UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS

“SINTESIS ENANTIOSELECTIVA DE DERIVADOS
HETEROCICLICOS DE PIRROLO[1,2-a]ISOQUINOLINAS A
TRAVES DE INTERMEDIARIOS DE ISOINDOLONA”

TESI S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
Maestro en Ciencias Quimicas

PRESENTA
Q.F.B. JUAN JAVIER MEJIA VEGA

DIRIGIDA POR:
DR. DAVID CORONA BECERRIL

DR. CARLOS GONZALEZ ROMERO

DRA. MARIA PAULINA AYDEE GRACIA FUENTES BENITES

TOLUCA, MEX. 2020




Contenido

CONTENIDO Pdag.
RESUMEN 4
| INTRODUCCION 6
I MARCO TEORICO 7
2.1 Alcaloides de isoindoloNG. . ..e.e e 7
2.2 | Metodos de sintesis de heterociclos isoindolonas................ 8
2.2.1 | Sintesis e importancia del Grupo Vinil Azida, en la sintesis de
derivados heteroCiCliCoS. . v 10
2.2.2 | Sintesis e importancia del Grupo Vinil Iminofosforano, en la
sintesis de derivados heterociclicos ..........covvviiviiiiiiiiinneinnn.. 11
2.2.2.1 | Reaccion de Vinil Iminofosforano con Compuestos Carbonilo... 12
2.3 Sintesis Enantioselectiva......oovveeiii i 13
2.3.1 | Reduccion Asimétrica de Alquenos.........c.oeueee... 13
2.3.2 | BiormeduCCion. ..o 13
2.3.2.1 | Mecanismo de Reaccidn de la biorreduccion por medio de
SaCCharomyces CEreViSIQe. ... ...c.uuu i, 14
2.3.2.2 | Biorreduccion de Alquenos Activados con  Saccharomyces
COIRVISIAC. ..o e e 15
[ ORJETIVOS E HIPOTESIS 17
3.1 GONEIA . et 17
3.2 | PartiCUIAIES. e, 17
3.3 | HIDOESIS. ottt e, 18
IV | JUSTIFICACION 19
\V4 RESULTADOS Y DISCUSION 20
5.1 Obtencion de azido acetato de etilo.....ooviiiiiiiiia, 20
5.2 | Obtencidn de los derivados de (Z2)-etil2-azido-3-fenilacrilato... 21
53 | Obtencion de los  derivados de  (O)-Etil3-fenil=2—
fosfanilidienaminoacrilatos. . ..o.e e 24
5.4 | Obtencion de derivados de (Z)-etil2—<1-oxoisoindolin—2-il)-3—
TENIACTIATOS. oot 26
55 | Estudio del proceso de biorreduccion utilizando S. cerevisiae como
agente biormreductorn. ... eeieieieenenn, 30
4 DESARROLLO EXPERIMENTAL 45
6.1 Obtencion de azido acetato de etilo.....oviieiiiiiiiis 46
6.2 | Obtencion de los derivados de (Z)-etil2-azido-3-fenilacrilato... 47
6.3 | Obtencion de los  derivados  de (O)-Etil3-fenil2—-
fosfanilidienaminoacrilatos. . ..o.v i 53
6.4 | Obtencion de derivados de (Z2)-etil2<1-oxoisoindolin2-1)-3—
TENTlACTIAOS. .o 60
6.5 | Sintesis de (Z) acido2—1-oxoisoindolin—2-1)-3-fenilacrilico.... 6/
6.6 | Sintesis de 2-azido3-fenilacrilaldehido y 3-azido-4-fenil-3-buten—
1[0 69
6.7 | Sintesis de 4-fenil3-buten—2-0oN0......c.ooviiiiiiii el 72
6.8 | Reaccion de Biorreduccion con Levadura (S. cerevisiae)
............................................................................... 74

pag. 1



Contenido
VI CONCLUSIONES 80
VIl | BIBLIOGRAFIA 83

| X ANEXOS 86

pag. 2



AcOEt
CAN
ccf
DCM
DEPT
EM

eq.

g

h
HMBC
HSQC
Hex
Hz

IR

J

mg

mL

pf
RMC 13C
RMC 'H
uv

oC
oH

ta.

Abreviaturas y Acronimos

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Acetato de etilo

Nitrato cérico amoniacal

Cromatografia en capa fina

Diclorometano

Mejora de Distorsiones por Transferencia de Polarizacion
Espectrometria de masas

Equivalente

Gramo

Hora

Correlacion de enlace Multiple Heteronuclear 2Jc+,3J/cH.

Espectroscopia de Coherencia Cudntica heteronuclear Unica 1Jc+.

Hexano

Hertz

Espectroscopia infrarroja

Constante de acoplamiento

Miligramo

Mililitro

Punto de fusion

Resonancia Magneética Nuclear de Carbono—13
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
Radiacion ultravioleta.

Desplazamiento quimico
Desplazamiento quimico de carbono
Desplazamiento quimico de hidrégeno

Temperatura ambiente

pag. 3



Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se presenta el estudio metodoldgico hacia la
formacion de derivados de isoindolonas, las cuales presentan como caracteristica
principal la presencia de un carbono asimétrico sobre una cadena lineal de dos carbonos
que tienen como principal funcion servir como puente de la porcidn aromdtica de benceno
y la heteroaromatica de la isoindolona. El proceso de obtencion de los derivados
isoindolonas se realizé utilizando principalmente dos metodologias, las cuales incluyen
en su estrategia el uso de intermediarios iminofosforanos. Una parte importante del
proyecto se baso en la utilizacion de células enteras de Saccharomyces cerevisiae,
contenida en la levadura de pan, para la bioreduccion de los compuestos a, p-insaturados
presentes, como se muestra en el Esquema 1 de la parte inferior. La reaccion de
biorreduccion utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae tuvo mejores resultados
utilizando los derivados que presentan al grupo aldehido como parte del sistema a, p—

insaturado. Sin embargo, el producto obtenido en la reduccion se presentd como

racemato.
A
c
O\ \)I\oa N3 PPhs N=PPh, CHO
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© B, Ets) Na COE gy, CH,Cl CO,E 110°c
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Esquema 1. Rutas sintéticas para la formacion de derivados de isoindolona. Ruta A: a
partir de la condensacion de derivados de benzaldehido y azidoacetato de etilo. Ruta B: a
traves de derivados de cinamaldehido.
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summary

ABSTRACT

In this work, a methodological study is presented towards the formation of isoindolone
derivatives, which has as main feature the presence of an asymmetric carbon on a linear
two carbons chain which work as a bridge of the portion aromatic benzene and
heteroaromatic isoindolone. The process of obtaining isoindolone derivatives was mainly
carried out using two methodologies, which include in their strategy the use of
iminophosphorus intermediates. An important part of the project was based on the use of
whole Saccharomyces cerevisiae cells, contained in bread yeast, for the bioreduction of
the a, B-unsaturated compounds present as shown in Scheme 1. The bioreduction reaction
using the Saccharomyces cerevisiae yeast had better results using the derivatives that
present the aldehyde group as part of the o, p-unsaturated system. However, the product

obtained in the reduction was presented as a racemate.
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° Eiom, 1~:t<59 Na COE ooy, CH,Cl CO,Et \110°C
-10°C-rt. 23 t.a.
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34 0"é-r t , ) cerevisiae l
h 36 Water, r.t.
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r.t

N-CHO .
N=pph, ©:CH° CHO R& | g

X
S. cerevisiae
¥ \C”"m o 7 NN\
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110°C Water, r.t. 2 6

38

Scheme 1. Synthetic routes for the formation of isoindolone derivatives. Route A: from
the condensation of benzaldehyde derivatives and ethyl azidoacetate. RouteB: from
cinnamaldehyde derivatives.
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I.  INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

Laisoindolona 1 (Figura 1) es una estructura clave que se encuentra en muchos farmacos
de origen natural y sintético con importante actividad bioldgica. Ademds, los derivados
de isoindolona tambien son considerados productos intermedios versdtiles para la sintesis
total de alcaloides complejos con bioactividades atractivas.

En las Udltimas deécadas, se han desarrollado una variedad de métodos sintéticos de
isoindolonas, sin embargo, la mayoria de los metodos requieren la adicion
estequiométrica de oxidantes, catalizadores de metales de transicidn y reactivos tdxicos.?
L_a mayoria de los métodos para la sintesis de isoindolonas dpticamente activas se basan
en el uso de auxiliares quirales. Algunos ejemplos son la adicidn de reactivos de Grignard
a ftalimidas quirales N=sustituidas, reaccion de bases de Schiff quirales de glicina con 2—
cianobenzaldehido, la ciclacidn quiral de bencilaminas e-sustituidas, alquilacidn quiral
de N-acilisoindolonas, y metodos cataliticos que incluyen arilacion catalizada por Rh (1)

de 2-bromobenzaldiminas seguidas de aminocarbonilacion.’

0 0 2
Crd- -0, OO0
COOH NH
] 2 NH» 3 0
OH
X X
N
MeO Ph
4 o)

Figura 1. Isoindolonas representativas con actividad bioldgica. (Indoprofeno) 2,

(Lenalidomida) 3, (Isohericerina) 4.
A pesar del hecho de que se ha logrado un gran progreso en la sintesis asimétrica en la

dltima década, las metodologias para la sintesis estereoselectiva de isoindolonas rara vez

se han explorado.
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II. MARCO TEORICO

I1. MARCO TEORICO

2.1 Alcaloides de Isoindolona

Los alcaloides son moléculas orgdnicas complejas que contienen un anillo de nitrégeno
heterociclico y que han sido ampliamente estudiados por sus diversas propiedades
farmacoldgicas. La mayor parte del interés en los alcaloides se debe a sus efectos
farmacoldgicos especificos y potentes en los seres humanos, y esta es tambien la razon
por la cual la ingenieria de la biosintesis de alcaloides es una importante drea de

investigacion.*

Las isoindolonas (ftalimidinas) representan una clase creciente de productos naturales de
y-lactama benzofusionados. Las isoindolonas sintéticas y naturales son relevantes desde
el punto de vista medico y son componentes valiosos para la sintesis de alcaloides de
mayor complejidad. Algunos de los alcaloides naturales aislados de Berberis, por
ejemplo, Lenoxamina 5 y Magalanesina 6, contienen el esqueleto de isoindolona. Esta
estructura estd ampliamente presente en compuestos bioldgicamente activos, incluidos
los inhibidores de la transcriptasa inversa no nucledsidos del VVIH-, los inhibidores de la
polimerizacion de la tubuling, los inhibidores de la quinasa, los agentes antiobesidad, los

inhibidores del TNF-o. y los antagonistas del receptor de la urotensina—| 7.> (Figura 2)

(@)
N > >
(e}
MeO Ve Q N\ o
5 6 o}
MeO
Et
N\
N OMe
k/ “I[“
N N OMe
(@]
7/

Figura 2. Ejemplos de alcaloides naturales y bioldgicamente activos que contienen el

anillo de isoindolona.
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II. MARCO TEORICO

Existen tres productos naturales derivados de la isoindolona y que son conocidos como
estructuras de Isoindolo[1,2-alisoquinolina. Estos son los alcaloides de Jamtina 8,

Hirsutina 9, y (+/9-Nuevamina 10 (Figura 3).

La lactama de (+/--Nuevamina, fue el primer alcaloide de Isoindoloisoguinolina
conocido, fue aislado en 1984 por Berberis Darwinii Hooke en Chile. Su estructura fue

establecida un ano después y hay varias publicaciones de su sintesis.®

MeO

MeozCl’lh.
SHhat

8 9 10
Figura 3: Alcaloides conocidos de Isoindolo[1,2-a]isoguinolina.

