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Resumen

El presente trabajo, describe la sintesis del esqueleto tetraciclico de la goniomitina 41, un
alcaloide aislado de la raiz de la planta Gonioma malagasy. Utilizando una ruta sintética
que consta solamente de 3 pasos de reaccion, se alcanzd un rendimiento global del 12%.
Esta ruta de sintesis se inici6 con la reaccion de sustitucion radical oxidativa del triptofol
con el xantato 36 para generar el intermediario 37. Posteriormente se sometid a una
reacciéon de Michael con el éster o,f—insaturado 30, ademés de ocurrir una reaccion
intramolecular en el medio, para la obtencion del compuesto triciclico 38, que mediante una
reaccion one-pot, de reduccion, transamidacidon y ciclacion; permitié la obtencion del
tetraciclo 41. Tras la desproteccion del mismo produjo el compuesto 42, el cual es

intermediario mas proximo al compuesto natural goniomitina.

Una vez obtenido el nucleo tetraciclico de la goniomitina 42, se le determin6 su actividad
citotoxica en seis lineas celulares y como fue inactivo, se efectud la sintesis del
bioconjugado 43, a través de la esterificacion del DHA y el compuesto 42, esperando que el

nuevo compuesto fuese activo por la influencia del DHA.
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I. Antecedentes

I.1 Cancer

El céncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En
2012, hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas con el
padecimiento.! Los principales tipos de cancer son los siguientes: pulmonar, hepético,

gastrico, colorrectal, mamario y cancer de esofago.’
I.1.1 ;Coémo se inicia el cancer?

Las células del cuerpo crecen y posteriormente se dividen para formar otras nuevas, hasta
que finalmente mueren de manera ordenada.” Sin embargo, en el cancer este proceso
ordenado se descontrola y las células cancerosas en lugar de morir, continuan creciendo y

forman nuevas células anormales (Figura 1).’

Division celular normal Division celular cancerosa

La célula defec- / \
tuosa muere

«’ G

Figura 1.- Division celular normal y cancerosa.

I.1.2 Metastasis

Las células cancerosas a menudo se trasladan a otras partes del cuerpo donde pueden crecer

3 .
y formar nuevos tumores.” Esto ocurre cuando las células cancerosas son transportadas por

! http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/ ultima visita 1/10/2015
2 http://www.infocancer.org.mx/ques-el-cncer-con810i0.html ultima visita 1/10/2015
3 http://www.cancer.org/cancer/cancerbasics/what-is-cancer ultima visita 1/10/2015
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la circulacidon sanguinea o linfatica, hasta que quedan atrapadas en otro 6rgano o grupo de

ganglios linfaticos "corriente abajo".* (Figura 2).

Metastasis
en el cerebro Tumor metastasico—

Células cancerosas

en el sistema linfatico
Me@ Células 4
en el pulmén | cancerosas

El cancer se disemina a

otras partes del W

en la sangre

Cancer prlha

Figura 2.- Metéstasis.

1.1.3 Tipos de cancer

El tipo de cancer se define entre otras cosas, por el tejido u 6rgano en el que se desarrolla.’
Sin embargo, también pueden describirse segun el tipo de célula que los forma. Algunas

categorias de canceres que empiezan en tipos especificos de células son:
Carcinomas.- Se trata de cdnceres que se originan a partir de células epiteliales.

Sarcomas.- Son canceres que se forman a partir del llamado tejido conectivo o conjuntivo,

del que derivan los musculos, los huesos, los cartilagos o el tejido graso.

Leucemias.- Son canceres que se originan en la médula dsea, que es el tejido encargado de

mantener la produccion de gldébulos rojos, blancos y plaquetas.

Linfomas.- Se desarrollan a partir del tejido linfatico, como el existente en ganglios y

6rganos linfaticos.’

* http://www.cancer.org/espanol/cancer/canceravanzado/guiadetallada/cancer-avanzado-causes-what-
causes ultima visita 1/10/2015

> http://www.seom.org/en/informacion-sobre-el-cancer/que-es-el-cancer-y-como-se-desarrolla

ultima visita 1/10/2015
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Canceres del sistema nervioso central.- Empiezan en los tejidos del cerebro y de la

médula espinal.®
I.1.4 Tratamientos contra el cancer

Cada tipo de cancer necesita un tratamiento especifico que puede abarcar uno o mas
r 1 . y . , . , . .
métodos.” Los tipos mas comunes de tratamiento contra el cancer son cirugia, radioterapia

y quimioterapia.’

Cirugia.- La cirugia es a menudo la primera opcion de tratamiento si se puede extirpar el
tumor del cuerpo.” También es un elemento clave en diagnosticar cancer y determinar qué

tanto se pudo haber propagado.8

Se conoce como cirugia invasiva a aquélla en la que un cirujano requiere hacer un corte
para realizar una operacion en el cuerpo. Hoy dia, las operaciones que conllevan menos
cortes (cirugia menos invasiva) se pueden realizar a menudo para extirpar tumores mientras
se preserva lo mas posible el funcionamiento normal del tejido.7 A veces, solo se puede
eliminar parte del tumor. Antes o después de la cirugia, se puede usar radiacion,

quimioterapia o ambas con la finalidad de reducir el tamafio o erradicar el tumor.®

Radioterapia.- La radioterapia utiliza particulas u ondas de alta energia, tales como los
rayos X, rayos gamma, rayos de electrones o de protones, para eliminar o dafar las células
cancerosas.® La radiacion puede provenir desde el exterior del cuerpo (radiacion externa) o
mediante materiales radiactivos colocados directamente en el tumor (radiacion interna o
implantes radiactivos). El tratamiento con radiacién externa es similar a someterse a una
radiografia. La radiacidon en si no causa dolor, aunque el dafio a los tejidos puede causar

efectos secundarios.’

La radiacion puede ser administrada por si sola o junto con otros tratamientos, como cirugia

o quimioterapia. De hecho, se sabe que ciertos medicamentos son radiosensibilizantes.

% http://www.cancer.org/espanol/servicios/comohablarsobrecancer/fragmentado/cuando-alguien-en-su-
trabajo-tiene-cancer-questions-and-answers-about-cancer-treatmentultima visita 1/10/2015
7 http://www.cancer.org/espanol/servicios/comohablarsobrecancer/fragmentado/cuando-alguien-en-su-
trabajo-tiene-cancer-questions-and-answers-about-cancer-treatmentultima visita 1/10/2015
¥ http://www.infocancer.org.mx/tratamiento-con454i0.html ultima visita 1/10/2015
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Quimioterapia.- El término quimioterapia se refiere al uso de medicamentos para destruir
las células cancerosas. Por lo general, los medicamentos se administran a través de una
vena (via intravenosa) o se toman via oral. Luego, los medicamentos de quimioterapia
viajan a través del torrente sanguineo del cuerpo, logrando alcanzar las células cancerosas

que pueden haberse propagado del tumor a otros lugares del cuerpo.’

Actualmente, se utilizan mas de 100 medicamentos de quimioterapia en muchas
combinaciones. Un solo medicamento de quimio puede ser usado para tratar el cancer, pero
a menudo se emplean multiples medicamentos en cierto orden o en ciertas combinaciones.
Esto permite que diferentes tipos de acciéon operen en conjunto para destruir un mayor
numero de células cancerosas. Ademas, se puede reducir la probabilidad de que el cancer se

torne resistente a un medicamento en particular.”®
I.1.5 Tipos de medicamentos en la quimioterapia

Los medicamentos quimioterapéuticos se pueden dividir en varios grupos basandose en
factores tales como su mecanismo de accion, su estructura quimica y/o su relaciéon con
otros medicamentos. Como algunos medicamentos actuan en mas de una forma, pueden

, 9 - ...
pertenecer a mas de un grupo.” Ejemplos de esas divisiones son:

e Agentes alquilantes.- Actuan directamente sobre el ADN al incorporar grupos
alquilo que dan lugar a la formacion de puentes inter o intra catenarios, responsables
de la alteracién funcional del ADN y en wltimo término, de la muerte celular."

e Antimetabolitos.- Estos farmacos inhiben la accion de las enzimas relacionadas con
la sintesis de purinas y pirimidinas, lo que resulta en la deplecion celular de éstas y
en la alteracién de la sintesis de los 4cidos nucléico.'

e Inhibidores de la mitosis.- Los inhibidores de la mitosis con frecuencia son
alcaloides de origen vegetal y otros compuestos derivados de productos naturales.
Pueden detener la mitosis o evitar que las enzimas sinteticen las proteinas necesarias

para la reproduccion de las células.’

*http://www.cancer.org/espanol/servicios/tratamientosyefectossecundarios/quimioterapia/fragmentado/p
rincipios-de-la-quimioterapia-analisis-exhaustivo-de-las-tecnicas-y-su-papel-en-el-tratamiento-contra-el-
cancer-types-of-chemo-drugs ultima visita 2/10/2015

"J. Garcia, A. Garcia-Palomo, J. Garcia. 2009. Quimioterapia antineoplasica. En: Principios del tratamiento
oncoldgico. H. Cortés Funes, R. Colomer Bosch. Publicaciones Permanyer. Barcelona. 219-259.
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Algunos ejemplos de moléculas empleadas en la quimioterapia se pueden observar en la

Figura 3.
HoN
F
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Figura 3.- Ejemplos de compuestos utilizados en la quimioterapia.

1.2 Bioconjugados

Un problema que ha enfrentado de la quimioterapia durante largo tiempo es la carencia de
tratamientos especificos para cada tumor. En la actualidad, los agentes citotoxicos son muy
poco especificos y producen una elevada toxicidad, la cual se deriva en efectos secundarios
severos. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos agentes y protocolos eficaces y especificos
para cada tumor es una necesidad urgente. En algunas ocasiones, las células tumorales
sobreexpresan ciertos receptores especificos, los cuales pueden utilizarse como dianas para
administrar agentes citotoxicos.'' Desde hace algunos afios, varios grupos de investigacion
han aprovechado estas caracteristicas para sintetizar una clase de compuestos a los que han

llamado bioconjugados.

El termino bioconjugado es utilizado para describir la union de 2 moléculas diferentes por
sus funciones quimicas o bioldgicas. Entre las funciones se incluyen conjugados de
anticuerpos, acidos nucleicos y sus andlogos, componentes liposomales, otras moléculas
biologicamente activas con otra molécula o grupos que le confieren o aumenta sus

propiedades de farmaco, toxina, inhibidor, enzima, ligando, ete.?

1. Ojima. Acc. Chem. Res.2008. 41, 108-119.
2 C. F. Meares. Bioconjugate Chem. 1990. 1, 1.
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Existen diversos ejemplos de bioconjugados que han tenido éxito en las funciones
especificas para las que fueron disefiados. Entre los propdsitos mas frecuentes destaca el
encontrar compuestos que incrementen la actividad citotoxica de farmacos ya establecidos
o moléculas con ciertos potenciales para su uso. A continuacion se presentan dos ejemplos

de bioconjugados que muestran resultados prometedores.

1.2.1 H-Gemcitabina

La Gemcitabina (1) es compuesto que inicialmente fue sintetizado por su poder antiviral, ya
que se presentaba como un inhibidor del RNA y del DNA de los virus como el herpes
simple y el virus vaccinia. Larry W. Hertel y colaboradores, realizaron en 1990 el estudio
de la actividad antitumaral de dicho compuesto'? y observaron que es un potente inhibidor
de la replicacion celular. Sin embargo, tiene una efectividad limitada debido a su alta
toxicidad y a su desactivacion en la sangre debido a su desaminacién.'* En el afio 2013,
Niren Murthy y colaboradores realizaron la sintesis de un bioconjugado llamado H-
gemcitabina'® (4), la cual estd conformada por una molécula de gemcitabina y un agente

vinculante al DNA llamado Hoechst.

Ligante

J\
'z H O
o/\/o\/\o/\/NT(\/S\S/\/U\ NH
(0]

e Ct
) NH
m@ﬁ@ Vo

N o

Hoechst (H)
4 OH
OH

Gemcitabina

Figura 4.- Estructura quimica de H-gemcitabina.

BLow. Hertel, G. B. Boder, J. S. Kroin, S. M. Rinzel, G. A. Poore, G. C. Todd y G. B. Grindey. Cancer Res.
1990, 50, 4417-4422.

' J. H. Beumer, J. L. Eiseman, R. A Parise, E. Joseph, J. M. Covey y M. J. Egorin. Clin. Cancer Res. 2008,
14, 3529-35.

