campo. alto por efecto sin penplanar con el dtomo de carbono a
26.5 ppm. :

Figura 19. Correlaciones directas H/H e HIC del derivado XVIll

La asignacién total del derivado XVIII se completé por correlacion indirecta de targo
alcance {especiro HMBC). La sefiai de 'H a 1.97 ppm presenta correlacién con tres seiales de
13C a 178.3, 109.4 y 150.1 ppm. La sefial a 178.3 ppm corresponde a un grupo carbonifo, las
otras dos sefiales fueron asignadas por su ambiente quimico. La sciial de desplazamiento
quimico a campo mds bajo (150.1 ppm) se debe at efecto electroatractor del atorno de nitrégeno
(figura 20a). Por otro lado, ta sefial de 'H a 2.96 ppm presenta correlacion con tres sefiales de
BCat78.2, 162.4 y 118.2 ppm. La sefial a 178.2 ppm comresponde a un grupo carbonilo: La
diferenciacion de las otras dos sefiales se realizé con la ayuda de la sefiat de "H a £.16 ppm, Ia
cual presenta rorrelacion solo con la sefial a 118.2 ppm y por diferencia sc asigna 1a sefial a
162.4 ppm (figura 20b).

Las sefiales de 'H a 1.54 y 1.64 ppm presentan una correlacion comin con la sefial de
3C a 131.3 ppm (figura 20c). Por iltimo, la sefial-de 13C a 167.7 ppm se asigno por su
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correlacion con la sefial de 'H a 3.83 ﬁpm ¥ la sefial de 13C a 107.5 ppm presenta correlacion a
dos enlaces con la sefial de 'H 2 2.05 ppm {figura 204d).

a) b) <) d}

Figura 20. Correlaciones indirectas H/C del derivado XVIN

La cisteina es un aminodeido que no forma un nicleo 1 ,3-benzoxazol con perezona. El
derivade (XIX) corresponde 2 un producto de ciclizacién similar al derivado (X1T) con la
formacion de un doble entace adicional. EJ espectro de masas tiene un M* con m/z—377 yenel
espectro de resonancia magnét;ca nuclear de 'H se observa una sefial simple a 8. 33 ppm que
corresponde al dtomo ‘de H del sistema S-CH=C-. La formacién del derivado (XIX) es
semejante al representado en fa figura 7 para la obtencion del derivado (X11). De 1gual forma se

- observa que la adicion nucleofilica del 4tomo de azufre para formar la mercaptoguincna va
seguido por un atague nucleofilico por el dtomo de nitrégeno sobre el carbonilo con posterior
deshidratacion para la eorrespondiente formacién de la imina.
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CONCLUSIONES

La aplicacién analitica de métodos modemos bidimensionales de resonancia magnética
nuclear, fue una herramienta fundamental en la elucidacién estructural de tos derivados de
Perezona. En algunos casos, fue Gtil también Ia utilizacién complementaria de otros métodos
espectroscdpicos v. gr. espectrometria de masas y espectroscopia de infrarrojo, que
confirmaron o modificaron la estructura propuesta por resonancia magnetica nuclear.
Particularmente, e ia aplicacion de cspectrometria de masas para la elucidacion det compuesto
dimérico obtemdo a partir de 1,2-atanoditiol, asi como del obtenide a partir de
ortofemlendlamlna, cuyo espectro de 'H presenta sefiales indéfinida. Asimismo, en los
derivados de 2-ammoetanouol que solo difieren en dos atomos de hidrogeno. De manera muy
clara, en especlmscop;a mfrarroja se observaron bandas caracteristicas que mostraron los
equilibrios tautomeéricos del anitio quinoideo, el cual origin estructuras variadas i. e. o-hidroxi-
cetona, orto-quinona, dihidroquinonas y pare-quinona.