La Jamtina es probablemente la sustancia mas conocida entre los alcaloides de
isoindoloisoquinolina. Su aislamiento junto con la Hirsutina fue reportado en 1987y 1991
respectivamente y producida por el arbusto trepador Cocculus Hirsutus, originario de
Pakistan e Indiay ampliamente utilizado en la medicina tradicional. Estos alcaloides junto

con otras sustancias similares son responsables de poseer actividad antihiperglicemica.”

Otro interés en la sintesis de analogos de alcaloides de isoindoloisoquinolinas es debido
a que estos compuestos son estimulantes del sistema nervioso central y muestran

actividad antiinflamatoria.

2.2 Meétodos de Sintesis de Heterociclos Isoindolonas

Existen diversos metodos de sintesis de las isoindolonas. Los mds comunes en la literatura

se observan en la Tabla 1.
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II. MARCO TEORICO

Tabla 1. Métodos de sintesis de isoindolonas.

B . N,R1
(@] OLi O
2BuLi )|\
NHCH;——> NCHs| R H
3 3 N—R1
THF, _78°C
20°C a 0°C .
Li 72%
R,
a) Campbel[®
EtO,C o  EtOC EtO:C
) m\\
E}\\ CI/U\/\ [ o A
HN —_— —_N = N
DIPEA/Tolueno o H@ ')
Tolueno
OCF3 OCF3 FscO "%
b) Gottschling’
o NN Pd(OAC) (10% mol) o 7 \
PhI (8eq)
N
H AgOAc (2eq)
R Tolueno, calor 90%
Zhang'?
H
H
KOtBu, ligando o)
Benceno calor
N
A\
X5 H
90% 82%
d) Bhakuni''
CO,Et
: N=PPh3 Ftololdehido
NTN
CO,Et Tolueno, 110°C
80%
e) Corona'?

L_a obtencidn de isoindolonas por el metodo de Corona et al, como se muestra en la Tabla
1, inciso e, es una técnica sustancialmente eficiente para la sintesis de isoindolonas.
Basandose principalmente en la quimica del iminofosforano como herramienta principal

en la construccion de estructuras heterociclicas nitrogenadas, su grupo de investigacion
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II. MARCO TEORICO

demostrd su utilidad sintética en la produccion del anillo de isoindolona a traves de una
estrategia electrociclica de cierre tipo tandem aza-wittig 0 TAWERS por sus siglas en
inglés. Otras caracteristicas que convierten a esta técnica de gran interés es que no
presenta formacidn de subproductos, fdcil disponibilidad de sus precursores y baja
toxicidad de las condiciones de reaccidn.'?

El método que empled Corona et al, para generar compuestos de vinil iminofosforano se
apoya en la reaccion de Staudinger, cuya reaccion involucra los compuestos de vinil

azidas y trifenilfosfina en diclorometano a temperatura ambiente.

2.2.1  Sintesis e importancia del Grupo Vinil Azida en la Sintesis de Derivados
Heterociclicos

El grupo vinil azida representa un grupo especial de azidas insaturadas, cuyo grupo se
encuentra sobre el doble enlace carbono-carbono formando un compuesto conjugado con
propiedades anfotericas. En consecuencia, el interés activo de estos compuestos es debido
asu alta reactividad que abarca amplias aplicaciones en transformaciones organicas como
las sintesis de aziriding, indol y triazoles.'®

Hay pocos métodos reportados para la sintesis de vinil azidas, sin embargo, existen
algunas reacciones principales que permiten la preparacion de estos compuestos, como

se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Métodos de sintesis de vinil azidas.

(@)
NaNz CAN
X NMe, X NMe,
MeCN, N3 79%
0°C-t.a.
a) Chiba'

o

o) 0 ®
EtO Na S
H , N3 >
OEt  EtOH,-10°C CO,Et
b)

70%

Hemetsberger'>
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II. MARCO TEORICO

2.2.2 Sintesis e importancia del Grupo Vinil Iminofosforano en la Sintesis de
Derivados Heterociclicos

L a reaccion de Staudinger fue el primer méetodo para la preparacion de iminofosforanos
y posiblemente la técnica mas utilizada. Estos compuestos de fdsforo son conocidos como

fosfacenos, iminofosforanos o fosfoiminas (Figura 4).'6

Ri Ro
R F|<1 N//P\R3
R—N=P—R,; R—C=P—R, >_
R3 Il?s R R4
M 12 13

Figura 4: Iminofosforano 11, Reactivo de Witting 12, Vinil Iminofosforano 13.

Los iminofosforanos han emergido como reactivos e intermediarios en la sintesis
organica para su utilidad en sintesis de compuestos que contengan enlaces C=N, en
particular compuestos heterociclicos nitrogenados por reacciones inter e intramolecular
aza-Wittig. LLa ciclacidn de sistemas N-heterociclicos por una reaccion aza-Wittig se ha
generalizado ampliamente debido a la fdcil disponibilidad de iminofosforanos
funcionalizados. Este grupo funcional reacciona con compuestos carbonilicos para formar
iminas y con isocianatos, isotiocianatos, didxido de carbono y disulfuro de carbono para

formar heterocumulenos. !’

La presencia de un grupo vinilo ofrece nuevas oportunidades sintéticas para esta clase de
reactivos de fdsforo para la preparacion de derivados aciclicos y ciclicos. El doble enlace
adjunto con la estructura de iminofosforano induce un nuevo sitio de reactividad,
permitiendo dos vias de reaccion con reactivos electrofilos: a) reaccidn del dtomo de
nitrogeno del iminofosforano (adicion1,2) y b) reaccion en el dtomo de carbono (adicidn
1,4); dependiendo de las condiciones de reaccion, se favorece el mecanismo de una sola
via. Esta propiedad ha convertido en la actualidad al vinil iminofosforano en una valiosa
herramienta estratégica de sintesis organica para la construccidn de heterociclos que

contienen nitrégeno, compuestos como productos naturales o alcaloides. '®
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II. MARCO TEORICO

2.2.2.1 Reaccion De Vinil Iminofosforanos con Compuestos Carbonilicos

La reaccion de vinil iminofosforanos con compuestos carbonilicos ha sido utilizado en la
sintesis de compuestos imino funcionalizados como el 2-azadieno, que corresponde a una
excelente estructura para la sintesis de heterociclos a traves de procesos de cicloadicion.
L a reaccion aza-Wittig de iminofosforanos 14 con aldehidos produce 3-etoxicarbonil 2—

aza-1,3-dienos 15 en muy alto rendimiento (Esquema 2).'?

N /:O
R - A
£, C/\\\ > Et0,C
R " RsP=0 R
14 86-92% 15

Esquema 2: Reaccidn de vinil iminofosforanos 14 con un aldehido.

Estos heterodienos representan sistemas 47 en reacciones de cicloadicion (4+2) y, por
tanto, muchos tipos de heterociclos nitrogenados de cinco y seis miembros incluyendo
productos naturales y andlogos se han preparado por la llamada estrategia de TAWERS
(Tandem Azao-Wittig/intramolecular Electrocyclic Ring Closure Strategy), como se

muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Ejemplos de sintesis de derivados heterociclicos a través de la técnica de
TAWERS.

> N
Ph3P§N =z R, =H NZ |
—
R, A AN RN
1 51-94%
l R1= R2= COZEt
CO,Et
CO,Et
D”jj@
X
R4
a) 85% Porwansky?°
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II. MARCO TEORICO

z
N
R [ —
EtOZC)\/\/ o X | G

EtO,C EtO,C

80%

b) Rarluenga?!

PhsP==N KN N Ph
N RCHO /< \

AN XY ——» N\ AN —3>» R N

= Ph | s Ph S |

L _ 65%-82%
) Heck??

2.3 Sintesis Enantioselectiva por Biorreduccion con Saccharomyces cerevisiae
2.3.1  Reduccidn Asimétrica de Alguenos

LLa hidrogenacion catalitica asimétrica de compuestos proquirales insaturados como los
alguenos, ha sido ampliamente estudiada y es considerado como un método eficaz para

el acceso y aislamiento de compuestos quirales individuales.??

L_a hidrogenacion asimétrica mediada por metales de transicion y fosfinas quirales es un
método eficiente para la reduccion catalitica de alquenos proguirales, cetonas e iminas en
los correspondientes productos quirales. Muchas son las ventajas que sobresalen de esta
técnica, como lo son la amplia gama de sustratos, alta reactividad y selectividad, asi como
la produccion minima de subproductos, lo que hace que este método sea altamente

deseable.24

2.3.2 Biorreduccion

Poniendo €nfasis en la quimica verde, se requieren mds metodos amigables con el
ambiente en sintesis organica, para ello la hidrogenacion asimétrica biocatalitica

utilizando enzimas aisladas o suspensiones con c€lulas enteras han ganado importancia
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II. MARCO TEORICO

enzimas son atractivos biocatalizadores debido a su alta eficiencia en regio- estéreo—y
enantioselectividad. Las enzimas catalizan reacciones bajo condiciones relativamente
suaves de pH, temperatura y presion bajo condiciones acuosas, que es particularmente
importante en términos ambientales.?® Una clase de enzimas que ha recibido mucha
atencion y que ha sido intensamente estudiada en affos recientes son las lamadas ene—
reductasas.?” Estas enzimas catalizan la reduccidn estereoselectiva de diversos enlaces
dobles conjugados a, B-insaturados activados por un grupo electroatractor, por ejemplo,

cetona, aldehido, dcido carboxilico/éster, lactona, imida, nitro y nitrilo.?8

2.3.2.1 Mecanismo de Reaccion De la biorreduccion por medio de Saccharomyces

cerevisiae

El mecanismo de reduccion de la ene-reductasa de compuestos o, B-insaturados ha sido
estudiada en gran detalle. Se ha demostrado que la reaccidon procede por una via de
transferencia estereoselectiva de un hidruro (derivado de un cofactor reducido) en el

carbono B, mientras que un residuo de tirosina adiciona un protén (o derivado del

solvente) en el carbono a por el lado opuesto (Esquema 3).%°
R ) R H
2 1 . Ry m, ‘\\\\R1
RZ_(&<EWG m Rs | TEwe

IH®| Falvin H, Flavin

IHQI : hidruro de flavin /\< EWG= Grupo electroatractor

lH@| : proton del residuo

de tirosina o solvente
Y NADPR NAD(P)H

HooH—2H > co,

Glucosa J-D-H—> acido gluconico

Glucosa-6-fosfato 6PDH 6-fosfogluconato E
2-propanol —A-D-H—> acetona '

,-------------.

_____________________________________

Sistema de reciclaje del cofactor

Esquema 3. Bioreduccion asimétrica de alquenos activados usando ene-reductasas.
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II. MARCO TEORICO

La adicion completa de hidrégeno sobre el doble enlace C=C es parecida a la adicidn de
Michael y que resulta con exclusiva estereoespecificidad trans. Reduccion del cofactor
oxidado de flavina a expensas de NAD(P)H cierra el ciclo catalitico. Las enzimas ene—
reductasas frecuentemente muestran especificidades relacionadas para NADH o NADPH
como cofactor, lo que permite la eleccion de un sistema de reciclaje (sistema metabdlico)

en cualquier caso.®

2.3.2.2 Biorreduccion de Alguenos Activados con Saccharomyces cerevisiae

La levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae) es un conveniente sistema biocatalitico
que ha sido empleado extensamente para la reduccion asimeétrica de cetonas entre otros
grupos carbonilo. Varios autores han mostrado que la levadura de pan tambi€n es eficiente

para la reduccion de enlaces dobles debido a la presencia de enzimas ene-reductasas. '

En esta dreq, la levadura de pan es el material bioldgico méas empleado para la reduccion
de dobles enlaces proquirales debido a que es altamente econdmico, comercialmente
disponible y las conversiones ocurren usualmente con alta enantioselectividad.®” En la
Tabla 4 se presentan algunos ejemplos de reacciones de biorreduccion de compuestos a,

B-insaturados utilizando levadura de pan.