> M. Dasari, A. P. Acharya, D. Kim, S. Lee, J. Rhea, R. Molinaro y N. Murthy. Bioconjugate Chem. 2013,
24,4-8.
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La H-gemcitabina fue sintetizada para circular a través del tejido, acumularse en el tumor y
después dejar en ¢l la pirimidona 1 para que sea ésta la que realice la funcion citotoxica. En
la Figura 5 se observan 2 graficas: en la grafica (a) se ilustra como el bioconjugado tiene
una mayor eficiencia en el tratamiento de tumores in vivo, ya que los tumores tratados con
H-gemcitabina tuvieron un crecimiento minimo, mientras que los que fueron tratados con
gemcitabina libre presentaron un aumento de tamafio. En la grafica (b) se puede observar
que después de 30 dias de terminado el tratamiento, existe un mayor porcentaje de ratones
que sobrevivieron en los que fueron tratados con H-gemcitabina, que los que tuvieron un

tratamiento con gemcitabina libre."
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Figura 5.- Graficas comparativas entre la gemcitabina libre y el bioconjugado
H-gemcitabina.
Con lo anterior, se demuestra que la actividad antitumoral de la gemcitabina se ve
beneficiada de manera positiva con la insercion de un fragmento que puede incorporarse al

DNA del tumor, ademas de que la toxicidad se ve disminuida.
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1.2.2 DHA-Paclitaxel

Los taxanos representan una importante especie de agentes anticancerigenos, de entre ellos
destaca el paclitaxel (2) (Taxol),'® el cual fue descubierto como parte de un programa en
donde se evalud la actividad de miles de extractos, y fue en 1963 que en el extracto crudo
de la raiz del arbol del tejo del Pacifico, Taxus brevifolia fue encontrado. Sin embargo, fue
hasta el afio de 1971 que McPhail y colaboradores'’ lograron identificar esta molécula

como el constituyente activo de los extractos y determinaron su estructura quimica (Figura

6).

Figura 6.- Estructura quimica del paclitaxel.

El paclitaxel ha sido utilizado contra el cancer de ovario, mama y pulmoén, debido a que
posee un mecanismo de accion en donde estabiliza microtubulos, los cuales tienen como
principal funcion la formacion del eje mitotico durante la division celular, ademds de estar
fuertemente ligados en muchas de las funciones de interfase incluida la forma y el
transporte intracelular.'” Si bien es cierto que la actividad del paclitaxel se sigue
considerando como buena, se busca sintetizar derivados y/o andlogos que ademas de
aumentar su actividad, ataquen lineas celulares que han generado algtn tipo de resistencia.
Esto motivo a Bradley y colaboradores a sintetizar un bioconjugado entre el paclitaxel y el

acido docosahexanoico (DHA-paclitaxel)'*(Figura 7).

' E. K. Rowinaky y R. C. Donehower. The New Eng. J. of Medicine. 1995, 332, 1004-1014.

M. C. Wani, H. L. Taylor, M. E Wall, P. Coggan y A.T. McPhail. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 2325-2327.
M. 0. Bradley, N. L. Webb, F. H. Anthony, P. Devanesan, P. A. Witman, S. Hemamalini, M. C. Chander,
S. D. Baker, L. He, S. B. Horwitz y C. S. Swindell. Clinical Cancer Res. 2001, 7, 3229-3239.
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Figura 7.- Estructura quimica del DHA-paclitaxel.

El 4cido docosahexaenoico (DHA) (6) es un lipido, y forma parte de los componentes
estructurales del cerebro, de la retina y de otros tejidos nerviosos, los cuales son

. . , . .. 1
particularmente ricos en 4cidos grasos poliinsaturados.'

6

Figura 8.-Estuctura quimica del acido docosahexaenoico (DHA).

Algunos estudios han arrojado que el consumo de DHA promueve ciertos beneficios entre
los que destacan la mejora de la agudeza visual en neonatos, mejora en funciones motoras y
de aprendizaje, disminuye la hipertrigliceridemia, disminuye la presion arterial, tiene
efectos antiinflamatorios, previene alergias y enfermedades autoinmunes. En contraste a lo
anterior, la deficiencia en la ingesta del DHA esté asociada a la hiperactividad, al déficit de
atencion, a la fibrosis quistica, a la enfermedad del Alzheimer y al propio proceso de

L. 2
envejecimiento.*’

Uno de los beneficios a la salud que mas resaltd en la ingesta del DHA, fue la observacion
de actividad biologica frente algunas lineas celulares cancerigenas. Jeong y colaboradores®’
reportaron el ICsyo del DHA frente a algunas de estas células y obtuvieron los resultados que

se muestran en la Tabla 1.

' M. Gil-Campos y J. D. Serra. An. Pediatr. 2010, 73, 142.e1-142.e8.

2 N. D. Riediger, R. A. Othman, M. Suh y M. H. Moghadasian. Am. Diet. Assoc. 2009, 109, 669-679.

s, Jeong, K. Jing, N. Kim, S. Shin, S. Kim, K. Song, J. Y. Heo, J. H. Park, K. S. Seo, J. Han, T. Wu, G. R.
Kweon, S. K. Park, J. Park y K. Lim. BioMed Central Cancer. 2014, 14, 481, 1-11.
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Tabla 1.- Valores de ICso (uM) de DHA frente a diversas lineas celulares cancerigenas.

Linea celular PA-1 H1299 D54MG
(Ovario) (Pulmén) (Glioblastoma)

ICsy (UM) 15.48+43.1 26.91+3.7 27.14+4.3 23.97+3.8

Sauer y colaboradores* determinaron el mecanismo por el cual actia el DHA en las células
cancerigenas. En un trabajo preliminar™ dieron seguimiento al efecto que tenian los 4cidos
grasos n-3 en el crecimiento de un tumor trasplantado en ratas. En dicho estudio observaron
una relacion directa entre la velocidad con la que el tumor absorbe acido linoleico, la
formacion del acido 13-hidroxioctadecadienoico (13-HODE) y el crecimiento del tumor.
Posteriormente, concluyeron que el 13-HODE es el agente mitogénico responsable del
crecimiento del tumor. Finalmente, ellos proponen que cuando se encuentra presente un
acido graso n-3 en la sangre, éste es reconocido por un receptor que activa la transduccion,
provocando que la absorcion del acido linoleico y la liberacion de 13-HODE disminuyan.
Este mecanismo explicaria la dependencia entre el crecimiento del tumor y la absorcion del

acido graso.

Otro mecanismo propuesto es la competencia entre los acidos grasos n-3 y el acido
linoleico junto al acido araquidénico por las enzimas de elongacion, desaturacion y
metabolismo de dicho acido. También se propuso una disminucién en el tamafio del tumor
debido a los cambios del potencial de oxidacion por la incorporacion de los acidos grasos

en la membrana lipidica del tumor.”

Actualmente, el DHA ademas de ser utilizado como un suplemento alimenticio y/o un

18,24

ingrediente adicionado a alimentos, es utilizado para la sintesis de bioconjugados y/o es

.- , cr 2
utilizado como un coadyuvante en algunos farmacos para aumentar su absorcion.”

L. A. Sauer. Cancer Res. 2000, 60, 5289-5295.

Z L. A. Sauer, R. T. Dauchy y D. E. Blask. J. Nutr. 1997, 127, 1412-1421.

 G. Calviello, F. D. Nicuolo, S. Serini, E. Piccioni, A. Boninsegna, N. Maggiano, F. O. Ranelletti y P.
Palozza. Cancer Chemother Pharmacol. 2005, 55, 12-20.

P R. A. Siddiqui, K. A. Harvey, Z. Xu, E. M. Bammerlin, C. Walker y J. D. Altenburg. BioFactors. 2011, 37,
399-412.
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Dichas razones fueron las que llevaron a Bradley a la sintesis del bioconjugado DHA-
paclitaxel, con el cual realizé la comparacion de la actividad antitumoral entre el farmaco
solo y el bioconjugado en diferentes lineas celulares, y asi observo que los tumores tratados
con paclitaxel aumentaban de tamafio mientras transcurrian los dias, mientras que aquellos
que recibieron el bioconjugado habia desaparecido. En la Figura 9 (a) se observa la grafica
en la que se compara la actividad antitumoral, con base en el tamafo del tumor en células
cancerigenas de pulméon (M109), mientras que en la grafica (b) se muestra el estudio en el
cual se realiz6 la comparacion del tamafio del tumor en células cancerigenas de colon (HT-
29), observando en ambas un mejor resultado para el DHA-paclitaxel.'®
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Figura 9.-Graficas comparativas entre el paclitaxel libre y el bioconjugado DHA -paclitaxel
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Una ventaja que también fue observada por Bradley'® es el tiempo que permanece el

bioconjugado en el plasma del tumor, el cual es mayor al del paclitaxel libre (Figura 10).

100000

=@ DHA-Paclitaxel From i.v. DHA-Paclitaxel (120 mpikg)

100000 =i DHA-Paclitaxel from |y, DHA-Paclitaxel (27.4 mpkek
——Paclitaxel from i.v Paclitaxel {20 mgkg)

—0— Paclitazel from i.v. HIA-Paclitaxel (120 mpkg)

LR == Paclitasel from iy DHA-Paclitaxel (274 meke)

Concentracion (nh)

] T T T T T Y T T T T T T

1] 25 50 5 M 125 150 I8 200 X5 28) 75 00 325 350

Tiempo [horas)
Figura 10.-Gréfica de la concentracion en plasma a través del tiempo.

Este compuesto ha sido nombrado Taxoprexin y ha sido sometido a las fases clinicas 1,
2?7y 3, lo cual demuestra que la estrategia conduce a compuestos con mayor actividad
antitumoral, ademas de presentar un mayor tiempo de vida. Cabe resaltar que otros estudios
realizados también han demostrado que la concentracion maxima tolerada para el DHA-

paclitaxel es considerablemente mayor que el de paclitaxel en su forma libre.'®

1.3 Goniomitina

La goniomitina (7) es un compuesto natural que fue aislado por Husson y colaboradores en

1987.%° Fue extraido de la raiz de la planta Gonioma malagasy y es el inico miembro de la

%A C. Wolff, R. C. Donehower, M. K. Carducci, M. A. Carducci, J. R. Brahmer, Y. Zabelina, M. O.

Bradley, F. H. Anthony, C. S. Swindell, P. A. Witman, N. L. Webb y S. D. Baker. Clinical Cancer Res. 2003,
9, 3589-3597.

2 R. J. Jones, R. E. Hawkins, M. M. Eatock, D. R. Ferry, L. M. Eskens, H. Wilke, T. R.J. Evans. Cancer
Chemother Pharmacol. 2008, 61, 435-441.

* A. Y. Bedikian, R. C. DeConti, R. Conry, S. Agarwala, N. Papadopoulos, K. B. Kim y M. Ernstoff. Annals
of Oncology. 2010, 1-7.

* L. Randriambola, J. C. Quirion, C. Kan-Fan y H. P. Husson. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 2123-2126.

12
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familia de indoles de la aspidosperma que presenta una estructura tetraciclica de tipo
indolo[ 1,2-a][1,8]naftiridina, en la cual el nitrégeno del indol forma parte de otro de los

ciclos (Figura 11).

N
H

9

(+)-Aspidospermidina Limaspermidina

Figura 11.- Estructura de la goniomitina y dos alcaloides representativos de la
familia aspidosperma.

Desde que Husson junto a su grupo de trabajo lograron determinar la estructura de la
goniomitina, se han reportado 8 sintesis totales (Takano,*® Pagenkopf,’' Waser,”> Mukay,”
Bach,* Lewin,” Zhu®® y Jia);"’ asi como la preparacién de algunos intermediarios
avanzados (Husson,”® Lewin,” Giirtler” y Torres-Ochoa).”’ A continuacion se presentan

algunos ejemplos de las sintesis mencionadas.

3%'S. Takano, T. Sato, K. Inomata, y K. Ogasawara. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1991, 7, 462-464.

31 C. L. Morales y B. L. Pagenkopf. Org. Lett. 2008, 10, 157—159.

32 F. de Simone, J. Gertsch, y J. Waser. Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 5767-5770.

33 M. Mizutani, F. Inagaki, T. Nakanishi, C. Yanagihara, I. Tamai y C. Mukai. Org. Lett., 2011, 13, 1796—
1799.

3% L. Jiao, E. Herdtweck, y T. Bach. J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 14563-14572.

33 G. Lewin, G. Bernadat, G. Aubert, y T. Cresteil. Tetrahedron. 2013, 69, 1622-1627.
%0 7. Xu, Q.Wang, y J. Zhu. Angew. Chem. Int. Ed.. 2013, 52, 3272-3276.

7S, Zhou y Y. Jia. Org. Lett. 2014, 16, 3416-3418.

3% C. Hashimioto y H. P. Husson. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 4563-4566.

3 G. Lewin y C. Schaeffer. Natural Product Lett. 1995, 7, 227234

% C. F. Giirtler, E. Steckhan y S. Blechert. J. Org. Chem. 1996, 61, 4136-4143.
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1.3.1 Sintesis de Husson

El primero en realizar la sintesis del esqueleto tetraciclico del producto natural fue el
mismo Husson,™ quién preparé el andlogo 14 partiendo de la o-toluidina (10), en una

secuencia de 4 reacciones y con un rendimiento global del 18% (Esquema 1).