La eleccion del experimento de resonancia magnética nuclear estuvo en funcién del tipe de
' mformacxén que se deseaba obtener, de la cantidad y solubilidad de la muestra. Una estrategia
muy comiin, a cual se aplicé satisfactoriamente en este trabajo, fue registrar el ‘espectro de 1H
uniditnensional en alta resolucién y hacer expansiones de las secciones de interés. Después se
registrd el espectro.de 13C totalmente desacoplado y el espectro DEPT que permitié la
asignacion de la multiplicidad de cada uno de los dtomos de carbono. La siguiente estrategia fue
la correlacién homenuclear (COSY) que permitio observar acoplamientos entre nixcleos de 'H.
La expansion de varias regiones del espectro COSY permitié un anélisis mas detallado de ]a
estructura. En este momento se pudieron preparar mapas de conectividad 'H-'H para construir
diferentes fragmentos de la motécula.

El espectro NOESY proporciené informaci6n Util respecto a fa proximidad espacial de
los dtomos. Sin embargo, fa movilidad intrinseca de la cadena alifitica no permiti¢ un analisis
muy detallado. La siguiente tictica fue fa correlacion heteronuciear por medio del espectro
HMQC que proporciond informacidn de la unién directa (a un entace) de los atomos de
carboro con sus correspondientes dtomos de hidrégeno. En este momento se amplié el mapa de
conectividad desarrollado en el experimento COSY mediante la correlacidn de los itomos de
carbono a Yos correspondientes 4tomos de hidrégeno en cada fragmento de Ta molécula.

Un cuidadose andlisis de las sefiales de aco;ilamiento a largo alcance (i.e. acoplamiento a
dos y tres enlaces) obtenidas en un experimento HMBC, junto con la informacién obtenida del
espectro COSY, permitié encontrar fragmentos de la molécula que hicieron posible la
elucidacién completa. .

Después de ta elucidacién estructural se pudo hacer un analisis completo de 1a reactividad
de Perezona, la cual posee una reactividad diferencial en dos sistemas de reaccion muy
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particulares y bien definidos i.c. un sistema de carbonilico o.,B-insaturado y un sistema 8-
dicetonico. Cada uno de estos sistemas puede actuar de manera independiente o en forma
simulténca, lo cual se hace evidente al analizar la estructura de los derivados obtenidos. Las
propiedades de oxido-reduccion del nicleo quinoideo de Perezona pueden extenderse fuera del
niicleo quinoideo haciendo participar el radical alquilo de la amina, como se puede observar en
ta formacién adicionat de un doble enlace carbono-carbono y por la presencia de 1a forma
reducida del sistema quinoideo {orto-hidroquinona) en algunos productos de reaccion.

Se hicieron evidentes fos equilibrios tautoméricos que puede formar ef sistema quinoideo
de Perezona particularmente frente a aminoacidos, Estos equilibrios pueden observarse en la
formacion de sistemas heterociclicos, i.e. 1,4-benzoxazona, el 1,3-benzoxazol, orto-dicetona,
li4-benzodiazina. Las condiciones de reaccion son determinantes en el curso que sigue la
reaccidn después de la adicion nucleofilica al sistema quinoideo de Perezona. Un medio poco
oxidante genera productos de adicién 1,4-tipo Michael, mientras que un medio muy oxidante
genera sistemas heterociclicos conjugados.

Estudios preliminares han mostrado que Ja mayor actividad biologica se presenta en
aquellos derivados de sistemas heterociclicos, siendo ésta actividad selectiva y especifica en

lineas celulares (actividad citotéxica) y en inhibicion de microorganismos {actividad

antimicrobiana).

Se confirmaron algunos mecanismos de reaccion mediante el aislamiento y analisis
espectroscopico de los productos, cuya estereoquimica solo puede ser explicada mediante los
intermediarios de reaccion correspondientes. Por ejemplo, los derivados diastereoisomeéricos
obtenidos a partir d¢ aminodcidos tales como atanina y prolina, via la ciclizacién sobre el dtomo

de carbono de fa imina correspondiente tanto por la cara pro-R como por la pro-S$.
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