Tabla 4. Ejemplos de reacciones de biorreduccion.

0O
X H Baker's Yeast - OH
Agua, 30°C, 48h
N3 N3

(S), 98%ee

Q) Fardelone®

0) (0]
Baker's Yeast
\ XAD-7
agua, 30°C, 24h
CHg CHs
(S) 98%ee
b) Silva®
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II. MARCO TEORICO

0] O 0] 0]
OEt S. cerevisiae o OFEt
| agua /bmim(PFG)'
\ \
[ > S
/
(S) 98%ee
) Paula®

Sin embargo, existen algunos inconvenientes con el metodo. La eficiencia es usualmente
baja ya que la mayoria de los sustratos no naturales son téxicos para los organismos vivos
y, por tanto, son tolerados en bajas concentraciones. La cantidad de biomasa presente en
la reaccion provoca bajos rendimientos y hace que la recuperacidn del producto sea

laboriosa.
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III. OBJETIVOS E HIPOTESIS

[Il. OBJETIVOS
3.1 General.

L levar a cabo un estudio metodoldgico para la formacion de moléculas organicas
dpticamente activas a través de un proceso sustentable que involucra una reaccion de
biorreduccion a traves del uso de células enteras de Saccharomyces cerevisiae. y en cuya

estructura se presenten anillos heterociclicos de isoindolonas.
3.2 Particulares

e Obtener el azido acetato de etilo por medio de la reaccion nucleofilica de bromo
acetato de etilo y azida de sodio que servird como materia prima para la sintesis
de 2-azido-3-fenilacrilatos de la ruta sintética A.

e Desarrollar la sintesis de intermediarios de isoindolona conteniendo a los sistemas
o insaturados de la ruta sintética A por una reaccion aza-Wittig de
iminofosforano y una molécula de dialdehido.

e Estudiar lareduccion del enlace doble C=C por medio de pruebas de bioreduccion
de los compuestos de isoindolona a—f insaturados de la ruta sintética A con las
celulas enteras de Saccharomyces cerevisiae con el fin de encontrar las
condiciones idoneas que permitan la reduccidn enantioselectiva.

e Desarrollar la sintesis de otros compuestos intermediarios o insaturados de
isoindolona con un grupo funcional de aldehido como grupo activador de la
bioreduccion (Ruta sintética B) a partir de una reaccion de moléculas de
cinamaldehido con nitrato cerico amoniacal y azida de sodio.

e Realizar las pruebas de biorreduccion del compuesto de isoindolona obtenido a
traves de la ruta B con las células enteras de Saccharomyces cerevisiae'y comparar
los resultados de reduccion con los compuestos de isoindolona a8 insaturados de
la ruta sintética A.

e Caracterizar cada uno de los productos intermediarios y los productos finales de

la ruta de sintesis por medios espectroscopicos y espectrometricos.
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III. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.3 Hipotesis

Serd posible llevar a cabo la formacion de moléculas orgdnicas dpticamente activas en
cuya estructura se presente un anillo de isoindolona como parte del sistema o,B-
insaturado, a traveés de una de las estrategias de sintesis que involucra como paso

importante la reduccion estereoselectiva de los intermediarios o insaturados con células

enteras de Saccharomyces cerevisiae.
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IV. JUSTIFICACION

V. JUSTIFICACION

La idea de emprender el desarrollo de un método de sintesis que permita el acceso a
compuestos enantioméricamente puros, como lo es la obtencion de derivados de
isoindolona tiene como fundamento obtener de manera mds eficaz y econdmica productos
de interés farmaceutico. Las moléculas de isoindolona tienen tambien la funcion de servir

como intermediarios para la sintesis de alcaloides de mayor complejidad e interés

farmacoldgico.

En este contexto, con la metodologia propuesta para la realizacion de este proyecto, se
busca también una aportacion importante en la generacion de conocimiento y experiencia
nueva en beneficio de la sociedad. Las ventajas asociadas al empleo de esta ruta sintética
son la disponibilidad de los materiales y la alta selectividad en la obtencion de los
productos deseados Yy por tanto la generacion de subproductos es minima, haciendo que

esta metodologia sea altamente deseable académica e industrialmente.

Se propone que los compuestos enantiomericos puros gue se obtengan en este proyecto
podran tener actividad bioldgica y aungue este estudio no se abordard aqui, el disponer
de estas nuevas estructuras para el conocimiento de su reactividad, puede ser un objetivo

mas a largo plazo, abriendo paso a estudios posteriores.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo de investigacion planted como objetivo principal la formacion de los
derivados de las pirrolo[1,2-a]isoquinolinas, moléculas con una interesante aplicacion
tanto bioldgica como farmacoldgica; sin embargo, al final del proceso de
experimentacion, el objetivo inicial cambio de forma radical, presentando en este trabajo
alas moléculas de la isoindolonas, que presentan centros asimetricos, como los productos

mas interesantes de este estudio.

En el Esquema 4 se presentan las rutas retrosintéticas de sintesis estudiadas, en las cuales
se observa que el producto final esperado es la correspondiente pirrolo[1,2-a]isoquinolina
28. Sin embargo, al finalizar el estudio de la sintesis se encontrd a las isoindolonas
asimétricas 26, las cuales fueron obtenidas principalmente a traveés del uso de los

intermediarios iminofosforanos correspondientes 24.

R p
X
R H O:} R\\ 0) p—1 R o) —1 m

_ )
= CO,Et = COE Z N co,Et
27,28 2% 25 /
R R
|\\ |\ X N
= CHO FNF CO,Et
22 23

Esquema 4: Ruta retrosintética para la formacion de derivados de pirrolo[1,2—

alisoquinolinas 27 y 28.
5.1 Sintesis de Azidoacetato de etilo.

El estudio hacia la formacidn de los derivados de las isoindolonas inicid con la reaccion
de condensacion alddlica tipo Knovenagel, utilizando como material de partida el

azidoacetato de etilo, el cual fue preparado como se muestra en el Esquema 5.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

O NaN; CHsCN O

BrkaEt ta. 72h NskaEt

90%

Esquema 5: Sintesis de azido acetato de etilo.

El azido acetato de etilo se obtuvo en un 90% de rendimiento, y sus estudios de
caracterizacion por medio de RMN "H y 3C (ver Anexos) corresponden a los reportados

en la bibliografia.3

5.2 Sintesis de (Z)2-azido-3-fenilacrilatos de etilo adecuadamente sustituidos sobre

el anillo de benceno

El azidoacetato de etilo previamente formado se hizo reaccionar con cinco derivados de
benzaldehido diferentes  (benzaldehido, benzo[d][1,3]dioxo-5-carbaldehido, 4-
dimetilamino benzaldehido, 2,3-dimetoxibenzaldehido, 2,4-diclorobenzaldehido) con la
finalidad de obtener los correspondientes derivados a,B-insaturados adecuadamente
funcionalizados. En la Tabla 5 se muestra la reaccion general de condensacion, los
productos derivados de vinil azidas obtenidos, tiempos de reaccion empleados vy

rendimientos.

Durante el desarrollo experimental se observd que para obtener mejores rendimientos en
la reaccion de condensacion es necesario el uso de un exceso de seis equivalentes del
azidoacetato de etilo, asi como de la base por un equivalente del aldehido correspondiente.
Como puede observarse en la Tabla 5, el tiempo maximo de reaccidn fue de 24 horas
para las reacciones 1 a 3, después de ese tiempo la formacion del producto permanecia
sin cambios. En contra parte, el tiempo de reaccion para los ensayos 4y 5 fue de 4 horas,
lo anterior tenia por objetivo comparar el rendimiento alcanzado en estos ensayos vy los
obtenidos por Zhang®en cuyo caso el rendimiento de reaccidn alcanzaba el 60% en un

tiempo de 4 horas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5: Rendimientos de reaccidn y puntos de fusidn de vinil azidas 23a-e.

Reaccion General:
R Q R\\ N
N Na Aot 6Eq. || 3
| N o~
ZScHo  EtONa/EtOH,6Eq.
22 -10°C 23 0O
Ensayo Productos Tiempo de | Rendimiento Punto de
Reaccion (%) fusion (°C)
(hrs)
K Acei
ceite
1 N O 24 75 amarillo
(@]
23a
/\O
(@)
N3
2 = o~ 24 76 37
O
23b
|
N N Aceite
3 .
3 24 61 amarillo
= o~
(@]
23c
N3 Acei
o ceite
4 MeO = ~ 4 40 incoloro
OMe (@]
23d
Cl
N3
5 N O 4 35 65
Cl (@]
23e

Para comprobar la formacidn de los correspondientes sistemas a, B-insaturados, se Ilevo
a cabo su caracterizacion por medio de técnicas espectroscdpicas de IR, observando la
banda de vibracion caracteristica del grupo azida en 2100 cm™, ademds de la presencia
del grupo funcional carbonilo de éster en 1675 cm™; por otra parte, a través de la
espectroscopia de RMIN de 'H y 3C se determinaron los desplazamientos quimicos

caracteristicos de estas moléculas, los cuales se resumen en la Tabla No. 6. De lag
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i 2 l'ué"

2idn mas importante se tiene que en el espectro de RMIN 'H se muestra un patron
caracteristico para los seis derivados a, B-insaturados 23a-e v se observa el sistema de
spin para el grupo etilo como una sefal cuadruple para los metilenos (CHz) en una regidn
comprendida entre 4.35 a 4.39 ppm y una sefal triple para los metilos (CH3) en la region
de 1.12 a 1.41 ppm; ambos con contantes de acoplamiento de entre J=7.2 a 7.4 Hz. Por
otra parte, el hidrégeno vinilico para estos derivados es una sefial simple en todos los
casos presente en la regidn entre 6.88 a 7.44 ppm. El espectro correspondiente de RMN
13C, también indico la formacion de los derivados o, B-insaturados, ya que muestra las
sefales de los grupos carbonilo del grupo €ster, para todos los derivados en la regidn
comprendida de 163 a 165 ppm, la presencia de los carbonos vinilicos y aromaticos en la
regionde 110 a 135 ppm, en la regidn alifdtica se presentan el grupo etilo como una sefal

alrededor de 14 ppm para el metilo y entre 55 a 62 ppm para el grupo metileno.

Tabla 6. Desplazamiento quimico de RMN 'H y 3C en ppm de vinil azidas 23a-e
(multiplicidad y J en Hz).

Atomo 23a 23b 23c 23d 23e
Hpviniico 691 ) 6.88 (s) 6.89 (s) 7.33(s) 7.44 (s)
H-CHs; 140(tJ=72) 139(tJ=7.2) 139(tJ=7.1) 141(tJ=7.1) 1.12(t J=8.0)
H-CH,— 437(q,J=72) 436(q,J=7.2) 434(qJ=7.1) 4.39(qJ=7.1) 4.35(q,/=8.0)
H ar 7.81(d,J=65)  7.30-7.13(m) 7.81(d,J=8) 7.81(d,J=8) 7.74(s)

7.44-7.29(m)  6.88-6.72(m) 6.73(d,J=8) 7.09(tJ=81) 7.67(d,J=7.5)
6.92(d,J=8)  7.52-7.44 (m)
CP 128.44 126.45 129.80 125.44 119.07
C-CHs; 14.03 14.05 13.41 13.93 14.20
C-CH,— 62.28 62.15 60.84 55.95 62.62
Car 12533-133.22  110.58-151.73 110.58-151.73 114.20-152.47 126.97-135.28
C(c=0) 16355 163.68 165.13 165.67 163.08
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2\
S

5.3 Sintesis de etil (Z)3-fenil2<trifenilfosfanilidien-amino)acrilatos

Una vez que se comprobd la obtencion de las vinilazidas se continud a efectuar la sintesis
de vinil iminofosforanos 24a-e mediante la reaccion de vinil azidas 23a-e vy trifenilfosfina
en diclorometano a temperatura ambiente. L .os compuestos sintetizados, los rendimientos

y tiempos de reaccion se representan en la Tabla 7.