OH
A\
a b A\
©\/ W N N
N’ = H
+MS N Y. N \
\
\
10 " Y
l 12

c
OH

(+-) 14 13

Esquema 1.- Sintesis de Husson. Reactivos y condiciones: (a) (i) n-BuLi (2.2 equiv),
hexano (reflujo, 6 h) y (ii) 3-(3-piridil)propanoato de metilo, THF (=78 a 15 °C); (b)
MeMgl (10 equiv), 6xido de etileno (10 equiv), Et,O (1 h), reflujo (2 h); (c) Mel, CH,Cl,
(reflujo, 2 h); (d) Hy, PtO,, NaOMe, MeOH (3 h).

1.3.2 Sintesis de Waser y determinacion de su actividad citotoxica

Waser y colaboradores™ realizaron la sintesis de la goniomitina en el afio 2010, en donde
obtuvieron la mezcla racémica. La ruta sintética de Waser (Esquema 2) const6 de 5 pasos
de reaccion y comenz6 con la proteccion del triptofol hasta obtener el indol 17 que se hizo
reaccionar con el biciclo 18, (el cual proviene de una d-lactama). El rendimiento global fue

del 34%.

*I R. O. Torres Ochoa. Sintesis de los ndcleos estructurales de los alcaloides indélicos tronocarpina y
goniomitina. Tesis de Doctorado. Universidad Nacional Autonoma de México. 2014.

14
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Esquema 2.-Sintesis de Waser. Reactivos y condiciones: (a) TIPSCI (1.05 equiv), imidazol
(2.1 equiv), DMF (t.a., 1 h); (b) (i) n-BuLi (1.2 equiv), Et,O (0 °C a reflujo, 2 h), (ii) CO, (0
°C, 30 min), (iii) H3O" (pH 2); (c) (i) t-BuLi (3.0 equiv), 17 (1.5 equiv), TMEDA (2.0 equiv),
THF (=78 °C, 3 h), (ii) 18 (1.0 equiv), THF (0 °C, 20 min); (d) TsOH (0.2 equiv), CH,Cl,
(t.a., 10 min); (e) (i) NaBH4, MeOH (0 °C a t.a., 3 h), (ii) Ac,0, Py (t.a., toda la noche), (iii)
H,, Pd-C (0.1 equiv), EtOH, (iv) TBAF (4.4 equiv), THF (t.a., 30 min).

A pesar de que el aislamiento y la determinacion de la estructura de la goniomitina fueron
descritas desde 1987, hasta antes de la sintesis de Waser no se le habia realizado la
determinacion de alguna actividad biologica. Fue el mismo Waser quien dio a conocer los
resultados de actividad citotoxica de la goniomitina, la cual mostrd valores modestos de

ICs en diversas lineas celulares* (Tabla 2).

*F. De Simone, J. Gertsch y J. Waser. Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 4038.
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Tabla 2.- Valores de ICs originales y corregidos de la goniomitina.

ICs¢ [nM] originales ICso [uM] corregidos

205 +27 47.8+4.3
239+ 13 529438
159 + 24 32.0+2.4
247+ 10 29.3+4.0

MDR-1-MDCK (rifion
381 +17 73.2+3.5

humano mutirresistente)

La determinacion de la actividad citotdxica que realizd6 Waser lejos de reducir el interés de
los investigadores, los siguié motivando a desarrollar nuevas estrategias sintéticas para la
goniomitina, las cuales permitan ademas de acceder al alcaloide en cantidades adecuadas,
ademds de preparar nuevos andlogos del mismo con el fin de encontrar moléculas con
mayor actividad. Lewin y colaboradores,” en el afio 2013, realizaron una sintesis
biomimética, tomando como base la propuesta de biosintesis de Husson. Ademdas de
realizar la sintesis, Lewin determiné el porcentaje de inhibicion de crecimiento de algunas

lineas celulares cancerigenas. Los resultados se observan en la Tabla 3.

Tabla 3.- Porcentaje de inhibicion de crecimiento de la (+) y de la (-)
goniomitina a 10 uM.

PC3 HCT116

Compuesto

(prostata) (colon)
(-)-7 0+4 3+14 16+2 15+10 3143
(+)-7 69+2 59+5 43+1 62+5 63+3

Con este resultado, observdo que la (+)-goniomitina (no natural) presenta una mayor

actividad bioldgica que la (-)-goniomitina (natural).
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1.3.3 Sintesis de Bach

Bach dio a conocer otra ruta de sintesis para la (+) goniomitina, que consto de 6 etapas y un
rendimiento global del 36%, siendo el paso clave de la sintesis la reaccion de sustitucion

del triptofol en la posicion 2 (Esquema 3).

OTBS OTBS OTBS
b
N oos COEt __ N\ COEt—> A\
N N N
21 22 H
23 g
24 \
C
OTBS OTBS OTBS
N . A\ g N
N N N
HO o) o
27 26 25
(+197 B H,N | Nj HO

Esquema 3.- Sintesis de Bach (a) norborneno (2.01 equiv), K,CO;3 (4.01 equiv), compuesto
22 (4.01 equiv), PdCl; (0.1 equiv), DMF-DMSO (9 : 1), H>O (0.5 mol L™, aire, 60 °C, 26 h;
(b) (i) LIHMDS (3.0 equiv), THF (=78 °C-t.a.), (ii))CH,=CHCH,Br (3.0 equiv) (=78 °C, 40
min), t.a. (30 min)); (c) (i) 9-BBN (1.39 equiv), (0 °C (15 min), t.a. (1 h)), (i) NaOH (1mol
L™, 35% H,0, (0.18mol L"), 0 °C (30 min); (d) PPhs (2.08 equiv), DPPA (2.94 equiv),
DIAD (2.8 equiv), 0 °C-t.a. (3.5 h); (e) LiAlH4 (4.01 equiv), THF (0 °C-t.a., 2 h); (f) AcOH-

THF-H,O0 (3:1:1,v/v), 40°C (24 h).

1.3.4 Sintesis de Torres-Ochoa

Torres-Ochoa,*' realizo como parte de su tesis de doctorado la sintesis del analogo 35 de la
goniomitina. Dicha sintesis es la tinica que utiliza en alguna de sus etapas una reaccion de
sustitucion radicalaria oxidativa que consto de 6 pasos de reaccion y un rendimiento global

del 11% (Esquema 4).
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Esquema 4.- Sintesis Torres Ochoa.- (a) compuesto 28 (1.3 equiv), DLP (1.8 equiv), DCE
(reflujo, 4 h); (b) compuesto 30 (1.5 equiv), Na,COs (9 equiv), TEBA (1.5 equiv), MeCN
(reflujo, 2.5h); (c) NiCl,.6H,O, NaBH4, MeOH (0 °C); (d) POCI;, tolueno (reflujo); (e)
NaBH4, MeOH (0 °C); (f) NaOEt, DMSO (t.a.).

Ademas de la realizacidon de la sintesis, Torres-Ochoa dio a conocer los resultados
referentes a la actividad citotoxica del compuesto tetraciclico 34, en donde el grupo OH- se
encuentra protegido en forma de carbonato, y el compuesto 35 en donde el OH- se

encuentra libre (Tabla 4).

Tabla 4.- Porcentaje de inhibicion de crecimiento del compuesto 34 y
35 a 50 uM.

U-251
MCF-7

(glia PC-3 K562 HCT-15 SKLU-1
Compuesto (adenocarcinoma

del (prostata) (leucemia) | (colon) (mama)
de pulmon)

SNC)
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Como se puede observar, el compuesto tetraciclico 34 resultd activo frente a 4 lineas
cancerigenas, ya que inhibe mas del 50% de crecimiento de las células, en contraste con el
compuesto 35, en donde se tiene libre el grupo OH, y el cual no presenta actividad frente a
ninguna linea celular. Por tal motivo, Torres-Ochoa determind solamente los valores de

I1Cs( del tetraciclo 34.

Tabla 5.- Concentracion Inhibitoria 50 (ICsp) del compuesto 34 (uM).

U-251 PC-3 K562 HCT-15S SKLU-1 MCF-7

g’ NA ’ 45.72+4.5 | 35.3942.5 | 52.942.4 | 49.24+3.0 ‘ 36.24+2.5 |

1.4 Xantatos en Quimica Organica

Los xantatos o ditiocarbonatos son un tipo de compuestos organicos conocidos desde hace
un par de siglos. El primer uso en sintesis podria atribuirsele a la eliminacion de Chugaev;
sin embargo, el uso mas reciente se debe a la reaccion de Barton-McCombie para la
desoxigenacion de un alcohol secundario. Zard® estudié las diferentes rutas mecanisticas
relacionadas a la descoposicion radicalaria de un xantato, y propuso una alternativa para
generar nuevos enlaces C-C. Con base en la modificacion de Zard, se han planteado
diversas metodologias sintéticamente Utiles y simples, como lo es la alquilacion radical-
oxidativa desarrollada por Miranda y colaboradores,* con la cual es factible realizar
alquilaciones en sistemas heteroaromaticos (indoles, pirroles, furanos, etc.) en la posicion 2,
sin necesidad de tener un sustituyente en la posicion 3 o si el heterodtomo se encuentra o no

protegido. Dicha técnica se muestra en el Esquema 5.

* B. Quiclet-Sire y S. Z. Zard. Chem. Eur. J. 2006, 12, 6002 — 6016.
*Y. M. Osornio, R. Cruz-Almanza, V. Jiménez-Montafio y L. D. Miranda. Chem. Commun. 2003, 2316-
2317.
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ANTECEDENTES

DLP
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Esquema 5.- Reaccion de sustitucion radical oxidativa.

En el grupo de trabajo de Martinez se ha aprovechado esta reaccion y se han preparado
diversos compuestos; por ejemplo, el nucleo pentaciclico de la tronocarpina (A),* 1a cual
es un producto natural y no existe ningiin reporte de su sintesis total. Ademas el producto

natural caulerpina (B),* el cual se sabe que presenta actividad antitumoral y

antitubercolosa.
\
O
R 0
CO,R H O
/ | N O
N  CO,R
N
. & N
(@]
A B 0O
\

Esquema 6.- Ejemplos del uso de la reaccion de sustitucion
radical-oxidativa.

#R. O. Torres-Ochoa, P. E. Reyes-Gutiérrez y R. Martinez. Eur. J. Org. Chem. 2014, 48-52.
% C.1. Canché, R. Gomez, C. I. Espitia, R. O. Torres-Ochoa y R. Martinez. Mar. Drugs 2014, 12, 1757-1772
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HIPOTESIS

. Hipotesis

Es posible realizar la sintesis del esqueleto tetraciclico ABCD del alcaloide goniomitina
empleando una ruta sintética de pocos pasos de reaccion y en la que se utilice una reaccion
de sustitucion radical oxidativa como paso clave. Ademds, la preparacion de su
bioconjugado con DHA aumentara su actividad citotdxica frente a algunas lineas celulares

cancerigenas.

Figura 12.- a) esqueleto tetraciclico ABCD de la goniomitina;
b) bioconjugado tetraciclico-DHA.
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OBJETIVOS

1. Objetivos

e Sintetizar el nucleo tetraciclico del alcaloide goniomitina mediante una ruta sintética que
involucre pocos pasos de reaccion.

e Determinar la actividad citotoxica del esqueleto tetraciclico de la goniomitina.

e Realizar la sintesis del bioconjugado entre el esqueleto tetraciclico de la goniomitina y el
DHA.

e Determinar la actividad citotoxica del bioconjugado tetraciclo-DHA.
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RUTA SINTETICA

IV. Ruta sintética

IV.1 Ruta sintética para obtener el niicleo estructural ABCD de la goniomitina

La propuesta emplearia al compuesto inddlico triptofol (15) como materia de partida, el
cual serd alquilado en la posicion C2, a través de una sustitucion radical oxidativa,
utilizando como fuente del radical el xantatato 36. Al indol sustituido 37 se le hara
reaccionar en condiciones basicas con el éster a,p-insaturado 30 a través de una reaccion de
Michael y una reaccion intramolecular para obtener el intermediario triciclico 38, el cual se
sometera a la reduccion del grupo nitrilo presente para obtener la amina 39. El compuesto
aminico 39 se llevard a temperatura de reflujo para que ocurra una transamidacioén y
generar el compuesto 40, el cual se ciclara para obtener el esqueleto tetraciclico ABCD de
la goniomitina 41. Finalmente se realizard la desproteccion del alcohol para obtener el

compuesto 42, un intermediario avanzado para obtener la goniomitina.