Tabla 7: Rendimientos de reaccion y puntos de fusidn de vinil iminofosforanos 24a-e.

Reaccion General:
R\ R
SN PPhy  XC ) e,
—_—
230-e 272 240-¢ 2
t.a. gh
Ensayo Productos Rendimiento Punto de
(%) fusion (°C)
N=PPhj
| PN O 95 120
(6]
24a
/=0
(@)
2 N=PPh; 90 130
= o~
(0]
24b
|
N
~ N=
3 m;m 83 114
= o~
(0]
24c
N=PPh
_ 03 Aceite
4 MeO ~ 80 amarillo
OMe O
24d
Cl
N=PPh,
5 %Ov 75 128
Cl (e
24e
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R—Ny " PRy —> | , = N—N

R—N=—=PR, <——| RTN—PR;| <«

1
1 1
N==N

Esquema 6. Secuencia de reaccion de Staudinger para la sintesis de iminofosforanos
(240-24e).

Los rendimientos de reaccion que presentan los compuestos de vinil iminofosforanos
24a-e se encuentran en un intervalo de 75 a 95 % y con tiempos de reaccién moderados.

El mecanismo de la reaccion de Staudinger se muestra en el Esquema 6.

La caracterizacion correspondiente a los derivados iminofosforanos 24a-e, se realizd a
traves del uso de la espectroscopia de IR, donde la informacidn mads importante se observa
debido a la ausencia de la banda correspondiente del grupo azida, el cual inicialmente se
encontraba alrededor de 2100 cm™, vy la cual ya no estd presente en los derivados 24a-e
obtenidos. Ademds, para corroborar la formacion de los intermediarios iminofosforanos,
se realizé la RMN'H observando un patrdn muy similar con sus antecesores azida; se
presenta el sistema de espin del grupo etilo correspondiente (CH;; g, 3.78-3.88 ppm, CHs;
t, 0.98-1.01 ppm), la serial del hidrégeno vinilico (<CH=; s, 6.73—7.46 ppm); la diferencia
notable es el aumento en el ndmero de hidrdgenos presentes en la region de sistemas
aromdticos, lo cual corresponde a 15 hidrdgenos de los tres grupos arilos incorporados,

provenientes de la trifenilfosfina.
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Tabla 8. Desplazamiento quimico de RMN 'H y 3C en ppm de vinil iminofosforanos

24a-e (multiplicidad y J en Hz).

Atomo 24a 24b 24c 24d 24e
HpBVinilico 6.73(s) 6.72(s) 6.76(s) 7.4 (s). 7.46 (s)
H-CHs; 101(tJ=7.1)  098(tJ=7.1) 099(tJ=7.1) 1.00(tJ=7.1) 1.01(tJ=7.1)
H_-CH,— 385(qJ=71) 3.78(q,J=7.2) 3.88(q,J=7.1) 3.85(q,J=7.1) 3.88(q,J/=7.2)
H ar 819-8.10(m)  7.77-7.68(m) 7.75-7.67(m) 7.77-7.70(m) 7.73-7.67 (m)

7.76-7.70(m)  7.43 (ddtd, J = 7.44(dddd,J= 7.52-7.35(m) 7.46 (ddt, J =
751-7.36(m)  11.4, 8.7, 6.1, 13.7,11.9,6.0, 7.04(d,J=7.0) 10.8,5.4,2.6)
7.26 (m) 2.7) 4.2) 6.95(t,J=8.1) 7.08(dd, /=87,
7.18-7.07(m)  7.27(d,J=3.3) 6.65(d,/=8.8) 6.77-6.74(m) 2.5)
6.75—6.69 (m) 6.95 (d, J = 7.0)
Cp 127.58 128.59 128.15 134.60 131.88
C-CH; 12.25 14.07 14.03 14.05 12.73
C-CHy,— 5892 60.67 61.79 60.94 59.80
Car 123.86-136.48  107.79-147.09 112.74-151.63 110.12-152.70 126.92-131.88
C(c=0) 166.22 168.05 169.32 160.05 166.17

5.4 Sintesis de etil<{2)2<1-oxoisoindolin2-1)-3-fenilacrilatos

Una vez obtenidos los compuestos de vinil iminofosforanos 24a-e, se llevd a cabo la
construccion de los intermediarios de isoindolona correspondientes 25a-e por medio de
la reaccion con ftalaldehido en tolueno a temperatura de reflujo. Los intermediarios de

isoindolonas obtenidos se presentan en la Tabla 9.

Durante el proceso de experimentacion se observd que el tiempo de reaccidn adecuado
para lograr los mejores rendimientos fueron 48 horas. La identificacion de los derivados
de las isoindolonas fue posible a traves de diferentes técnicas de andlisis, inicialmente la
espectroscopia de infrarrojo mostré las vibraciones correspondientes de las bandas de
absorcidn caracteristica de los grupos funcionales presentes, por ejemplo: el grupo
carbonilo de la lactama, asi como la del €ster se presentan como dos bandas de mediana

intensidad en 1650y 1690 cm™ (ver Anexos).
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Tabla 9: Rendimientos de reaccion y puntos de fusion de derivados de isoindolona 25a0—

€.

Reaccion General:

©:CHO
R
co,Et Toluene
24a-e 0 10°C ash \ 750{e CO,Et
Ensayo Productos Rendimiento Punto de
(%) fusion (°C)
1 N 84 95°C
7 O~
(0]
250
o ;
O/\ o
2 N 83 114°C
G SN
o
25b

N
3 g % 85 108°C
F O\/
4 i i . 82 Aceite café

i Z 70 Aceite
N o .
amarillo
G O\/
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La informacion mas importante de la formacidn de los derivados de las isoindolonas se
obtuvo del andlisis de los espectros de RMN 'Hy 3C. En el espectro RMN 'H, se observé
la aparicion de las seffales simples en la region de entre 4.42 y 456 ppm de los
correspondientes grupos metileno parte del anillo de la lactama formada, es evidente
también la disminucidn del ndmero de hidrdgenos aromaticos en quince unidades de
integracion, debido a la perdida de tres fenilos como parte del grupo dxido de
trifenilfosfina, como consecuencia de la formacidn del grupo imina intermediario (ver
Esquema 7). Los espectros de RMN '3C por su parte, muestran las sefiales de los carbonos
de los grupos metileno en la region de entre 48.5 a 50.4 ppm, asi como los carbonos
debido a los grupos carbonilo de éster y lactama en la region comprendida de 167 a 169
ppm, siempre en todos los casos, dos sefiales presentes de carbonilo, el grupo éster v el

grupo amida (Tabla 10).

En funcion a la informacion obtenida sobre reactividad de los iminofosforanos, y a la
informacion de la literatura se describe el posible mecanismo de transformacion, el cual
ha sido estudiado por nuestro grupo de investigacion.'? Inicialmente el mecanismo
transcurre con la formacion de la imina A posteriormente el par libre de electrones de Ia
imina ataca de forma intramolecular al carbonilo restante polarizando el enlace C-O
formando el intermediario B. Cuando el enlace C-O polarizado regresa el par de
electrones, ocurre una migracion del hidrégeno [1,3] que se adiciona en el carbono de la

imina produciendo como producto final la formacion de la isoindolona 25 (Esquema 7).
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Tabla 10. Desplazamiento quimico de RMN 'H y 3C en ppm de intermediarios de

isoindolona 25a-e (multiplicidad y J en Hz).

Atomo
HBVinilico
Hbencilico
H-CHjs

H-CHo-

HAr

CBuvinilico
Chencilico
C-CHs
CCHx-
C Ar

C
(CZO)Isoindo\ono

C (CZO)e’ster

25a
7.84 (s)
4.51 (s)

1.31(t,J=7.1)

4.30(q,/=7.1)

7.94 (dd, J
1.3)
7.61 (td, J
1.3)
7.56 — 7.48 (m)

7.48 - 7.39 (m)
7.37-7.25 (m)

121.83
48.94
13.06
60.55

123.30-141.06

167.92

163.26

7.5,

7.4,

25b
7.75 (s)
4.55 (s)

1.29(t, J
1.5)

4.25 (q, J

6.4)

7.93 (d, J
7.5)

7.63 — 7.43
(m)

7.03 - 6.91

(m)

123.06
50.41
14.14
61.89

108.68-
149.45
169.12

164.62

25¢C
7.78 (s)
4.56 (s)
1.29 (t, J
7.1)
421 (q, J
7.1)
7.96 (d, J
7.5)

7.64 — 7.45

(m)

7.31 (d, J
7.5)

6.56 (d, J
8.9)
119.67

49.51
13.83
60.67

111.22-
150.97
168.46

164.65

25d
8.06(s)
4.48 (s)
132 (t, J =
7.1)
431(q,J=
7.1)
8.06 (d,J =
8)
7.90(d, J =
7.5)
7.61-7.39
(m)
6.87 (d,J =
5.6)
121.37

48.52
12.60
62.57

113.83-
149.15
167.53

162.81

25e
7.40 (s)
4.42 (s)

1.33 (t,/=7.1)

433 (q, J =
7.1)
7.89 (d,
7.4)

7.63 - 7.32

(m)

115.60
50.54
14.21
62.06

123.00-
142.14
169.17

163.82
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Népph3 //; " co,Et " o,k
\J\ N\
CO,Et X

240-e
-Ph3PO
POt CO,Et
CO,Et 2
\ﬁ kR
Ar
250%

Transpocmon del hidruro (1,3)
Esquema 7: Mecanismo de obtencidn de isoindolonas utilizando vinil iminofosforano y
dialdehidos.

5.5 Estudio del proceso de biorreduccion utilizando S. cerevisiae como agente

biorreductor.

De acuerdo con la bibliografia se ha encontrado que la Saccharomyces cerevisiae, una
levadura, produce reacciones de reduccion de sistemas orgdnicos a, p-insaturados en
condiciones suaves,®” por lo cual se decidid en este paso utilizarlas como paso de
reduccion de los derivados de isoindolonas formados anteriormente. En la Tabla 11 se

presenta la reaccion general de la bioreduccion.

Las pruebas de biorreduccion de los cinco derivados de isoindolonas (Ensayos 1-6) se
llevaron a cabo utilizando las mismas condiciones de reaccion que se encuentran
reportadas en la literatura.® Se colocaron 10g de S. cerevisiae tipo 2 en 150mL de agua
previamente hervida, a la suspension se adiciono 5g de dextrosa'y se mantuvo en agitacion
por 20 minutos. Se disolvieron 0.2mmol del sustrato de isoindolona en 5mlL de etanol vy
se depositaron lentamente en el medio de reaccion. Al término, la mezcla se filtra sobre
una capa de celita en un buchner y vacio, las aguas madre al igual que el residuo solido
remanente de la filtracion se lavan con 3 porciones de acetato de etilo (75mL) vy la fase
organica se separa por un embudo de separacidn, se seca sobre Na;SO4 anhidro y se
concentra a vacio. El residuo resultante se purifica por cromatografia en columna sobre

gel de silice utilizando como sistema eluente una mezcla de acetato de etilo/hexano.
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Tabla 11. Reaccion General y Ensayos de Bioreduccion con S. cerevisiae

Reaccion General:

Ri1=-OEt; -OH; H; -CH3
o

-0
Rao= ; N3,’ H

Rs
A N

F Rz

Ri____

Condiciones
de
Bioreduccidn

R

Rs= H; 3,4(-O-CH,-0-); -N(CH3),; 2,3-(OMe),; 2,4-(Cl)2

Ensayo

Sustrato

Producto

Condiciones de Bioreduccion

LB

0.4mmol/10g (25a/S. cerevisiae
tipo 2), H20, Glucosa, 30°C, 24h.

0.8mmol/20g (25a/S. cerevisiae
tipo 2), H20, Glucosa, 30°C, 7 dias.

25a
3 - 0.4mmol/10g (25b/S. cerevisiae
=0 tipo 2), H,0, Glucosa, 30°C, 7 dias.
0O, " o
F SN
o
25b
4 - 0.4mmol/10g (25¢/S. cerevisiae
| tipo 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
N N oo
@\/ﬂ/&/
o
25¢C
5 - 0.4mmol/10g (25d/S. cerevisiae

tipo 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
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Ensayo Sustrato Producto Condiciones de Bioreduccién
6 - 0.4mmol/10g (25¢/S. cerevisiae
tipo 2), H,0, Glucosa, 30°C, 7 dias.
Cl N o
\Q\/K’(O\/
Cl o
25e
7 - 0.4mmol/20g (31/S. cerevisiaetipo
2), H20, Glucosa, 30°C, 7 dias.
N (0]
%OH
(0]
31
8 N, - 0.4mmol/10g (23a/S. cerevisiae
_ ou_- tipo 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
o
23a
9 X CHO N-"on | 0.4mmol/10g (34/S. cerevisiaetipo
O/\/ 0% 2), H,O, Glucosa, 30°C, 48h.
34 35
10 N oMo A on | 0.4mmol/10g (36/S. cerevisiaetipo
| Ny 2), H,O, Glucosa, 30°C, 48h.
’ 50%
36 41
11 Q A on | 0.4mmol/10g (38/S. cerevisiaetipo
N Ny N o 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
N\ -0
50%
42
38 % TOH
N0
26
12 N "o - 0.4mmol/10g (35/S. cerevisiaetipo
0% 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
35
13 ~ OH - 0.4mmol/10g (41/S. cerevisiaetipo

b4
@

50%

~

2) H,O, Glucosa, 30°C, 7 dias.
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Ensayo Sustrato Producto Condiciones de Bioreduccion
14 x OH - 0.4mmol/10g (42/S. cerevisiae
N tipo 2), H,O, Glucosa, 30°C, 7
(o] ,
dias.
50%
47
15 Ns - 0.4mmol/10g (44/S. cerevisiae
_ tipo 2), HxO, Glucosa, 30°C, 7
dias.
(0]
44
16 N; - 0.4mmol/10g (44/S. cerevisiae
/ tipo 2), Tolueno (50mL), H,O
(2mL), 30°C, 2 dias.
(6]
44
17 N; Ns 0.4mmol/dg (44/S.  cerevisiae
/ tipo 2), Amberlita XAD-7 (1g),
S0 | T20, 30°C, 4 dias.
(0] (o]
44 45
18 Ns - 0.4mmol/4g (23a/S. cerevisiae
o tipo 2), Amberlita XAD-7 (1g),
e H,0, 30°C, 4 dias.
(0]
23a

Los resultados para este paso de biorreduccion fueron limitados, observando que en
ninguno de los derivados se observa la formacicon del producto de reduccion deseado (ver
Tabla 11).

Los informes en la literatura indican que el proceso de biorreduccion de un sistema a, B—
insaturado utilizando a la S. Cerevisiae se ve favorecido con la presencia de grupos
electroatractores,® sin embargo, la reaccidn de reduccidn bajo estas condiciones de los
derivados de las isoindolonas no fue factible, esta inactividad se atribuye principalmente
al grupo €ster, que a pesar de ser el principal grupo electroatractor del enlace doble
carbono-carbono este grupo funcional no se considera un agente activador de acuerdo con
lo reportado en la literatura.®® Para tratar de lograr realizar la reduccion se planted el
cambio del grupo electroatractor del sistema a, p-insaturado como se muestra en el

Esquema 8.

pag. 33



V. RESULTADOS Y DISCUSION

(1) LiOH, MeOH/H,0

t.a.; 2h
= CO,Et = CO,H
25a 3]

Esquema 8. Reaccion de hidrdlisis del grupo €ster.

Para mejorar la reactividad del derivado de la isoindolona 25a, se decidid Ilevar a cabo
su hidrdlisis del éster al correspondiente dcido carboxilico 31, utilizando hidréxido de
litio como reactivo en metanol/agua como sistema de disolventes; esperando que el
cambio en su naturaleza quimica aumente su afinidad con el medio en el cual se realizay
por tanto procurar una mayor actividad de la S. cerevisiae sobre el sustrato (ver Esquema
8).

El nuevo derivado de isoindolona debidamente funcionalizado con un grupo dcido
carboxilico 31 obtenido en buen rendimiento (90%) fue sometido a las condiciones de
reduccion de S. cerevisiae, sin embargo, despues de una semana, no se observd cambio
alguno en el material de partida, el cual fue recuperado del seno de la reaccidn vy

caracterizado como la isoindolona 31(Tabla 11, ensayo 7).

Debido a que los derivados de azidoacrilatos 23 presentan una mayor similitud con las
estructuras de los compuestos utilizados en este tipo de reacciones de reduccion
enzimdticay gracias tambien a la falta de reactividad de los derivados de las isoindolonas,
se planted la utilizacion de los intermediarios azida como objetivo de estudio para la
obtencion de los compuestos de reduccion. De esta manera, el compuesto 23a, se hizo
reaccionar bajo las condiciones de reaccion anteriormente informadas; Levadura S.
Cerevisiae, agua, glucosa, 30°C por 7 dias. Desafortunadamente, los resultados no
muestran ninguna conversion del material de partida, es decir, se recuperd el azidoacrilato

23a sin cambio alguno (ver Tabla 11, ensayo 8).
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%0 la falta de resultados en la reaccion de reduccion de los derivados de las
isoindolonas, asi como en los azidoacrilatos, se decidid poner a prueba la capacidad
reductora de la levadura en otro compuesto insaturado cuyo grupo funcional sea parecido
a los reportados en la literatura. El cinamaldehido (34) fue el reactivo elegido para realizar

un nuevo ensayo de reduccion con levadura como se muestra en la Tabla 11 ensayo 9.

La reaccion del cinamaldehido en presencia de la levadura presentd un cambio
significativo a las 48 horas, observando a traves de ccf la formacion de un solo producto,
el cual fue tratado y purificado, para posteriormente ser caracterizado. EI compuesto
obtenido se analizd por RMN 'H, observando la aparicion de las sefales correspondientes
a los hidrégenos vinilicos cada uno como serfales dobles y doble de doble, en 6.37 y 6.62
ppm, indicio de que la reaccidn no procedid para dar el producto esperado derivado de la
reduccion del doble enlace. Por otra parte, la aparicidn de una sefial en 3.68 ppm que
integra para dos hidrdgenos y que corresponde a un carbono de un alcohol, es evidencia

de la reduccion del grupo carbonilo.

Por su parte en el espectro de RMN '3C, se observan las sefiales de los carbonos vinilicos
en 127 ppmy 131 ppm, asi como la seffal del metileno unido al hidroxilo en 63.2 ppmy

la ausencia de la serial del grupo carbonilo del aldehido (ver Anexos).

De manera general, estos resultados hacen referencia a una reduccidn parcial de la
molécula de cinamaldehido donde el doble enlace C=0 fue reducido por la levadura S.
cerevisiae a un alcohol primario (R-CH>-OH), mientras que el enlace doble C=C no fue

afectado.

Consecuentemente, este resultado confirma la actividad de reduccion existente en el uso
de celulas enteras de levadura (Saccharomyces cerevisiae); sin embargo, tambien se
observd que el cinamaldehido no es el sustrato indicado para el propdsito de este proyecto

que es la reduccion del enlace doble C=C.

En este sentido, los informes en la literatura muestran que los derivados a, p-sustituidos
con bromo o el grupo azida sobre el cinamaldehido, sufren un proceso de reduccion a los
respectivos arilpropanoles, a través del uso de la levadura S. cerevisiae, por lo cual, en

funcion a estos informes, se decidid plantear una nueva estrategia o ruta alternativa y la
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c Pnuestra en el Esquema 9. El punto clave para el logro de esta estrategia, es la

obtencion del derivado 36, el cual se reduciria al derivado 36b.

Al realizar la reaccion de adicidn del grupo azida en posicion alfa al carbonilo de la
molécula 34 siguiendo la metodologia propuesta del Esquema 9, el producto 36 se
produjo en un rendimiento de 20%, resultado que debe suponerse a la alta reactividad del
grupo carbonilo de aldehido y a la recuperacion de la materia prima en un 50 %. Como
informacion adicional, este tipo de reaccion se realizo sobre sustratos donde el grupo
carbonilo activante es derivado de un €ster, amida o cetona,*' no encontrando informacidn

sobre el uso del grupo carbonilo de aldehido como activador en este tipo de procesos.
1) NaN;, CAN

©/\/CHO MeCN, t.a. mCHO Levadura de pan‘ | X OH
_ 1 = >
2) AcONa, Acetona Agua, Glucosa, N
Ns 30°C, 48 h 7 3

20%

36b
OSiTBDM 36 TBDMSICl
@EC DCM

CHO OSiTBDM
<—T01uen0 - OSiTBDM
110°C PPh3 DCM

Trifenilfosfina

Esquema 9. Ruta alternativa para la formacion de intermediarios de isoindolona a partir

de cinamaldehido.

Una vez aislado el derivado 36, se |levd a cabo su reaccidn de biorreduccion utilizando la
levadura S. cerevisisae, obteniendo como producto mayoritario al alcohol alilico 41, en
un 50% de rendimiento (ver Tabla 11, ensayo 10), sin embargo, no se obtuvo el producto
deseado 36b, por lo cual la estrategia planteada en el Esquema 9, no fue posible de

finalizar con éxito.
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erdo con los resultados obtenidos de la reactividad de los sustratos en el proceso
de biorreduccicn, donde se observd una gran reactividad del grupo funcional carbonilo
de aldehido hacia la reduccion al alcohol saturado, se planted el uso de este grupo
carbonilo de aldehido en una molécula que ademas contuviera otro grupo carbonilo que
dirigiera la reaccidn solo a la reduccion del grupo alqueno, se analizaron las opciones,
encontrando que el mejor sustrato es la correspondiente a la isoindolona, que contiene al

grupo carbonilo de amida, pero ademds conteniendo al grupo carbonilo de aldehido.

El inicio hacia la formacion del producto reducido de isoindolona 26, comenzd con la
utilizacion del intermediario vinilazida 36; compuesto formado anteriormente en este
estudio (ver Esquema 10), el cual se hizo reaccionar con trifenilfosfina en diclorometano,
para formar el correspondiente intermediario iminofosforano. Es conocido de la literatura
que los iminofosforanos reaccionan répidamente con derivados carbonilo de aldehidos y
cetonas, el derivado iminofosforano 37, se obtuvo como el Unico producto de la reaccion,
sin la formacion de subproductos (ver Esqguema 10). La obtencidn de un unico
compuesto en esta reaccion se atribuye a la temperatura utilizada en el proceso, que fue
la temperatura ambiente; y que acuerdo con lo descrito en la literatura,?' la interaccion

del iminofosforano con los grupos carbonilos requiere de altas temperaturas.

PPhs CHO
o -CHO X
DCM, t.a. N
N3 Spph,
36 37 90%

Esquema 10. Reaccion de Staudinger del intermediario de vinil azida 36.