OH
OH M Sustitucion (@)
~ e i
0 o) radical CN
oxidativa CO,Me ~o
N\ + SYS — AN + 30
” \/O H COzMe
15 36 37 i)Reaccion de Michael
ii)Reaccion intramolecular
0-CO,Me (0]
-CO,Me
o072 o4 _
CO.Me Reduccién 0
CO,Me  Transamidacion A\ 2 d?'_ grupo
A\ - nitrilo CO,Me
N - A\
N N
40 NH ©
o 39 NH, o
Ciclacion 38 CN
o0-COy,Me OH
COzMe CO-M
@ BY Desproteccion @ BY 2Vie
HN D HN p
4 42

Esquema 7.- Ruta sintética del esqueleto tetraciclico de la goniomitina
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RUTA SINTETICA

IV.2 Ruta sintética para la obtencion del bioconjugado tetraciclo-DHA

Para la sintesis del bioconjugado tetraciclo-DHA, entre el compuesto 42 y el DHA (6), se
realizard una reaccion de esterificacion entre el alcohol presente en el tetraciclo y el acido

docosahexaenoico, dando como resultado el éster 43.

OH
CO,Me 0
5\ - o~
N +
c 6
HN D
42 Esterificacion
(@]
o _ _ _ _ _ _
CO,Me
(215}
N Cc
HN D
43

Esquema 8.- Sintesis del bioconjugado tetraciclo-DHA 43
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DISCUSION DE RESULTADOS

V. Discusién de resultados

La sintesis del esqueleto tetraciclico ABCD de la goniomitina, se inicio con la preparacion
de las materias primas: el ditiocarbonato 36 y el éster o,3—insaturado 30 (Esquema 7) como

se muestra a continuacion.

V.1 Sintesis del xantato

o o
o o
. j\ MeCN.0 °C \OMO/
A T ey oy
0
44 45 N~ 36

Esquema 9.- Sintesis del Xantato

Para la sintesis del xantato 36, se utilizdo la técnica descrita por Reyes-Gutiérrez y
colaboradores,”’ partiendo del cloromalonato de dimetilo (44), el cual se hizo reaccionar
con el etilxantogenato de potasio (45) a través de una reaccidon de sustitucion nucleofilica.
Esta reaccion se realizo en repetidas ocasiones obteniendo un rendimiento promedio del
89%. Sin embargo, es importante tomar diversas precauciones. Pomo por ejemplo, la
temperatura y el tiempo de reaccion deben ser monitoreados y controlados adecuadamente,
ya que si se deja reaccionando un mayor tiempo del indicado, se comienza a observar un
precipitado amarillo, el cual no corresponde al producto deseado. Otra observacion
relevante, es la eliminacion del disolvente para obtener el crudo de reaccion; esta debe ser a
temperatura baja ya que a temperaturas muy altas los xantatos pierden estabilidad y
descomponen. Finalmente, fue necesario realizar la purificacion del producto mediante

cromatografia en columna. El producto puro fue caracterizado por RMN de 'Hy "°C.

“p.E. Reyes-Gutiérrez, R. O. Torres-Ochoa, R. Martinez y L. D. Miranda. Org. Biomol. Chem. 2009, 7,
1388-1396.
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DISCUSION DE RESULTADOS

V.2 Sintesis del éster a,f—insaturado
La sintesis del éster se realizo en 2 pasos de reaccion como se describe enseguida.

V.2.1 Alquilacion del acido de Meldrum

% Tritén B Q
K,CO
o) + 2y o
#\o o a7 MeCN,60°C )\o o
46 48

Esquema 10.- Sustitucion del acido de Meldrum

La alquilacion del acido de Meldrum (46) se realiz6 en medio basico, a una temperatura de
60 °C, basandose en una técnica reportada.*® La adicion del acrilonitrilo (47) se realizo en
periodos de 1.5 h, hasta que se observd que la materia prima se habia consumido. La
adicion se llevo a cabo de esta manera ya que 47 tiene un punto de ebullicion relativamente
bajo (77 °C) y a la temperatura de reaccion, paulatinamente se estaria evaporando de la
mezcla de reaccion. Al finalizar el tiempo de la reaccion, se le realizd el tratamiento
correspondiente y se obtuvo un solido blanco, el cual no fue necesario purificar y asi fue

utilizado en la siguiente reaccion.

V.2.2 Obtencion del éster a,B-insaturado (30)

0 MeOH, o
® _© Reflujo
o N NG CN
I 68% global
o o
48 49 30

Esquema 11.- Obtencion de éster o,-insaturado (30)

Para la obtencién del éster 30 se hizo reaccionar el acido de Meldrum sustituido 48 con la
sal de Eschenmoser (49), a temperatura de reflujo.* Finalizado el tiempo de reaccion, se le

realizo el tratamiento para la obtencion del crudo de reaccion, el cual se purifico mediante

M. S. Chande, R. R. Khanwelkar. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 7787-7792.
* B. Hin, P. Majer y T. Tsukamoto. J. Org. Chem., 2002, 67, 7365-7368.
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una cromatografia en columna. Esta reaccion se realizo en diferentes ocasiones y se obtuvo

un rendimiento global promedio del 68%, a partir de la sustitucion del acido de Meldrum.

Una vez preparadas las materias primas, se continu6 con la secuencia de reacciones, como

se describe enseguida.

V.3 Sustitucion radical oxidativa del triptofol

OH 0 0 OH
No o~ DLP
+ m— CO,Me
A\ Ss_S A\
N Y N  CO,Me
H ~© H
15 36 37

Esquema 12.- Reaccion de sustitucion radical oxidativa del triptofol para la obtencion de 37

Inicialmente, la reaccion de sustitucion radical oxidativa entre el triptofol (15) y el xantato
36 se llevo a cabo en condiciones libres de disolvente,™ utilizando el perdxido de dilaurilo

como agente iniciador de radicales libres y agente oxidante. Los resultados se muestran en

la Tabla 6.

Tabla 6.- Condiciones de reaccion de la sustitucion radical oxidativa
libre de disolvente

) e ol

_ 1.19 2.38 80 °C 10 min 52 %
3.74 7.48 80 °C 10 min 20 %

Al observar los resultados obtenidos en el ensayo 1 y al compararlos con los obtenidos
utilizando disolvente,”" en donde se observa un rendimiento promedio del 68%, se puede
decir que el rendimiento de la reaccion se ve afectado de tal manera que se pierde alrededor
de un 16%. Sin embargo, se reduce el tiempo de reaccién, ya que cuando se emplea
disolvente el tiempo promedio para la misma es de 4 horas; mientras que al realizar la

sintesis libre de disolvente se requieren solamente 10 minutos. Por tal motivo, se tomo la

O E. Flérez-Lopez, L. B. Gomez-Pérez, L. D. Miranda. Tetrahedron Lett. 2010, 51, 60006002
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decision de sacrificar un poco el rendimiento y ahorrar tiempo, pero al aplicar la técnica
libre de disolvente a una mayor cantidad de sustrato (3.74 mmoles, segundo ensayo), el
resultado no fue el esperado y se observo una disminucién drastica en el rendimiento, del
mas del 30%. Una posible explicacion para este resultado es que debido al incremento de la
materia prima se requeria mayor tiempo para que reaccionaran los reactivos, y ademas
podria existir una mayor saturacion en el matraz, una menor homogeneidad en la mezcla de
reaccion y por ende un menor contacto entre los reactivos. Otro factor puede ser la
temperatura de la reaccion, ya que al realizar las adiciones de DLP se produce una reaccion
exotérmica que rebasa los 80 °C,” lo que podria ocasionar la descomposicion del xantato
utilizado, lo que disminuiria el rendimiento obtenido, e incluso la reproducibilidad del
experimento. Por tal motivo, se decidid llevar a cabo la reaccion utilizando un disolvente,

como habitualmente se realiza en el laboratorio.

El triptofol y el xantato 36 se disolvieron en dicloroetano y se mantuvieron en agitacion
magnética, burbujeando N, durante 30 minutos para degasificar. Las adiciones del iniciador

(DLP) se realizaron cada hora, y el rendimiento promedio obtenido fue del 60%.

En este caso, la temperatura de reaccidon se controld por el disolvente, ya que el punto de
ebullicion del dicloroetano es de 83 °C. Esto disminuye el riesgo de que el xantato pueda
descomponerse debido a la temperatura y que asi tener una mayor probabilidad de
reaccion. Después del tratamiento para eliminar los restos de DLP, mediante la extraccion

con hexano, fue necesario purificar el producto por cromatografia en columna.

Otra cuestion importante de este experimento fue que el Rf del triptofol y el producto 37
son muy similares, lo que dificulta el seguimiento del avance de la reaccidon por
cromatografia en capa fina; sin embargo, en la purificacion por cromatografia en columna

es posible separar ambos compuestos satisfactoriamente para su analisis y caracterizacion.
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V.4 Sintesis del compuesto triciclico 38
¥y
O
OH o—
0 TEBA, Na,CO5
N COMe * Nq CN —> \ ,CO:Me
MeCN, reflujo N
H CO,Me 70 %

o
37 30 38 CN

Esquema 13.- Sintesis del compuesto triciclico 38

La sintesis del compuesto triciclico 38 se realizd6 mediante una reaccion de Michael
basandose en la técnica descrita por Torres-Ochoa,*' en donde el proton o a los ésteres, en
el triptofol alquilado, es abstraido por una base generando un carbanién que reacciona con
el éster a,B-insaturado. Posteriormente el nitrogeno del indol reaccione con el carbonilo del
éster y forma el tercer anillo del compuesto 38. Ademas, en el medio bésico ocurre una
reaccion intramolecular, en la cual migra de uno de los esteres al hidroxilo del triptofol,
formando un grupo carbonato. Esta reaccion fue realizada en repetidas ocasiones y se
obtuvo un rendimiento promedio del 70%. La purificacion se hizo por cromatografia en

columna y se logré obtener el compuesto triiclico de forma pura para su caracterizacion.

Mediante el experimento NOESY, se determin6 la configuracion relativa del compuesto
triciclico. Se observd que no existe interaccion entre el proton a al carbonilo de la amida y
el proton a al éster metilico, lo que sugiere que el sustituyente a al carbonilo y el éster
metilico se encuentran en posicion trans, adoptando asi la configuraciéon como la que se

muestra en la Figura 13.
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Figura 13.- Configuracion relativa del compuesto triciclico 38

V.5 Reduccion del grupo nitrilo para obtener la amina 39

Una vez sintetizado el compuesto triciclico 38, se continud con la ruta sintética establecida,
por lo que el siguiente paso fue la reduccion del grupo nitrilo para producir la amina 39,

. ;. . 51
siguiendo la técnica descrita por Kerr,” como se muestra en el Esquema 14.

OfCOzMG OfCOzMe

CO,Me H,/PtO,
& 1 atm., t. a.

MeOH/CHCl,
99 %

CN

38

Esquema 14.- Reduccion del grupo nitrilo para generar 39

El compuesto triciclico se disolvié en metanol y cloroformo; posteriormente, se adicion6 el
catalizador de Adams (6xido de platino) y enseguida fue llevada a una atmosfera de
hidrégeno a una presion de 1 atm. La reaccion transcurrid practicamente en su totalidad, y
solamente requirid de ser filtrada sobre celita para retirar el catalizador utilizado.
Finalmente, se evapord el disolvente a presion reducida y se obtuvo la amina deseada 39,

sin necesidad de purificar, con un rendimiento del 99%.

> J. Magolan, C. A. Carson y M. A. Kerr. Org. Lett. 2008, 10, 1437-1440.
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V.6 Reaccion de transamidacion

~CO,Me
T2 0-CO,Me
CO,Me
A\ 2 \CO:Me
N 8-
N
H
O NH
0
39 NH; 40

Esquema 15.- Reaccion de transamidacion para obtener 40
La reaccidon de transamidacion se intentd mediante dos condiciones diferentes como se

muestra en la Tabla 7.

Tabla 7.- Condiciones para la reaccion de transamidacion

Disolvente Temperatura Tiempo Rendimiento

0.12 mmol MeOH t. a. 24 h =

0.12 mmol MeOH Reflujo 2h --

De acuerdo a la técnica descrita por Takano,”® inicialmente se disolvié la amina triciclica
39 en MeOH y se mantuvo en agitacion, a temperatura ambiente durante 24 horas. Sin
embargo, al concluir ese tiempo y realizar una cromatografia en capa fina para confirmar
queel avance de la reaccion, el resultado no fue el esperado. En la cromatoplaca solamente
se observo la presencia de la materia prima, por lo que se decidio elevar la temperatura de
la disolucion a la temperatura de reflujo del metanol, esperando que este incremento
favoreciera la reaccion. Después de 2 horas la disolucion fue monitoreada por
cromatografia en capa fina y nuevamente se observo que no transcurria satisfactoriamente,

ya que, solamente se conservaba la materia prima sin cambio.

Este resultado inesperado repercutia de manera importante en la ruta sintética planteada
inicialmente, ya que si no se obtenia la lactama 40 no se podria continuar con el siguiente
paso. Por tal motivo, se tuvo que replantear la ruta sintética inicial, de tal manera que se

pudiera omitir el paso con el cual se llega a 40.
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V.7 Nueva propuesta de sintesis del compuesto 42

OH
M Sustitucién (0]
-~ radical ~ CN
_oxidativa CO,Me @)
N\ N ¥
30
N CO,Me
H \/O H 2
15 36 37 i)Reaccion de Michael
ii)Reaccion intramolecular
O
0-CO,Me
0-CO,;Me O’(
CO,Me iy
Red
N d:I r:jifr(i;llc?n A\ COMe Reduccion A\ CO.Me
N - N de la amida N
-
HO
HO (@)
NH
51 2 50 CN 38 CN
Ciclacion
O’COZMe

\ ,CO:Me
B Desproteccion

N c

HN p
41

Esquema 16.- Nueva ruta sintética para obtener el compuesto 42

Descartando el paso en el cual se realizaba la transamidacion, debido a los resultados
obtenidos, se propuso una nueva ruta sintética, que al igual que la anterior, inicia con la
reaccion de sustitucion radical oxidativa del triptofol con el xantato 36, seguida de una
reaccion de Michael, entre el indol sustituido 37 y el éster a,pB-insaturado 30, ademaés, de
una reaccion intramolecular para obtener el compuesto triciclico 38. Posteriormente, la
reduccion del grupo carbonilo de la amida para obtener el alcohol 50, cuyo grupo nitrilo se
reducird para obtener el amino alcohol 51, que se ciclard al tetraciclo 41, que tras la

desproteccion del alcohol nos producira el compuesto 42.
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V.8 Reduccion del grupo carbonilo para obtener el alcohol 50

El triciclo 38 se obtuvo siguiendo la ruta sintética descrita en el Esquema 16. Enseguida, se
procedio a realizar la reduccion del grupo carbonilo en las condiciones que se muestran en

el Esquema 17.

OfCOzMe

50

CN

Esquema 17.-Reduccion del grupo carbonilo para producir 50

La reaccidn de reduccion se realizo disolviendo el compuesto triciclico 38, a 0 °C, ya que
ésta es exotérmica y se busca mantenerla a una temperatura baja para evitar que sea
demasiado violenta y en la medida de lo posible, no obtener subproductos. Asi mismo, la
adicion del borohidruro de sodio se realizd en cuatro porciones hasta completar la cantidad
requerida. Finalizado el tiempo de reaccion, se elimin6 el disolvente, por evaporacion a
presion reducida, para después extraer el producto con acetato de etilo y lavarlo con agua.
El crudo de reaccion mostrd sélo un compuesto, el cual correspondia al alcohol triciclico

50, por lo que no fue necesaria su purificacion.

33



DISCUSION DE RESULTADOS

V.9 Reduccion del grupo nitrilo para obtener el aminoalcohol 51

0-CO,Me 0-CO,Me

50

Esquema 18.-Reduccion del grupo nitrilo

Una vez obtenido el alcohol triciclio 50, se intent6 reducir el grupo nitrilo, para lo cual se

emplearon las 2 condiciones que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8.- Condiciones de la reaccion de reduccion del nitrilo 50

Disolventes Presion Temperatura Tiempo Rendimiento

H,/PtO, MeOH/CHCl; 1 atm t. a. 36 h -

H,/PtO, MeOH/CHCl, 2 atm t. a. 24 h -

En el primer caso, la reaccion se dejo en agitacion durante toda la noche. Al transcurrir ese
tiempo y después de monitorearlo por ccf, se observd que la materia prima seguia sin
reaccionar, por lo que se tomo la decision de dejarlo por 24 horas mas. Finalizado el tiempo
establecido, se volvid a monitorear, por ccf, para comprobar si la reaccion habia progresado
satisfactoriamente. Sin embargo, la materia prima continuaba sin ninguna transformacion.
En vista de que la reaccion no se habia llevado a cabo, se filtr6 el 6xido de platino sobre

celita y al filtrado se le evaporo6 el disolvente para recuperar el alcohol triciclico 50.

Tomando en cuenta los resultados anteriores y considerando que la reaccion habia
funcionado correctamente con el precursor del alcohol triciclico 38 (Esquema 17), se
decidio llevar a cabo la reaccion en condiciones de presion elevada (2 atmoésferas), durante
24 horas. Al término de este tiempo, no se obtuvieron los resultados deseados, ya que, al

realizar una cromatografia en capa fina se observo nuevamente que la materia prima seguia
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sin reaccionar. Estos resultados nos llevaron a tomar la decision de realizar la reduccidon

simultanea del carbonilo de la amida y la reduccidn del nitrilo en un solo paso de reaccion.

V.10 Reduccion del carbonilo y nitrilo de 38 en un solo paso.

O—COzMe O—COzMe

38

Esquema 19.-Reduccién one-pot del compuesto 38

Con los resultados obtenidos en la reduccion del grupo carbonilo y del grupo nitrilo por
separado, se planted la posibilidad de realizar ambas reducciones en un solo paso de

reaccion, para lo cual se establecieron las condiciones mostradas en la Tabla 9.

Tabla 9.- Condiciones de la reaccion de reduccién one-pot

- 12 eq. NaBH,4 MeOH

2 €q. N1C126H20 ==
MeOH 0°C l1h
12 eq. NaBH4

La reaccion comenzo con la etapa 1, en la que se realiz6 la reduccion del grupo carbonilo
de la amida con NaBHy, realizando la adicioén de éste en 4 porciones de 3 equivalentes cada
una. Esta etapa de la reaccion se siguid por ccf, en donde se observé que a medida que
desaparecia la materia prima se iba generando el alcohol correspondiente, hasta que se
. L ] 52 -
consume completamente. Enseguida, se adiciond el cloruro de niquel,” el cual en presencia
de borohidruro de sodio inmediatamente reacciona y transforma el color de la reaccion de

blanca a negra. A continuacion se adicionan porciones similares de borohidruro que en la

>2S. Caddick, D. B. Judd, K. Lewis, M. T. Reich y M. R. V. Williams. Tetrahedron. 2003, 59, 5417-5423.
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reduccion del carbonilo de la amida. Esta segunda etapa de la reaccion también se

monitored por ccf'y se observo que la materia prima se consumia completamente.

Transcurrido el tiempo de reaccién y habiéndose consumido toda la materia prima, asi
como el intermediario, se procedio a realizar el tratamiento de la reaccion iniciando con la
evaporacion del metanol, seguido de la extraccién con acetato de etilo y lavados con agua.
Al realizar una ccf para verificar si era necesario purificar el crudo por cromatografia en
columna, se observo que el producto de reaccion, que aparentemente solamente era uno, se

habia descompuesto después del trabajo de la reaccion.

La primera explicacion al resultado anterior se basé en que la eliminacion del disolvente
por evaporacion a presion reducida, se hizo a una temperatura demasiado alta y esto
ocasiond6 que el producto se descompusiera. Al realizar un nuevo ensayo, el
comportamiento de la mezcla de reaccion durante las 2 h fue exactamente el mismo: al
monitorearla por ccf se observaba solamente un producto. La evaporacion a presion
reducida del metanol se realizé con un ligero calentamiento, para evitar la descomposicion
observada, para después llevar a cabo la extraccion con acetato de etilo y lavados con agua,
pero al analizar por ccf se volvio a observar descomposicion, lo que descartaba la

explicacion de que la temperatura de evaporacion fuese la causante de la descomposicion.

En virtud del resultado anterior, surgié la idea de que el acetato de etilo se estuviera
transesterificando con el alcohol presente en el compuesto 51, por lo que, ademas de
realizar la evaporacion del disolvente a baja temperatura, se tomo la decision de realizar un
cambio en el disolvente para la extraccion y en lugar de utilizar el acetato de etilo se utilizo
diclorometano. Nuevamente, la reaccion transcurrié adecuadamente, al analizar por ccf se
observo que solamente se obtenia un producto. Se realiz6 la evaporacion del disolvente a
baja temperatura y se realizd la extraccion con diclorometano y lavados con agua.
Finalmente, se realizd una ccf para ver el resultado de los cambios, pero se observo

nuevamente la descomposicion del producto.

Durante el andlisis por ccf, en las que se observa la descomposicion del aminoalcohol 51,

se observaba un producto mayoritario, el cual fue posible aislar y caracterizar, a diferencia

> Q. Cheng, C. D. Sohl, F. K. Yoshimoto, y F. P. Guengerich. J. Biol. Chem. 2012, 287, 29554 — 29567.
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del aminolcohol 51 el cual no fue posible. El resultado de la caracterizacion arrojo una
agradable sorpresa, ya que el compuesto aislado de los productos de descomposicion era el
compuesto tetraciclico 41. Este inesperado resultado llevd nuevamente a replantear la ruta

sintética para alcanzar el objetivo planteado.

V.11 Ruta sintética final

OH

Sustitucion o
M < radical
_oxidativa CO,Me ~o CN
A\ A\ +
N CO,Me 30
H \/O H 2
15 36 37 _ 3 .
i) Reaccion de Michael
ii) Reaccién intramolecular
O
o4
OH O’COZMG o—
CO.M \ COZMe
CO,Me >Me L
B\ 2 Desproteccion B\ 1)Reduccion N
N ) N -~
c c 2) Ciclacion g
HN HN
P P 38 CN
42 M

Esquema 20.-Ruta sintética final para obtener el tetraciclo 42

Con el resultado anterior, se decidio replantear la ruta sintética, en la cual los dos primeros
pasos de reaccion no se modificaron. Se llevaron a cabo la sustitucion radical oxidativa y la
reaccion de Michael, llegando al compuesto triciclico 38. Sin embargo, pero en esta ocasion
se realizaria la reduccion del carbonilo de la amida, del nitrilo y la ciclacion en un solo paso
de reaccion, conocido comUnmente como reaccion One-pot, para obtener el compuesto

tetraciclico 41, que tras una desproteccion del alcohol nos daria el compuesto 42.
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V.12 Reaccion one-pot para obtener 41 a partir de 38

O—COzMe

0-CO,Me
COo,Me
N\ 2 \ fO:Me

N

N
@)

HN

38 CN 4

Esquema 21.-Reaccion one-pot para obtener 41 a partir de 38

Tabla 10.- Condiciones de la reaccién one-pot

Reactivos Disolvente | Temperatura Tiempo Rendimiento

a)NaBH4 a) 0°C a) 1h
b)NaBH4/NiCl,-6H,O MeOH b) 0°C b) 1h 28 %
¢)AcOH/H,0 c) 60°C c) 20h
a)NaBH4 a) 0°C a) 1h
b)NaBH4/NiCl,-6H,O MeOH b) 0°C b) 1h 31 %
¢)AcOH/H,O c) 40°C c) 20h
a)NaBH4 a) 0°C a) 1h
b)NaBH4/NiCl,-6H,O MeOH b) 0°C b) 1h 27 %
¢)AcOH/H,0 c) t a. c) 20h
a)NaBH4 a) 0°C a) 1h
b)NaBH4/NiCl,-6H,0O MeOH b) 0°C b) 1h 31 %
¢)AcOH/H,0 c) t.a. c) 72h
a)NaBH4 a) 0°C a) 1h
b)NaBH4/NiCl,-6H,0 MeOH b) 0°C b) 1h --
¢)H,O c) 40°C c) 72h
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La reacciéon se realiz basandose en la técnica descrita por Bach.>* Se inici6 con la
reduccién del grupo carbonilo y del grupo nitrilo en las condiciones anteriormente
establecidas. Posteriormente, cuando en la ccf se observo que la transformacion de la
materia prima 38 habia concluido y en la mezcla de reaccion ya estaba presente el
aminoalcohol triciclico, se adicion6 una mezcla de acido acético y agua. Enseguida, se
aumentd la temperatura de reacciéon a 60 °C y se dejo en agitacion durante 20 horas,
después de lo cual la mezcla de reaccion se llevo a pH > 12. Finalmente se realizé una
extraccion con diclorometano. La purificacion del crudo de reaccion se realizd por

cromatografia en columna y se obtuvo un rendimiento del 28% del tetraciclo 41.

Cabe mencionar que al realizar la ccf del crudo de la reaccion, se observo un producto que
presenta un brillo bajo luz UV, caracteristico de algunos alquenos, por lo que se especuld
que en el medio de reaccion, debido a que hay acido presente, se podria estar dando la

deshidratacion del alcohol para producir el alqueno triciclico 52 (Figura 14).

O’COzMe
\ C0:Me
N
52 NH,»

Figura 14.- Estructura del alqueno triciclico 52

En una primera modificacion, para evitar la posible deshidratacion, se redujo la temperatura
de la reaccion de ciclacion de 60 °C a 40 °C, conservando las demas condiciones sin ningiin
cambio. Este ensayo dio como resultado un ligero aumento en el rendimiento de la reaccion

del 28% al 31%.