La sintesis del intermediario isoindolona 38 se Ilevo a cabo utilizando la misma estrategia
antes citada para los derivados 25 (Tabla 9). Teniendo en cuenta la presencia del grupo
carbonilo de aldehido presente en el mismo intermediario iminofosforano, se utilizaron
dos equivalentes de ftalaldehido, con la intencion de aumentar el rendimiento de la
isoindolona, debido a que el proceso Ilevado a cabo a una alta temperatura (110°C), podria

generar la aparicidn de varios subproductos de reaccion. Los resultados obtenidos
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de? »de Ilevada a cabo la reaccidn, muestran la formacion correspondiente de la
isoindolona 38 en un 50% de rendimiento; asimismo, puede observarse a traves de la ccf,
la formacion de varios subproductos debido posiblemente a la competencia en la

reactividad de los grupos aldehidos presentes.

Una vez preparado el intermediario isoindolona 38, se decidid realizar la reaccion de
biorreduccion correspondiente. LLas condiciones de reaccion se observan en la Tabla 11,
ensayo 11, para lo cual el compuesto 38 se colocd en un medio acuoso en presencia de la
levadura y glucosa, despu€s de un tiempo de reaccion de siete dias, se observd la

desaparicion total del material de partida y la formacidn de dos productos mayoritarios.

Después de realizar la caracterizacion de los dos derivados obtenidos, a partir de la
espectroscopia de IR y RMN "Hy 3C se encontrd que uno de los compuestos formados
es el alcohol alilico 42 que corresponde al producto mayoritario (50%), vy el segundo
derivado es el producto de reduccion total del sistema a, B-insaturado 26, produciendo un
alcohol saturado en la cadena que lo soporta y que corresponde al producto minoritario
(10%) (ver Tabla 11, ensayo 11).

El seguimiento de la reaccidn por cromatografia en placa fina de la prueba de
biorreduccion de la Tabla 11, ensayo 11, revelo que la materia prima presentd un
consumo total hasta los siete dias de reaccion, este resultado es semejante al experimento
llevado a cabo con la molécula de cinamaldehido (Tabla 11, ensayo 9), donde ambos
compuestos mostraron la formacion de un alcohol alilico como producto principal. Al
mismo tiempo, en el ensayo 11, se observd que el consumo de la materia prima fue mas
lento y requiric de mads tiempo para llevarse a cabo en su totalidad, no obstante, se obtuvo
un alcohol insaturado (42) cuyo rendimiento representd el producto principal de la

reaccion.

Estos ensayos hacen constar la alta reactividad del grupo carbonilo del aldehido en el
medio de reduccion con S. cerevisiae, sin embargo, esta reactividad trae como
consecuencia que cuando el grupo carbonilo es reducido en primer lugar, ya no se observa
algun otro cambio importante en la reaccion ya que, de acuerdo con lo descrito en la
literatura, la presencia del grupo electroatractor es importante para la reduccion del enlace
doble. Por tanto, el alcohol alilico formado en las reacciones de biorreduccion (Tabla 11,

ensayos 9, 10, 11) no posee actividad posterior en las pruebas de biorreduccion.
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la afirmacion anterior, fue necesario realizar los ensayos
correspondientes, de esta manera, cada uno de los alcoholes alilicos obtenidos en las
pruebas de biorreduccion, se sometieron a las mismas condiciones de reaccidn con
prolongados periodos de tiempo. Sin embargo, no se obtuvo un resultado positivo en
cualquiera de las pruebas llevadas a cabo. Con base en estas observaciones se determind
que el alcohol alilico no tiene actividad con la levadura (S. cerevisiae) y que, por tanto,
no puede ser considerado un agente activador o intermediario en la reduccion del enlace
doble CC (Tabla 11, ensayos 12, 13, 14).

Dando seguimiento a la elucidacion de los productos de isoindolona 42 y 26, el aspecto
principal en RMN "H que permitid su distincion fue la aparicion de una sefial simple en
6.64 ppm que indica la aparicidn del H vinilico (H5) de la molécula insaturada 42, y cuya
sefal estd ausente en el espectro de RMN "H de la molécula 26 v que ademds €ste muestra
una sefal multiple entre 2.96 y 3.20 ppm correspondientes a la formacion de los H
bencilicos (H5) para la molécula saturada 26. Por su parte, en el espectro de RMN *C de
26, se aprecia la formacion de las sefales de los carbonos C5 y C6 en 35.37ppm y
57.23ppm respectivamente, demostrandose de esta forma la obtencidn de un compuesto
reducido C-C.

Los estudios de IRy Masas (EI), refuerzan la obtencion de los productos 42 vy 26, donde
es importante destacar que en ambos compuestos se comprueba la aparicion de la serial
en 3300 cm™ del alcohol en el caso de los espectros de IR (ver anexos, Espectros 79 y

83) v el peso molecular corresponde a los presentados en los espectros de Masas 80y 84.

Para la elucidacion correcta de la estructura tambiéen se realizaron experimentos de DEPT
90y 135, asi como de pruebas de correlacion HSQC y HMBC. De acuerdo con el espectro
de DEPT-90 (Espectro 86, ver anexos) se aprecia una sefal en 57.21 ppm que pertenece
al unico atomo de carbono de tipo -CH (C-6) de la estructura saturada 26, cuyo dtomo es
resultado de la reduccicn del enlace doble C-C. Por otro lado, en el espectro de HSQC,
se puede observar una relacidn precisa entre los respectivos hidrégenos y carbonos; H5—
C5, H6-C6, H7-C7, H9-C9. Dentro de la misma figura se halla el espectro de DEPT-135
(Eje YY) donde se pueden identificar los carbonos de tipo “<CH> presentes en la molécula

26 como C-5, C—/ y C9 como las unicas sefales negativas (Figura 5).
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rmento de HMIBC aporta mas pruebas de la existencia de un enlace saturado entre
los carbonos C-5 'y C-6. Por ejemplo, se observan sefales de la correlacion entre el H6 a
atomos de carbonos cercanos como C5, C6, C7, y hasta Gtomos de carbono aromdticos
como C3y C4, que es posible observarlos al tratarse de sistemas conjugados (ver anexos,
Espectro 89b).

De manera conjunta, para conocer de manera cualitativa si el compuesto de isoindolona
26 presentaba un exceso enantiomerico general, se tomd una pequefia muestra del
compuesto en forma de cristal y se colocd en un portaobjetos para analizarlo en un
microscopio de haz de |luz polarizada. Para tener un resultado positivo en la prueba, se
esperaba gue la mayoria de los pequerios cristales que se observaban por la lente del
microscopio presentaran caracteristica anisotrdpica, es decir, un brillo multicolor. Sin
embargo, en este estudio los cristales analizados no presentaron la caracteristica
anisotrépica esperada (Figura 6), por lo que se estima que el producto de isoindolona 26
obtenido es racémico y que la reaccion de biorreduccion no procedic de forma

estereoselectiva.

La falta de eficiencia por parte de las c€lulas de S. cerevisige contenida en la levadura
hacia el sustrato 38 (Tabla 11, ensayo 11) para producir un compuesto con exceso
enantiomerico, implica factores como el tamafo del sustrato y toxicidad. En el primer
caso, no hay evidencia en la literatura en donde la biorreduccion de un enlace doble C-C
involucre una estructura voluminosa secundaria como la isoindolona, es decir, en este
tipo de reacciones destacan compuestos que tienen en la posicion o al grupo
electroatractor grupos alquilo de entre 1y 2 dtomos de carbono de longitud, estos a su
vez, han sido reportados como los sustituyentes con mayor afinidad para las células de S.

cerevisiae.3*
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Figura 5. Espectro de HSQC del compuesto 26.

En segundo lugar, existen reportes donde se menciona que algunos sustratos empleados
para la biorreduccion presentan algun grado de toxicidad para la célula S. cerevisiae. Esta
toxicidad se ve reflejada en una inhibicion parcial o total de la reaccidn, obteniéndose
bajos rendimientos y ausencia de actividad enzimdtica. Ademds, no existe una lista
especifica donde se esclarezca los grupos funcionales o estructuras exactas que mencione

a los sustratos que provoguen toxicidad a este mecanismo enzimatico.**
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a) Ejemplo de cristal anisdtropo b) Cristales isotrdpicos de la
(Gpticamente activo) isoindolona 26 (racémico).

Figura 6. Comparacion de cristales anisotrdpicos dpticamente activos (a)*3, y Cristales

isotrépicos de la isoindolona 26 obtenida (racémico).

Con el propdsito de completar este estudio, se Ilevd a cabo la sintesis de un compuesto
derivado a, B-insaturado diferente a los utilizados en las pruebas de biorreduccion de la
Tabla 11, ensayos 1-14 vy que, de acuerdo con lo reportado en la literatura, corresponden
a reconocidos sustratos que pueden ser empleados para la bioreduccion del enlace doble
con S. cerevisige. LLa sintesis del compuesto (Z)-3-azido-4-fenil3-buten—2-ona 44 se
puede ver en el Esquema 11y sus pruebas de biorreduccion correspondientes se aprecian

enla Tabla 11, ensayos 15-18.

Las condiciones normales de biorreduccidn aplicadas al sustrato 44 no formaron el
producto saturado esperado 45 (Tabla 11, ensayo 15), sin embargo, en los ensayos
siguientes se modificaron las condiciones de biorreduccion con aquellas reportadas
recientemnente con éxito en la literatura. 3 Se realizé un nuevo ensayo considerando la
existencia de una fase organica en el medio de biorreduccion, para tal caso, se eligic al
tolueno como el solvente principal ** (Tabla 11, ensayo 16). De igual forma, el sustrato
44 se recuperd intacto después de su extraccidn, el tiempo de reaccidn es mas corto en
este ensayo por la insolubilidad de la levadura S. cerevisiae en el medio orgdnico

impidiendo la agitacion de la reaccion de forma continua.
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O
1)NaN; CAN
CHO 3,
)J\ ©/\)\ MeCN, rt. w S.cerevisiae ©/\‘)1\
—_—
NaOH, Agua 70% 2) AcONa, Acetona N3 80% 50%

t.a. 4h

43 PPhs
DCM
©/\‘)‘\ Tolueno PPh3
; ; 110°C

Esqguema 11. Ruta sintética para la formacion de intermediarios de isoindolona a partir
de benzaldehido.

Cuando 0.2 mmol del sustrato 44 se soportd en 1g de Amberlita XAD-/ y este se adiciond
a un medio de biorreduccidn preparado con anticipacion, se observd por ccf el consumo
total del sustrato 44 para producir como producto principal al compuesto reducido 45 en
un 50% de rendimiento (Tabla 11, ensayo 17). La reduccion del enlace doble del
intermediario 44 puede apreciarse al comparar los espectros de RMN'H y 3C con los

obtenidos del producto 45 después de Ilevar a cabo su aislamiento (ver Anexos).

La aparicion de una seffal multiple entre 2.8 y 3.1 ppm son evidencia de hidrdgenos
bencilicos enantiotdpicos, asi como la sefal triple en 4 ppm que indica el spin del H en
posicicn alfa al carbonilo del compuesto 45. Los espectros de RMN 3C, DEPT 90y 135
presentan mayor evidencia de lo expuesto con anterioridad. En primer lugar, el espectro
de RMN "3C del producto 45 muestra la serfal del grupo carbonilo (C=0) en 205 ppm,
indicando entonces que la biorreduccion realizada sobre el sustrato 44 actud
especificamente sobre el enlace doble carbono—arbono. Los estudios de DEPT de la
molécula 45 revela resultados contundentes al observar de forma cualitativa las sefiales
positivas de los carbonos C-6, C-8 'y como unica sefial negativa C-5 en el espectro DEPT
135. Al mismo tiempo, el espectro de IR presenta la banda caracteristica en 2100 cm™ del
grupo azida y en 1723 cm™ correspondientes al grupo carbonilo (ver Anexos). Con la

formacion del intermediario de reduccion 45, se plantea tambien que este compuesto
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puede servir como sustrato principal para la formacion del compuesto de isoindolona 47

a traves de la ruta sintetica propuesta en el Esquema 11.