Ya que la disminucién de la temperatura produce un ligero aumento en el rendimiento, se
decidio bajarla un poco mas, en un nuevo ensayo, en el cual las condiciones nuevamente
fueron las mismas, excepto que la temperatura esta vez fue la ambiente.
Desafortunadamente, este nuevo intento por mejorar el rendimiento no dio los resultados

esperados, ya que, este fue del 27%.
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El resultado anterior sugirid6 que era posible que a esa temperatura (t.a) se aumentara el
rendimiento, pero cambiando otra variable de las condiciones de reaccion. En este nuevo
ensayo la variable modificada fue el tiempo, manteniendo la reaccién a temperatura
ambiente en agitacion durante 72 horas. Finalizado el tratamiento de la reaccion
nuevamente se observd un ligero aumento en el rendimiento, el cual fue del 31%. A pesar
de presentar el mismo rendimiento que a 40 °C, se considera que la cantidad de tiempo no

es comparable con la poca ganancia que se alcanza.

Tomando en cuenta los resultados que se obtuvieron cuando se realizaron los ensayos para
la obtencidon del aminoalcohol triciclico, se realizd un ensayo en el cual seguido de la
reduccion de los grupos carbonilo de la amida y nitrilo, no se agregd la mezcla éacido
acético/agua. La modificacion consistid en adicionar solamente agua, con la finalidad que
eso fuera suficiente para promover la ciclacioén y asi obtener el compuesto tetraciclico 41.
Sin embargo, después de mantener la mezcla de reaccion en agitacion, a 40 °C 'y durante

72 horas, la ciclacion no procedio.

Como se puede observar en todos los casos, exceptuando en el que solamente se le adiciona
agua a la reaccion, el rendimiento oscila entre el 27 y 31%. El bajo rendimiento se atribuye
principalmente a la etapa de ciclacion, puesto que en las primeras 2 etapas, en las ccf se
observa una transformacion completa de las materias primas. Una de las explicaciones
planteadas para este bajo rendimiento, en comparacion con lo reportado por Bach,* es la
presencia del etilo en el aminoalcohol triciclico que no estd presente en el nuestro. Dicho
etilo conferiria un mayor impedimento estérico a la cadena butilaminica para efectuar giros

de sus enlaces sigma.

o0-CO,Me B OTBS N
N\ COo,Me N\
N N
HO HO
51 NH, 27 NH;
L a _ L b

Figura 15.- a) Intermediario obtenido en el presente trabajo,

b) Intermediario obtenido por Bach
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La configuracion relativa que presentan los carbonos de la fusion de los anillos C y D del
compuesto, esta determinada por la posicion en la que se encuentra la cadena butilaminica,
ya que la amina efectua el ataque nucleofilico por la misma cara en donde se encuentra la
cadena (Figura 15). Dicha configuracion se confirmé mediante el experimento NOESY en

RMN-'H del triciclo 41.

Figura 16.- Configuracion relativa del compuesto tetraciclico 41

V.13 Desproteccion del grupo -OH

0-CO,Me

4

Esquema 22.-Desproteccion del grupo —OH del compuesto 41

La reaccién de desproteccion del —OH se estudio empleando 2 carbonatos™ diferentes

como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 11.- Condiciones para la desproteccion del grupo —OH del éster 41

Reactivo Disolvente Temperatura Tiempo Rendimiento
Na,COs3 MeOH 0°C 3h 40 %
K,CO3 MeOH 0°C 3h 88 %

>P.G. M. WU y T. W. Greene. Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis. 4th edition, Wiley, Hoboken,
New Jersey, 2007, p. 279-280.
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En el primer ensayo, se realizo la desproteccion del alcohol con carbonato de sodio, pero la
reaccion no transcurrid completamente. Al finalizar el tiempo de reaccion y realizar el
tratamiento de la mezcla, en la ccf se observa materia prima y el alcohol tetraciclico
deseado. Sin embargo, cuando permanecié un tiempo mayor a tres horas, se observo

descomposicion en el crudo de reaccion.

Al percatarnos que el rendimiento no era lo suficientemente bueno, se decidid realizar un
cambio de catién en el carbonato, de sodio por el potasio, considerando que este ultimo
posee una mayor solubilidad. Este cambio condujo un aumento considerable en el
rendimiento de la reaccion, por lo que se eligieron estas condiciones como las dptimas para

la reaccion de desproteccion.

V.14 Sintesis del bioconjugado 43

OH
L COMe o
N + HO - - - - - -
34
HN
DMAP
42 DCC
CH,Cl,
56 %
0
o _ _ _ _ _ _
\ \\CO2M€
N
HN

43

Esquema 23.-Reaccion de esterificacion para obtener el bioconjugado 43
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La reaccion de esterificacion se realizd disolviendo el tetraciclo 42 en diclorometano,
utilizando DMAP como catalizador ademés de proporcionar un medio basico y la DCC
como agente acoplante. La adicion del DHA se debe realizar de la manera mas rapida
posible, para evitar que ocurra su oxidacion. Finalizado el tiempo de reaccion, se realizan
diversos lavados con una disoluciéon 4cida. La purificacion se realizo mediante

cromatografia preparativa.

V.15 Evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos 42 y 43

Las pruebas de actividad citotoxica se efectuaron en el Laboratorio de Pruebas Bioldgicas
del Instituto de Quimica de la UNAM. Las pruebas se realizaron utilizando el método de
tinciéon de proteinas con Sulforodamina B (SBR) que se fundamenta en el porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular. Las lineas celulares evaluadas fueron las siguientes: U-
251: Sistema Nervioso Central (SNC), PC-3: Carcinoma prostatico humano, K562:
Leucemia Mieloblastica Cronica (CML), HCT-15: Céancer de colon, MCF-7: Cancer de
mama, SKUL: Céancer de pulmon. La primera evaluacion se realizé a una concentracion de
50 uM con el objetivo de hacer una primera clasificacion de los compuestos en activos o
inactivos en funcion del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular. Se consideran
activos todos aquellos compuestos que a la concentracion utilizada presentan mas del 50 %
de inhibicion del crecimiento celular. Los compuestos que presenten un porcentaje menor

al especificado anteriormente se consideran inactivos.

Los resultados de las pruebas de porcentaje de inhibicion se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 12.- Porcentajes de inhibicion de crecimiento de los compuesto 42 y
43 a una concentracion de 50 uM

Compuesto ‘ U-251 ’ PC-3 ‘ K562 HCT-15 SKUL-1 MCF-7 ‘
OH
@ B\ §COZMe
N ¢ NA NA NA NA NA NA
HN p
42
64.3 % 45.6 % 60.5 % NA 65.1 % 21.75 %
NA= NO ACTIVO

mientras que en el compuesto 35 es trans.

actividad del compuesto se debe al DHA y no al bioconjugado.

Los resultados muestran que el compuesto 42, que tiene el grupo -OH desprotegido, no
presenta actividad citotoxica. Este resultado es consistente con lo reportado por Torres-
Ochoa,*' para el compuesto 35 que difiere de 42 en la configuracion relativa de los

carbonos quirales de la fusion de los anillos C y D del tetraciclo, ya que en 42 es Cis,

En contraste, el bioconjugado tetraciclo-DHA 43 fue activo en 4 lineas celulares, por lo que
se determino sus valores de concentracion inhibitoria 50 (ICs) en esas lineas celulares, y se
realizd la comparacién con los valores de ICsy del compuesto 34 reportado por Torres-
Ochoa,* el cual tiene protegido el grupo —OH con un carbonato, asi como con los del DHA

para tener valores comparables en las mismas lineas celulares, ademés de descartar que la
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Tabla 13.- Valores de ICsy (uUM) obtenidos para los compuestos 34,43 y
DHA en las 6 lineas celulares utilizadas

O/COzEt
\ O£
N NA 45.7244.5 | 35.39+£2.5 | 52.942.4 | 49.2443.0 | 36.24+2.5
&
HN
34

45.6943.1 | 48.81+2.8 | Pendiente NA 39.40+0.7 NA
DHA 58.28+3.6 | 98.85+8.2 | 39.34+1.0 | 120.1+4 | 62.13+2.1 | 102.81+2.1
NA= NO ACTIVO

Como se puede observar en la Tabla 13, los compuestos 34 y 43 son activos, tanto en la

linea celular PC-3 (prostata) como en la de pulmén (SKLU-1), con una magnitud similar en

la primera linea celular, y un poco mas el compuesto 43, en la segunda linea celular. Por

otra parte, el compuesto 34 no es activo en la linea celular U-251(sistema nervioso central)

pero si el compuesto conjugado 43, situacion inversa tanto en la linea celular de colon

(HTC-15) como en la de pulmén (MCF-7), donde el compuesto 34 es activo y el

bioconjugado 43 no lo es.

Estos resultados permiten afirmar que la incorporacion del DHA en el compuesto 42 hace

que el producto, 43, tenga actividad en cuatro lineas celulares de las seis evaluadas e

incluso sea selectivo, con respecto a 34, en la linea celular cancerosa U-251.
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En lo que respecta a la comparacion de la actividad citotoxica del DHA libre con la del
conjugado 43, los resultados indican que este Gltimo es mas activo que el DHA en tres de

las lineas celulares cancerosas evaluadas, aunque el DHA es mas activo en las otras dos.
V.16 Propuesta para la sintesis total del alcaloide goniomitina

Los resultados obtenidos en la sintesis del esqueleto tetraciclico de la goniomitina, permiten

proponer una ruta sintética analoga para la obtencioén del compuesto natural.

O O
OH J\(U\ Sustitucion (0]
~ e
o) o) radical
OX|dat|va CO,Me o
N\ + SYS +
N CO,Me 53

A
N
H ~O H
15 36 37
i)Reaccién de Michael
if) Reaccion intramolecular
0-CO,Me 0-CO,Me O’[(O/
CO,M
N\ COMe N\ CO,Me N\ 2Vie
1)Reduccién Alquilacion ANt N
2) Ciclacion 55 g
HN O
56 CN 54
57
Descarboxilacion
OH
A\
N
HN
7

Esquema 24.-Propuesta para la sintesis total del alcaloide goniomitina 7

46



DISCUSION DE RESULTADOS

La ruta sintética propuesta para el alcaloide goniomitina comienza con la reaccion de
sustitucion radical oxidativa entre el triptofol y el xantato 36, seguido de una reaccion de
Michael con el éster a,B-insaturado 53 para la obtencion del compuesto triciclico 54.
Posteriormente, se realizard una alquilacién con el acrilonitrilo para obtener el compuesto
56. Este ultimo serd sometido a una reduccion y una ciclacion one-pot, con la hipotesis de
que al tener presente el sustituyente etilo, la reaccion procederd de una mejor manera, para
la obtencion del compuesto tetraciclico 57, el cual después de una descarboxilacion, dara

como resultado el alcaloide goniomitina 7.

V.17 Sintesis de materias primas

La preparacion del xantato 36 se realiz6 como se describi6 anteriormente y se obtuvieron
resultados equivalentes a los ya mencionados. Asi mismo, la reaccion de sustitucion radical

oxidativa se comport6 en forma similar a la descrita anteriormente.
V.18 Sintesis del éster o,B—insaturado

El éster a,B-insaturado 53 se sintetizd en una secuencia de 3 pasos como se muestra a

O O DEA CH3SO3H
NaOH CH,O CH20|2
o N— 1o OH ————» j\ij\
95 % ACOEt MeOH
59

continuacion.

99 % 99 %

Esquema 25.-Sintesis del compuesto a,3-insaturado 53

La secuencia se inicio con la hidrdlisis basica del etil malonato de dietilo, que produce un
solido blanco (59), con un excelente rendimiento (95%), por lo cual no se requirid
purificarlo. Una vez obtenido el acido 59, se le hace reaccionar en medio bésico con el

paraformaldehido™ para generar el acido 60 en un 99 % de rendimiento, que tampoco

Y. Kuang y F. E. Chen. OPPI. 2005, 37, 184-188.
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necesité purificacion. Después, se realizo la esterificacion de 60 con 4cido metansulfonico™®
durante 3 dias en agitacion a temperatura ambiente. Dicha reaccién dio un excelente
rendimiento del 99 % del éster metilico 53. Sin embargo, se debe tener precaucion a la hora
de retirar el disolvente organico de la extraccion, ya que el punto de ebullicion del éster no
es tan alto, por lo que si la evaporacion se realiza a presion reducida o el compuesto se pone

a secar en la bomba generadora de vacio, se podria perder.