De acuerdo con la literatura,® el aditivo de Amberlita XAD—7 que soporta al sustrato en
la reaccion de biorreduccion, disminuye la cantidad del sustrato disuelto en el medio
acuoso y de esta forma se reduce el factor de toxicidad que puede tener el sustrato sobre
la célula favoreciendo al mismo tiempo la actividad enzimdtica de las levaduras de S.

cerevisiae en el sistema o, p-insaturado.

Con la informacion anterior, se realizd una prueba adicional utilizando el aditivo de
Amberlita XAD-7 sobre el sistema a, p-insaturado 23a, sin embargo, el sustrato fue
recuperado sin alteraciones después de 4 dias de reaccidn, reafirmando asi, la falta de

actividad del grupo funcional ester en las pruebas de biorreduccion.
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VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de la comparia UAEM-UNAM.

Lo determinacion de los puntos de fusion se realizd en un aparato Melt-Temp vy se

informan sin correccion.

Los espectros de masas (EM) de baja resolucidn se obtuvieron de un equipo JEOLIMS—

SX-102-A por impacto electrénicoa 70 e V.

L_a cromatografia en capa fina se desarrollé en cromatofolios de silica gel ALUGRAM®
SILG/UV 254 v se revelaron con luz ultravioleta proveniente de una ldmpara de luz UV
Mineralight. La purificacion de los compuestos se realizé por cromatografia en columna

utilizando como soporte gel de silice malla 230-400.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de Hidrdgeno (RMN H) a 300 MHz y de
carbono 13 (RMN BC) a 1257 MHz se determinaron en un espectrémetro
VARIANINOVA 300MHz. Los desplazamientos quimicos (8) estan dados en partes por
millon (ppm) v se utilizé como disolvente cloroformo deuterado, cuya sefial se ajusto a

77.16 de acuerdo con lo estipulado en la literatura.

Se utilizé un microscopio de luz de haz polarizada marca Carl Zeiss®, modelo K-/
incorporado con filtro de polarizacion primario, polarizador analizador con aumentos de
X10y X40y binoculares CPLW, con el objetivo de hallar compuestos con caracteristicas

anisotropicas.

El significado de las claves para la interpretacicn de los espectros de RMN 'H es el

siguiente:
s = sefial simple

d = serial doble
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da = sefial doble ancha

t = seral triple

g = sefal cuadruple

dd = serial doble de doble

ddd = sefial doble de doble de doble

m = seffal multiple.

6.1 Metodologia
A. Obtencidn de azido acetato de etilo

En un matraz de fondo redondo de 250 mL, acondicionado de agitacion magnetica y
atmdsfera de nitrdgeno, se colocaron 9.5 g (146.15 mmol) de azida de sodio, se agregaron
con jeringa 16 mL (146.15 mmol) de bromoacetato de etilo en campana de extraccion y
25mL de acetonitrilo anhidro y se agitd a temperatura ambiente por 48 horas. Pasado este
tiempo, el producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 15 mL) v la fase organica se secd
con Na;SO4 anhidro. La mezcla se filtrd y evapord en un rotavapor y despues se realizo

una destilacion del compuesto utilizando calentamiento no mayor a 100°C y vacio.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 4.26 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.87 (s, 2H), 1.32 (1, J =
7.2, Hz, 3H).
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B. Obtencion de los derivados de (£)-etil2-azido-3-fenilacrilato
NMetodo General

En un matraz redondo de 100 mL, acondicionado con embudo de adicion, agitacion
magnética y atmosfera de nitrdgeno, se disuelven 6 equivalentes de sodio previamente
lavado en hexano seco. La mezcla se deja agitar por 5 minutos a temperatura de —10°C.
En un vaso de precipitado de 25 mlL se disuelven 1 equivalente de un derivado de
benzaldehido junto con 6 equivalentes de azido acetato de etilo en 5SmlL de etanol anhidro,
la mezcla se vierte en el embudo de adicion y se agrega gota a gota durante Thora. La
reaccion es monitoreada por extraccion de alicuotas y andlisis por cromatografia en capa
fina. Al término de la reaccion, se agregaron 30 mL de una solucion saturada de NH4*ClI~
, se realizaron extracciones con acetato de etilo (3 x 15 mL) vy la fase orgdnica se secd con
Na2SO4 anhidro, posteriormente se filtrd y evapord en un rotavapor. El crudo obtenido se
purificd mediante cromatografia en columna empleando gel de silice usando como

eluyente una mezcla de Hexano/AcOEt (7:3).
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(2D)-Etil2-azido3-fenilacrilato (23a)

23a

Siguiendo el método general, se hicieron reaccionar 0.2 g (1.88 mmol) de benzaldehido
y 1.46 g (11.3 mmol, 0.96 mL) de azidoacetato de etilo disuelto en 5 mL de etanol anhidro,

obteniéndose 0.306 g (75%) del derivado de vinil azida 23a como un aceite amarillo.

Rf=0.71 (Hexano/AcOEt 9:1)

RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): & 7.81 (dd, J = 6.5, 1.9 Hz, 2H), 7.44 —7.29 (m,
3H), 691 (s, 1H),4.37(q, J=7.2Hz 2H), 140 (t, J =7.2 Hz, 3H).

RMN 3C (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 163.55 (C/), 133.22 (C4), 130.57 (C-6), 129.75
(C1), 128.44 (C-5), 126.48 (C2), 125.33 (CB), 62.28, (CB), 14.03 (C9).

IR (KBr) (cm™): 3063, 3025, 2982, 2937, 2113, 1708, 1617, 1492, 1464, 1447, 1375,
1324, 1305, 1239.

MS [El-] m/z(%): 217 (M), 118 (84), 105 (50), 88 (56), 77 (43), 63 (100), 51 (48), 39
(74).
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()-Etil2-azido3<«benzo[3,4]dioximetilen-5-il) acrilato (23b)

23b

Siguiendo el método general, se hicieron reaccionar 0.2 g (1.33 mmol) de 3,4-
dioximetilen benzaldehido y 1.032 g (8 mmol, 0.68 mL) de azidoacetato de etilo disuelto
en 5 mL de etanol anhidro, obteniéndose 0.264 g (76%) del derivado de vinil azida 23b

como un sdlido amarillo.

Rf=0.42 (Hexano/AcOEt 95:5)

PF=38 °C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.57 (s, 1H), 7.19 (dg, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 6.88
—6.77 (m, 2H), 6.01 (s, 2H), 436 (q, J=7.1 Hz, 2H), 139 (t, J =7.1 Hz, 3H).

RMN =C (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 163.68 (C-10), 148.59 (C=2), 147.76 (C-),
127.59 (C9), 126.45 (C-8), 125.32 (C-5), 120.45 (C4), 108.31 (C-6), 106.69 (C3),
101.47 (C=7), 62.15 (C1), 14.05 (C-12).

IR (KBr) (cm™"): 2955, 2923, 2872, 2855, 2784, 2105, 1696, 1618, 1599, 1490, 1447,
1380, 1260, 1233.

MS [EI-] m/z(%): 261 (M), 233 (38), 187 (25), 161 (100), 130 (30), 102 (69), 76 (66),
51 (40).
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23c

Siguiendo el método general, se hicieron reaccionar 0.4 g (2.68 mmol) de 4-dimetilamino
benzaldehido y 2.07 g (16 mmol, 1.38 mL) de azidoacetato de etilo disuelto en 5 mL de
etanol anhidro, obtenieéndose 0.425 g (61%) del derivado de vinil azida 23c como un

aceite amarillo.

Rf=0.37 (Hexano/AcOEt 9:1)

RMN "H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.81 —7.71 (d, 2H), 6.89 (s, 1H), 6.73 — 6.62 (d,
2H),4.34(q,J=7.1Hz, 2H), 3.03 (s, 6H), 1.39 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

RMN C (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 165.13 (C8), 151.73 (CH), 131.49 (C~), 130.39
(C3),129.80 (C-6) 126.93 (CH4), 110.58 (C2), 60.84 (C9), 39.18 (C-5), 13.41 (C-0).

IR (KBr) (cm™"): 2980, 2902, 2853, 2803, 2112, 1696, 1592, 1522, 1360, 1326, 1254,
1230, 1187, 1165.

MS [El-] m/z(%): 260 (MF), 232 (40), 186 (30), 158 (100), 143 (96), 116 (45), 89 (35).
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(2)-Etil2-azido3+«2,3-dimetoxifenil)acrilato (23d)

23d

Siguiendo el metodo general, se hicieron reaccionar 0.8 g (4.81 mmol) de 2,3-dimetoxi
benzaldehido y 2.48 g (19.26 mmol, 1.65 mL) de azidoacetato de etilo disuelto en 5 mLL
de etanol anhidro, obteniendose 0.532 g (40%) del derivado de vinil azida 23d como un

aceite incoloro.

Rf=0.32 (Hexano/AcOEt 9:1)

RMN H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.81 (dd, J =8.0, 1.5 Hz, TH), 7.33 (s, 1H), 7.09
(t, J=81Hz 1H),692(dd, /=82, 1.4Hz 1H),439(q, J=7.1Hz 2H), 386 (d, J =
10.5Hz, 6H), 1.41 (t, J=7.1 Hz, 3H).

RMN 3C (75.4 MHZz, CDCI3) & (ppm): 165.77 (C-11), 152.54 (C=2), 145.47 (CH),
134.80 (CH0), 131.0 (C-6), 128.08 (C-5), 127.97 (C9), 12432 (C4), 114.20 (C3),
6191 (C8), 61.56 (C7), 55.95 (C2), 13.93 (C-13).

MS [EI-] m/z(%): 277 (M), 199 (15), 183 (13), 152 (10), 91 (100), 77 (32).
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23e

Siguiendo el método general, se hicieron reaccionar 0.2 g (1.14 mmol) de 2,4-dicloro
benzaldehido y 0.88 g (6.85 mmol, 0.58 mL) de azidoacetato de etilo disuelto en 5 mlL de
etanol anhidro, obtenieéndose 0.114 g (35%) del derivado de vinil azida 23e como un

sélido amarillo.

Rf=0.77 (Hexano/AcOEt 9:1)

PF= 65 °C

RMIN "H (300 MHz, CDClI3) & (ppm): 7.74 (s, 1H), 7.67 (d, J =7.5Hz, 1H), 7.52 — 7 44
(m, 2H), 4.35(q, J =8.0Hz 2H), 1.12 (t, /= 8.0 Hz, 3H).

RMN 13C (75.4 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 163.08 (C-9), 135.28 (C4), 132.40 (C), 131.77
(C3), 129.82 (C8), 129.48 (C-5), 127.01 (C-6), 126.97 (C2), 119.07 (C~), 62.62 (C-
10), 14.20 (C1).

IR (KBr) (cm™"): 3088, 2981, 2924, 2853, 2118, 1708, 1614, 1581, 1547, 1465, 1379,
1300, 1267, 1247, 1199.