V.19 Reaccion de Michael para preparar 54

0]
OH o
O/
(0]
CO,Me
CO,M
N\ o + \O)J\n/\ \ olvVie
Me
H ’ 53 N
37
(0]
54

Esquema 26.-Reaccion de Michael para preparar 54

La reaccion de Michael entre el triptofol sustituido 37 y el éster 53 se realizo utilizando dos

condiciones diferentes como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 14.- Condiciones de la reaccion de Michael

Eq. de
; Reactivos | Disolvente = Temperatura | Tiempo Rendimiento

TEBA

1 3 MeCN Reflujo 3h --
N32CO3
TEBA )

2 5 MeCN Reflujo 3h 28 %
K,COs

El primer ensayo se llevo a cabo utilizando las condiciones ya descritas anteriormente para

otros reactivos. Sin embargo, la reaccion se siguié por ccf' y se observo la aparicion de dos

%6 Takeda Pharmaceutical Company Limited. Patent: WO2009/42711 Al, 2009.
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compuestos, uno menos polar que el triptofol sustituido. La purificacion de la mezcla de
reaccion permitio el aislamiento y caracterizacion del compuesto 61. Producto proveniente
de la migracion de uno de los carboxilos unidos a C-2 hacia el grupo OH del triptofol,

confirmando de esta manera que dicha reaccion ocurre intramolecularmente.

En contraste, el otro producto aislado presentd un Rf muy similar al de la materia prima 37,
y la caracterizacion sugiere que el compuesto formado bajo estas condiciones es el

producto de la condensacion del triptofol sustituido 62, (Figura 16 b).

a) O
o4
O/
N\ CO,Me
N
H
61

Figura 16.- Subproductos de la reaccion de Michael

En el segundo ensayo, se aumentd la cantidad del éster 37 de 3 a 5 equivalentes,
conservando las demdas condiciones. El resultado de esta modificacion se vio reflejado
inmediatamente, ya que, la presencia del dimero practicamente desaparecid. Sin embargo,
el rendimiento de la reaccion fue bajo. Actualmente, se continta trabajando en la
optimizacion de este paso de reaccion con la finalidad de llevar a cabo la sintesis total del

producto natural.
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Conclusiones

Se logré la sintesis del esqueleto tetraciclico ABCD de la goniomitina 41 en una
secuencia de s6lo 3 pasos de reacciéon y con un rendimiento global del 12%. Los
cambios realizados en la ruta sintética inicial derivaron en una reaccién one-pot, la
cual podria optimizarse si se tiene presente el etilo que esta presente en el producto

natural.

Se efectud la desproteccion del compuesto 41 para obtener un compuesto mas

similar al producto natural natural goniomitina 42.

Se logro la sintesis del bioconjugado tetraciclo-DHA (43), a través del tetraciclico

de la goniomitina 42 y el DHA, con un rendimiento global del 56%.

Se realizaron las pruebas de citotoxicidad del compuesto 42 y se observo que no
presenta actividad citotoxica frente a ninguna linea celular. Con este resultado
también podemos concluir que la estereoquimica del cuarto ciclo no confiere mayor
actividad, ya que no existe diferencia entre el compuesto 34 con configuracion trans

y la del compuesto 42 con configuracion Cis.

Se realizaron las pruebas de citotoxicidad del bioconjugado 43 y del DHA libre. Los
resultados demuestran que la insercion del DHA en el compuesto tetraciclico le
confiri6 al bioconjugado actividad citotoxica frente 4 lineas celulares cancerigenas,

glia del sistema nervioso central, prostata, leucemia y adenocarcinoma de pulmon.
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VII. Parte experimental

VII.1 Consideraciones generales

Todos espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H) fueron adquiridos
con los espectrometros Eclipse 300 MHz JEOL y Unity Inova 500 MHz usando cloroformo
deuterado (CDCIl3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna (6=0
ppm). Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN °C) se
adquirieron a 75 y 125 MHz en los mismos aparatos. Los espectros de infrarrojo (IR)
fueron generados en el espectrometro FTIR Tensor 27 Bruker, mientras que los de masas
fueron adquiridos en el espectrometro de masas JEOL JMS-T100LC que utiliza el analisis
directo en tiempo real (DART). Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia en
capa fina y para su visualizacion se utilizé luz ultravioleta o soluciones etandlicas acidas de
vainillina o p-anisaldehido o bien una soluciéon acuosa basica de permanganato de potasio
(KMnOy). Las cromatografias en columna tipo flash se realizaron con silica gel 60 (230-

400 mesh ASTM) de Aldrich.

VIL.2 2-(Etoxicarbonotioiltio)malonato de dimetilo (36) Se pesaron 2 g (12 mmol) de
cloromalonato de dimetilo y se disolvieron en 30 mL de MeCN. Esta disolucion se enfrio a
0 °C y enseguida se adicion6 2.31 g (14.4 mmol) de etilxantogenato de potasio. La mezcla
de reaccion se agitd durante una hora y después de este tiempo se evaporo6 el disolvente. El
residuo obtenido se redisolvio en agua y el producto crudo fue aislado por extraccioén

liquido-liquido con CH,Cl,. La fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtrd
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y se procedio a eliminar el disolvente por evaporacion a presion reducida. El producto se
purificd por cromatografia en columna, obteniendo 2.7 g (10.7 mmol, 89%) de un aceite

ligeramente amarrillo.

RMN "H.-(200 MHz, CDCls): & 5.34 (s, 1H, -CH-S), 4.66 (¢, J= 7.2 Hz, 2H, -OCH,-CH),
3.82 (s, 6H, (CH;0),), 1.43 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH3-CH,O) ppm.

CN

30

VIL.3 4-Ciano-2-metilenbutanoato de metilo (30).- La sintesis de este compuesto se

realiz6 a través de 2 pasos, los cuales se describen a continuacion:

VIL3.1 3-(2,2-Dimetil-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-il)propanonitrilo (48).- Se pes6é 1 g (6.9
mmol) de 4cido de Meldrum (46) y se disolvié en 10 mL de MeCN. A esta disolucion se le
agregaron 1.24 mL (6.9 mmol) de Triton B y 0.958 g (6.9 mmol) de carbonato de potasio.
La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se calent6 a 60 °C, y enseguida se adicionaron porciones de 0.419
mL (6.9 mmol) de acrilonitrilo cada 1.5 horas hasta observar por cromatografia en capa fina
que toda la materia prima se habia consumido. Posteriormente se elimin6 el disolvente a
presion reducida, el residuo se redisolvid con acetato de etilo y se extrajo el producto crudo

con agua. La fase acuosa se llevo a pH 2 y se le realizaron tres extracciones con acetato de
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etilo. La fase organica se secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se elimino el
disolvente a presion reducida, obteniéndose un soélido blanco el cual se utilizd

. . . . ., 4
inmediatamente para la siguiente reaccion. ;

P.f. 116-118 °C

RMN 'H.-(300 MHz, CDCl3): & 3.69 (t, J= 6.0 Hz, 1H, -CH-(CO,),), 2.77 (t, J= 7.2 Hz,
2H, CH,-CN), 2.44 (dt, J= 13.6, 6.6 Hz, 2H, CH,-CH,-CN), 1.86 (s, 3H, CH3-C), 1.79 (s,
3H, CH;-C) ppm.

RMN "“C.-(75 MHz, CDCl;): & 164.2 (2) (C=0), 118.4 (-CN), 105.7 (O-C-0), 44.4 (CH-
(CO,),), 28.5 (2) (CH3-C), 22.1 (CH,-CH,-CN), 15.0 (CH,-CN) ppm.

VIL.3.2 4-Ciano-2-metilenbutanoato de metilo (30).- Se pesaron 1.37 g (6.9 mmol) del
acido de Meldrum sustituido 48 y se disolvieron en 14 mL de metanol. Enseguida se le
agregaron 1.9 g (10 mmol) de la sal de Eschenmoser y la mezcla de reaccion se calento a
temperatura de reflujo durante toda la noche. Una vez que se comprobd que se consumio la
materia prima por cromatografia en capa fina, se evaporo el disolvente a presion reducida,
el residuo se redisolvid con diclorometano y se lavé con una solucion saturada de carbonato
de sodio, una solucién al 5 % de bisulfato de potasio y finalmente salmuera. La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y posteriormente se concentrd para
obtener el crudo de reaccion, el cual se purificd por cromatografia en columna, dando como

resultado 0.66 g (4.8 mmol, 69%) de un liquido aceitoso ligeramente amarillo.*’

RMN 'H.-(300 MHz, CDCls): 8 6.34 (s, 1H, -C=CH.,), 5.78 (d, J= 0.9 Hz, 1H, -C=CH,),
3.79 (s, 3H, CH;0), 2.69-2.57 (m, 4H, -CH,-CH,) ppm.

RMN *C.-(75 MHz, CDCls): 8 166.4 (C=0), 136.4 (C=CH,), 128.3 (C=CH,), 118.8 (CN),
52.1 (CH;0), 28.4 (-CH,-CH,-CN), 16.9 (-CH,-CN)) ppm.
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IR (pelicula).-v 2953, 2248, 1720, 1442, 1206, 1149 cm™".

EM (DART).-m/z (%) 279.1 (18) [2M" +1], 157.1 (29) [M" +H,0], 140.1 (100) [M" +1].

EM AR (DART).-calculada para [C;HyNO,+H] 140.07115; encontrada 140.07147.

OH

COzMe

N COzMe
H

37

VIIL.4 2-(3-(2-Hidroxietil)-1H-indol-2-il)malonato de dimetilo (37).- La sintesis de este
compuesto se realizd mediante dos técnicas diferentes: libre de disolvente y utilizando

dicloroetano como disolvente.

VII1.4.1 Reaccion libre de disolvente.- Se pesaron 0.600 g (2.4 mmol) del xantato 36 y se
agregaron 0.192 g (1.2 mmol) de triptofol, la mezcla de reaccion se agito y se calent6 a una
temperatura de 80 °C. En seguida se realizaron 10 adiciones de 0.095 g (0.238 mmol) de
DLP intervalos de un minuto entre cada una de ellas, después de la Gltima adicion la mezcla
se agitd un minuto mas. Transcurrido ese tiempo, se realizd una extraccion con hexano y
acetonitrilo. La fase de acetonitrilo (polar) se concentré en el rotavapor para obtener el
crudo de la reaccion, el cual se purifico mediante cromatografia en columna, se obtuvieron

0.18 g (0.6 mmol, 51.9%) de un aceite viscoso color rojizo.

VIIL4.2 Reaccion con DCE como disolvente.- Se pesaron 0.492 g (3.05 mmol) de
triptofol y se disolvieron en 12.2 mL de dicloroetano, enseguida se adiciond 1 g (3.97
mmol) del xantato 36. La mezcla de reaccion agitd y se degasifico con N, durante 30

minutos, finalizado el tiempo se calentd a reflujo, seguido de la adicion de 0.584 g (1.38
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mmol) de peroxido de dilaurilo, posteriormente se realizaron 3 adiciones mas del perdxido
en intervalos de 1 hora entre cada una de ellas. Después de la ultima adicion, la reaccion
continud en agitacion y a reflujo por 1 hora mas. Transcurrido el tiempo, se elimin6 el
dicloroetano a presion reducida y el residuo obtenido se extrajo con hexano y acetonitrilo,
la fase de acetonitrilo se concentro y el crudo de reaccion se purificé por cromatografia en

columna, obteniendo 0.533g (1.8 mmol, 59.8%) de un aceite viscoso color café-rojizo.

RMN 'H.-(300 MHz, CDCl5): & 8.83 (s, -NH), 7.49 (d, J= 7.8 Hz, 1H, CH-C-C), 7.45 (d,
J= 8.1 Hz, 1H, CH-C-NH), 7.14 (td, J= 8.1 ,0.9 Hz, 1H, CH-CH-C-NH), 7.04 (td, J= 7.8,
0.9 Hz, 1H, CH- CH-C-C), 5.03 (s, 1H, CH-(CO),), 3.77 (t, J= 6 Hz, 2H, CH,-OH), 3.71 (s,
6H, CH;-0), 2.94 (t, J= 6 Hz, 2H, C-CH,-CH,), 1.86 (s, 1H, -OH) ppm.

RMN "“C.-(75 MHz, CDCl): 168.0 (2C, C=0), 136.1 (C-NH-C), 127.4 (NH-C-CH),
126.0 (CH-C-C), 122.8 (CH-CH-C-NH), 119.7 (CH-CH-C-C), 118.8 (CH-C-C), 111.8
(C-CH,), 111.3 (CH-C-NH), 62.5 (CH,-OH), 53.3 (2C, CH3-0), 48.9 (CH-(CO),),
27.6 (CH;,-CH,-OH) ppm.

£
O o0—

\ CO:Me

N

@)

CN

38

VILS 7-(2-Cianoetil)-10-(2-((metoxicarbonil)oxi)etil)-6-0x0-9,7,8,9-

tetrahidropirido[1,2-a]indol-9-carboxilato de metilo (38).- Se disolvieron 0.681 g (2.34
mmol) del triptofol sustituido 37 en 26 mL de acetonitrilo, posteriormente se adicionaron

0.799 g (3.5 mmol) de cloruro de trietilbencilamonio y 2.23 g (21 mmol) de carbonato de
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sodio, la mezcla de reaccion se agitdé durante 15 minutos; en seguida se agregaron 0.975 g
(7 mmol) de 30 y la mezcla se calent6 a reflujo durante 3 horas. Finalizado este tiempo, se
elimind el disolvente a presion reducida y el residuo obtenido se extrajo con acetato de etilo
y lavados con agua; la fase organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
concentrd. Finalmente se purifico el crudo de la reaccion mediante cromatografia en

columna, obteniendo 0.623 g (1.63 mmol, 69.7%) de un aceite viscoso color café-rojizo.

RMN "H.-(300 MHz, CDCl3): & 8.44 (d, J= 4.8 Hz, 1H, CH-C-N), 7.55 (d, J= 4.8 Hz, 1H,
CH-C-C), 7.36 (td, J= 4.8, 0.9 Hz, 1H, CH-CH-C-N), 7.31 (td, J= 4.8, 0.9 Hz, 1H,
CH- CH-C-C), 434 (t, J= 4.5 Hz, 2H, CH,-CH,-O), 4.28 (dd, J= 3.3, 1.5 Hz, 1H,
C-CH-CO,), 3.77 (s, 3H, CH-COO-CHs), 3.76 (s, 3H, 0-CO,-CHs), 3.23-3.17 (m, 1H, CH-
CON), 3.17-3.01 (m, 2H, CH,-C-C), 2.71 (t, J= 4.5 Hz, 2H, CH,-CN), 2.58 (ddd, J= 8.1,
2.7, 1.2 Hz, 1H, CH-CH,-CH), 2.44-2.37 (m, 1H, CO-CH-CH>), 2.14 (td, J= 8.1, 3.0 Hz,
1H, CH-CH,-CH), 2.02-1.95 (m, 1H, CO-CH-CH,) ppm.

RMN *C.-(75 MHz, CDCls): § 171.0 (CH-C=0), 169.8 (N-C=0), 155.6 (O-COO), 134.8
(C-N-C), 130.5 (C-N-C), 129.6 (CH-C-C), 125.5 (CH-CH-C-N), 124.3 (CH-CH-C-C),
119.2 (CN), 118.4 (CH-C-C), 116.7 (CH-C-N), 115.4 (C-CH»), 66.4 (CH,-OCOO), 54.8
(OCOO-CH3), 52.9 (COO-CH3), 38.7 (CH-CON), 37.3 (CH-COO), 29.7 (CH-CH,-CH),
26.7 (CH,-CH,-CN), 23.8 (CH,-CH,-OCO0), 15.5 (CH,-CN) ppm.

IR.-(pelicula): v 3017, 2957, 2926, 2854, 2247, 1742, 1675, 1465, 1443, 1386, 1269, 1215,
1172 cm™.

EM.-(DART): m/z (%) 432 (9) [M+2H,0], 416 (43) [M+H,0], 399 (29) [M+1], 398 (11)
[M+], 339 (32), 323 (100), 322 (44).
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0-CO,Me
\ CO:Me
N
0]
NH,
39
VIIL.6 7-(3-Aminopropil)-10-(2-((metoxicarbonil)oxi)etil)-6-0x0-6,7,8,9-

tetrahidropirido[1,2-a]indol-9-carboxilato de metilo (39).- Se disolvieron 0.171 g (0.44
mmol) en 18 mL de metanol y 7 gotas de cloroformo, se adicionaron 0.018 g (0.44 mmol)
de oxido de platino. Enseguida se llevd a hidrogenacion a la presion de 1 atmosfera y se
dejoé en agitacion durante toda la noche. Finalizado el tiempo de reaccion, la mezcla se
filtré sobre celita. El filtrado se concentr6é a presion reducida, obteniendo 0.170 g (0.44

mmol, 99%) de un aceite viscoso color caf€.

RMN *C.-(75 MHz, CDCls): § 171.5 (CH-C=0), 171.1 (N-C=0), 155.6 (O-COO), 134.7
(C-N-C), 131.0 (N-C-CH), 129.7 (CH-C-C), 125.2 (CH-CH-C-N), 124.1 (CH-CH-C-C),
118.4 (CH-C-C), 116.6 (CH-C-N), 114.9 (C-CH,), 66.4 (CH,-OCOO), 54.8 (OCOO-CH3),
52.8 (COO-CH3), 39.9 (CH,-NH,), 39.3 (CH-CON), 37.2 (CH-COO0), 29.1 (CH-CH,-CH),
26.9 (CH,-CH,-NH,), 24.8 (CH,-CH,-CH,-NH,), 23.8 (CH,-CH,-OCOO) ppm.

OfCO2Me

COZMe

Y

HO

CN
50
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VIL.7 7-(2-Cianoetil)-6-hidroxi-10-(2-((metoxicarbonil)oxi)etil)-6,7,8,9-
tetrahidropirido[1,2-a]indol-9-carboxilato de metilo (50).- Se pesaron 0.054g (0.14
mmol) del compuesto 38 y se disolvieron en 3 mL de metanol, la mezcla de reaccion se
enfrio a 0 °C, posteriormente se le adicionaron en intervalos de 15 minutos 4 porciones de
0.016 g (0.42 mmol) de borohidruro de sodio. Al finalizar la ultima adicion se dejo en
agitacion 15 minutos mas, enseguida se elimind el disolvente y se sometio a una extraccion
con agua y acetato de etilo. La fase organica se concentrd a presion reducida, obteniendo

0.052g (0.13 mmol, 96%) de un solo producto por ccf.

RMN “C.-(75 MHz, CDCLy): § 173.2 (CH-C=0), 155.7 (O-COO), 136.0 (C-N-C), 135.3
(N-C-CH), 128.4 (CH-C-C), 122.2 (CH-CH-C-N), 120.8 (CH-CH-C-C), 119.1 (CN), 118.9
(CH-C-C), 111.2 (CH-C-N), 109.2 (C-CH,), 74.9 (CH-OH), 67.0 (CH,-OCOO), 54.7
(OCOO-CH;), 52.6 (COO-CH;), 37.8 (CH-COH), 35.2 (CH-COO), 28.1 (CH-CH,-CH),
26.3 (CH,-CH»-CN), 23.9 (CH,-CH,-OCOO0), 15.2 (CH,-CN) ppm.

0-CO,Me
\ COzMe
N
HN
41
VIL8 7-(2-((Metoxicarbonil)oxi)etil)-1,2,3,4,4a,5,6,12a-octahidroindolo[1,2-

a][1,8]naftiridina-6-carboxilato de metilo (41).- Se disolvieron 0.053 g (0.13 mmol) del
compuesto 38 en 2 mL de metanol y 1 mL de diclorometano, la mezcla de reaccion se llevo
a una temperatura de 0 °C. Posteriormente se adicionaron en intervalos de 15 minutos 4
porciones de 0.016 g (0.42 mmol) de borohidruro de sodio, efectuada la tltima adicion, la
mezcla se dejo en agitacion durante 15 minutos mas y se comprobd que la materia prima se

hubiera consumido completamente. Enseguida se afiadieron a la mezcla de reaccion 0.067 g
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(0.28 mmol) de cloruro de niquel hexahidratado y tres porciones de 0.016 g (0.42 mmol) de
borohidruro de sodio; en intervalos de 15 minutos entre cada adicion. Una vez consumida
la materia prima, se adicion6 una mezcla de 3 mL de acido acético y 1 mL de agua, se
elevo la temperatura a 40 °C y se agitd durante 20 h. Transcurrido el tiempo de reaccion la
mezcla se dejé llegar a temperatura ambiente, y entonces el pH se llevo a > 12 con
hidroxido de sodio 4 M. Posteriormente, se realizd6 una extraccion con diclorometano; la
fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré a presion
reducida. El crudo obtenido se purificd por cromatografia en columna, obteniéndose 0.016

£ (0.04 mmol, 31.2%) de un aceite viscoso color café-rojizo.

RMN "C.-(75 MHz, CDCl3): & 173.3 (CH-C=0), 155.8 (0-CO0), 135.2 (C-N-C), 128.9
(N-C-CH), 128.7 (CH-C-C), 121.7 (CH-CH-C-N), 120.0 (CH-CH-C-C), 118.9 (CH-C-C),
108.9 (CH-C-N), 108.1 (C-CH,), 672 (HN-CH-N), 66.6 (CH,-OCOO), 54.6
(OCOO-CH3), 52.4 (COO-CH3), 45.7 (CH,-NH), 38.2 (CH-COO), 30.3 (NH-CH-CH),
293 (CH-CH,-CH), 244 (CH,-CH,-0), 24.1 (CH,-CH,-CH,-NH), 20.8
(NH-CH,-CH,-CH,) ppm.

OH
\ ,CO:Me
N
HN
42
VIL.9 7-(2-Hidroxietil)-1,2,3,4,4a,5,6,12a-octahidroindol[1,2-a][1,8]naftiridin-6-

carboxilato de metilo (42).- Se disolvieron 0.060 g (0.16 mmol) del compuesto tetraciclico
41 en 5 mL de metanol, la disolucion se enfrido a 0 °C y enseguida se adicionaron 0.199 g
(1.4 mmol) de carbonato de potasio; la mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante

3 horas. Finalizado este tiempo, se elimind el disolvente en el rotavapor. El residuo se
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redisolvid en agua y se extrajo con diclorometano; la fase organica se secd con sulfato de
sodio anhidro y se concentré a presion reducida. El residuo obtenido se purificd por
cromatografia preparativa, obteniéndose 0.045g (0.14 mmol, 88%) de un s6lido ligeramente

amarillo.

P. 1. 168-170 °C.

RMN 'H.-(300 MHz, CDCL3): & 7.54 (d, J= 4.8 Hz, 1H, CH-C-C), 7.34 (d, J= 4.8 Hz, 1H,
CH-C-N), 7.26 (s, 1H, NH), 7.21-7.18 (m, 1H, CH- CH-C-C), 7.12-7.09 (m, 1H,
CH-CH-C-N), 5.23 (d, J= 1.8 Hz, 1H, NH-CH-CH), 4.25 (dd, J= 3.9, 1.2 Hz, 1H,
C-CH-COO), 3.88-3.78 (m, 2H, CH,-CH»-0), 3.67 (s, 3H, CH-COO-CH3), 3.03-2.86 (m,
2H, C-C-CH,), 2.81-2.76 (m, 2H, CH,-NH), 2.73 (dd, J= 8.1, 3.9 Hz, 1H, CH-CH,-CH),
2.58 (dt, J= 8.1, 2.1 Hz, 1H, NH-CH-CH-CH), 1.95 (dt, J= 8.1, 1.2 Hz, 1H, CH-CH,-CH),
1.90-1.86 (m, 2H, CH-CH,-CH,), 1.26 (s, 2H, NH-CH,-CH,) ppm.

RMN *C.-(75 MHz, CDCl;): § 173.8 (CH-C=0), 135.3 (C-N-C), 129.4 (C-N-C), 128.9
(CH-C-C), 121.8 (CH-CH-C-N), 120.1 (CH-CH-C-C), 118.9 (CH-C-C), 110.1 (C-CH,),
109.2 (CH-C-N), 66.4 (HN-CH-N), 62.3 (CH»-OH), 52.4 (OCO-CH;), 45.5 (CH,-NH),
38.4 (CH-COO), 30.1 (NH-CH-CH), 29.7 (CH-CH,-CH), 29.1 (CH,-CH,-O), 27.8
(CH,-CH»-CH,-NH,), 24.5 (NH-CH,-CH,-CH,) ppm.

EM.-(DART): m/z (%) 657 (18) [2M], 329 (100) [M+], 96 (40).

EM AR.-(DART): calculada para [C;9H24N,0O3 + H] 329.18652; encontrada 329.18624.
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43

VIL.10 (4aR,6R,12a8)-7-(2-((4Z.,72,10Z,13Z,16Z,,19Z)-docosa-4,7,10,13,16,19-
hexaenoiloxi)etil)-1,2,3,4,4a,5,6,12a-octahidroindolo[1,2-a][1,8]naftiridin-6-carboxilato
de metilo (43).- Se disolvieron 0.030 g (0.09 mmol) del compuesto tetraciclico 42 en 5.5
mL de cloruro de metileno bajo atmdsfera de nitrogeno. Posteriormente, se adicionaron
0.011 g (0.09 mmol) de 4-dimetilaminopiridina, 0.037 g (0.09 mmol) 1,3-
dciclohexilcarbodimida y 0.025 g (0.08 mmol) de DHA. La mezcla de reaccion se mantuvo
en agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. Finalizado el tiempo de reaccion, se
realiz6 una dilucion con AcOEt y se lavo acido clorhidrico al 5%, agua y salmuera. La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentrd a presion reducida. El
residuo obtenido se purificd por cromatografia preparativa, obteniéndose 0.028 g (0.04

mmol, 56%) de un aceite viscoso.

EM.- (DART): m/z (%) 640 (20) [M+1], 639 (40) [M+], 283 (15), 225 (100), 96 (30).

EM AR.- (DART): Calculada para [C4;Hs4N,O4+H] 639.40836; encontrada 639.41618.
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