MS [EI-] m/z(%): 285 (M), 185 (100), 173 (17), 157 (29), 149 (55), 114 (64), 87(30).
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C. Obtencion de los derivados de (Z)-Etil3fenil2-fosfanilidienaminoacrilatos
Nétodo General

En un matraz redondo de 50 mL provisto de agitacion magnética, se disolvieron un
equivalente de la (£)-etil=2-azido-3-fenilacrilato (23a-e) correspondiente y un equivalente
de trifenilfosfina en 20mL de diclorometano. El matraz se dejd en agitacidn a temperatura
ambiente por 8 horas. El fin de la reaccion se determind por cromatografia en capa fina.
La mezcla se evapord en un rotavapor y el crudo obtenido se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluyente una mezcla de
Hexano/AcOEt.
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24qa

Usando el metodo general, se disolvieron 0.126 g (0.58 mmol) del derivado vinil azida
23ay 0.152 g (0.58 mmol) de trifenilfosfina en 20 mL de diclorometano, obteniéndose
0.247 g (95%) de 24a como un sdlido amarillo.

Rf=0.13 (Hexano/AcOEt 9:1)

PF=130°C

RMN "H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 8 8.19—8.10 (m, 2H), 7.73 (ddt, / =12.1,6.6, 1.6
Hz, 6H), 7.53-7.31 (m,9H), 7.27 (d, J=7.6 Hz, 2H), 7.18 = 7.07 (m, 1H), 6.72 (s, TH),
385(q, J=7.1Hz 2H),1.00( J=7.1Hz 3H).

RMN 3C (75.4 MHZz, CDCI3) & (ppm): 166.22 (C-7), 136.48 (CH4), 134.68 (C-1),
131.89 (CH3), 130.69 (C-1), 129.15 (C8), 127.58 (C-5), 126.26 (C=2), 125.93 (C-2),
123.86 (C-10), 114.38 (C-6), 58.92 (C=8), 12.25 (C9).

IR (KBr) (cm™"): 3057, 2991, 2974, 1689, 1584, 1557, 1478, 1440, 1410, 1315, 1224,
1200, 1108.

MS [E -] m/z(%): 451 (M), 394 (17), 262 (88), 201 (100), 183 (72), 116 (40), 108 (30),
89 (15).
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24b

Usando el metodo general, se disolvieron 0.33 g (1.26 mmol) del derivado vinil azida 23b
y 0.331 g (1.26 mmol) de trifenilfosfina en 20 mL de diclorometano, obteniéndose 0.563

g (90%) de 24b como un sdlido amarillo.

Rf=0.13 (Hexano/AcOEt 9:1)
PF= 130 °C

RMN H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.78 — 7.65 (m, 6H), 7.50 = 7.37 (m, 10H), 7.26
(d,J=27Hz 1H), 6.72 (dt, J=12.6, 52 Hz, 2H), 5.91 (s, 2H), 391 =3.77 (g, / = 7.1
Hz, 2H), 098 (t, J =7.2 Hz, 3H).

RMN 3C (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 168.05 (C-10), 147.09 (C=2), 145.49 (C-),
133.76 (C4), 132.84 (C6), 130.95 (C-5), 128.59 (C-8), 128.43 (C5), 128.24 (CH4),
128.08 (C3), 123.56 (C-9), 109.43 (C-6), 107.79 (C3), 101.12 (C+), 60.67 (CA1),
14.07 (C-12).

IR (KBr) (cm™): 3063, 2956, 2924, 2778, 1726, 1674, 1603, 1585, 1501, 1483, 1438,
1405, 1266, 1217, 1183, 1108, 1037.

MS [EI] m/z(%): 495 (M), 438 (40), 262 (80), 211 (24), 201 (54), 183 (100), 160 (77),
108 (35), 77 (17).
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24c

Usando el metodo general, se disolvieron 0.18 g (0.69 mmol) del derivado vinil azida 23c
y 0.181 g (0.69 mmol) de trifenilfosfina en 20 mL de diclorometano, obtenieéndose 0.283

g (83%) de 24c como un sélido amarillo.

Rf=0.11 (Hexano/AcOEt 9:1)

PF=114°C

RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.81 —7.54 (m, 8H), 7.54 —7.35 (m, 9H), 6.76 (s,
1H), 6.65(d, J=88Hz 2H),3.84 (q, J=7.1Hz 2H), 295 (s, 6H), 098 (t, J = 7.1 Hz,
3H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 169.32 (C-8), 151.63 (C), 132.04 (C2),
129.94 (C-14), 129.82 (C3), 128.15(C-6), 127.91 (C3), 127.39 (CH4), 126.16 (C1),
124.75 (C-7), 112.74 (C=2), 61.79 (C9), 40.29 (C-5), 14.03 (CH0).

IR (KBr) (cm™"): 3056, 2955, 2924, 2854, 2802, 1688, 1601, 1586, 1541, 1515, 1404,
1351, 1320, 1304.

MS [EI-] m/z(%): 494 (\1), 277 (100), 210 (15), 183 (25), 159 (30), 77 (28).
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(Z)-etil3+42,3-dimetoxifenil)2-fosfanilidienaminoacrilato (24d)

24d

Usando el método general, se disolvieron 0.2 g (0.72 mmol) del derivado vinil azida 23d
y 0.19 g (0.72 mmol) de trifenilfosfina en 20 mL de diclorometano, obteniéndose 0.294

g (80%) de 24d como un aceite amarillo.

Rf= 0.3 (Hexano/AcOEt 9:1)

RMN "H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.77 —7.70 (m, 6H), 7.52 — 7.35 (m, 10H), 7.04
(d,J=70Hz 1H), 6.95( J=8.1Hz 1H), 6.77 —6.74 (m, 1H), 3.88 — 3.85 (m, 8H),
1.00 (t, J=7.1 Hz, 3H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 160.05 (C-1), 152.70 (C=2), 145.50 (C-),
134.60 (C9), 134.20 (C-5), 132.52 C7), 132.40 (C6), 130.94 (C-6), 128.22 (C-5),
128.06 (CH4), 123.10 (C4) 123.03 (CH0), 110.12 (C3), 60.94 (C-12), 60.75 (C),
55.93 (C-8), 14.05 (C3).

MS [EI-] m/z(%): 511(MF), 468 (60), 277 (25), 262 (100), 201 (65), 183 (80), 108 (38).
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(2)-etil3+2,4-diclorofenil)2-fosfanilidienaminoacrilato (24e)

24e

Usando el metodo general, se disolvieron 0.066 g (0.23 mmol) del derivado vinil azida
23e y 0.06 g (0.23 mmol) de trifenilfosfina en 20 mL de diclorometano, obteniéndose

0.09 g (75%) de 24e como un solido amarillo.

Rf=0.25 (Hexano/AcOEtL 9:1)

PF= 128 °C

RMN H (300 MHz, CDClI3) & (ppm): 7.73 —7.67 (m, 6H), 7.46 (ddt, / =10.8, 54, 2.6
Hz, 11H), 7.08 (dd, /=87, 25 Hz 1H), 6.95(d, J=7.0 Hz, 1H), 3.88 (g, J =7.2 Hz,
2H), 1.01 (t, J=7.1 Hz, 3H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 166.17 (C-9), 131.88 (C7), 130.68 (C), 130.51
(C3), 129.92 (CH5), 129.88 (C2), 127.36 (C-5), 127.31 (C4), 127.15 (C-6), 127.08
(CH4),126.92 (CH2), 124.75 (C-8), 59.80 (C0), 12.73 (C1).

IR (KBr) (cm™"): 3078, 3057, 2959, 2926, 2855, 1732, 1691, 1577, 1539, 1465, 1419,
1380, 1236.

MS [EI-] m/z(%): 519 (M), 262 (75), 201 (100), 183 (82), 108 (32).

pag. 58



V1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3fenil=2<trifenilfosfanilidienamino)acrilaldenido (37)

37

Usando el metodo general, una solucion de 2-azido3-fenilacrilaldehido 36 0.120g (0.7
mmol) en diclorometano (20 mL) se adiciono trifenilfosfina 0.180 g (0.7 mmol) y se agito
por 8h a temperatura ambiente. Al término de la reaccion la mezcla resultante se purifico
por cromatografia en columna sobre gel de silice (acetato de etilo/hexano, 9:1) para

obtener 0.25g (90%) de 37 como un sdlido amarillo.

Rf=0.35 (Hexano/AcOEt 9:1)
PF=154°C

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm): §9.10 (s, 1H), 8.34 —8.26 (m, 2H), 7.75 (ddt, J =
120,65, 1.7 Hz, 6H), 7.53 = 7.18 (m, 12H), 6.28 (s, TH).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls) 8 (ppm): 192.39 (C7), 137.74 (C-5), 132.83 (C4), 132.35
(C9), 13218 (C1), 130.93 (C3), 130.89 (C2), 129.62(C-), 128.59 (CH0), 128.43(C—
8), 127.12(C-6).

IR (KBr) (cm™"): 3051, 2923, 2850, 2817, 1736, 1660, 1578, 1552, 1451, 1427.

MS [El-] m/z (%): 407(M), 378 (30), 277 (35), 262 (100), 183 (94), 108 (40), 91 (20),
/7 (20).
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D. Obtencion de derivados de (Z)-etil2<1-oxoisoindolin2-il)-3-fenilacrilatos

NMetodo General

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnetica se disolvieron un equivalente de
(Z)-etil3-fenil2—fosfanilidienaminoacrilato (25a-e) correspondiente y un equivalente de
ftalaldehido en 20 mL de tolueno. El matraz se colocd en un barfo de arena y se calentd a
110°C por 48horas. La reaccion se monitored por cromatografia en capa fina, y una vez
terminada, el crudo de reaccion se purificd por cromatografia en columna usando como

fase eluyente una mezcla de Hexano/Acetato distinta para cada producto.
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250

Usando el meétodo general, se disolvieron 0.2 g (0.44 mmol) del derivado vinil
iminofosforano 24a y 0.059 g (0.44 mmol) de ftalaldehido en 20 mL de tolueno,

obteniéndose 0.114 g (84%) de 25a como un sélido amarillo.

Rf=0.05 (Hexano/AcOEt 9:1)
PF=110°C

RMN "H (300 MiHz, CDCl3) 8 (ppm): 7.94 (dd, J = 7.5, 1.3 Hz, TH), 7.84 (s, 1H), 7.61
(td, J=7.4,13Hz 1H),7.56 —7.48 (m, 1H), 7.48 —7.39 (m, 3H), 7.37 = 7.25 (m, 3H),
451 (s, 2H),4.30(q, J=7.1Hz, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

RMN B3C (75.4 MHz, CDCl3) § (ppm): 167.92 (C0), 163.26 (C-7), 141.06 (C2),
137.91 (C-6), 131.63 (C4), 130.85 (C-1), 128.51 (C3), 128.48(C-), 127.73 (C2),
127.70 (CA6), 126.96 (CA5), 125.22 (CA7), 123.30 (C4), 121.83 (C-5), 60.55 (C-8),
48.94 (C-13), 13.06 (C9).

IR (KBr) (cm™"): 3059, 2958, 2923, 2853, 1724, 1705, 1691, 1637, 1599, 1470, 1450,

1411, 1376.
MS [El-] m/z(%): 307(M), 261 (52), 233 (100), 204 (36), 118 (37), 90 (88), 77 (12).
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25b

Usando el método general, se disolvieron 0.2 g (0.4 mmol) del derivado vinil
iminofosforano 24b y 0.054 g (0.44 mmol) de ftalaldehido en 20 mL de tolueno,
obteniéndose 0.117 g (83%) de 25b como un sdlido rojo.

Rf=0.25 (Hexano/AcOEt 9:1)
PF= 108 °C

RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.93 (d, J =7.5Hz, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.54 — 7.46
(m, 1H), 7.30=7.22 (m, 2H), 7.00 (d, / = 8.1 Hz, TH), 6.92 (s, TH), 6.76 (d, J = 8.4 Hz,
1H), 5.98 (s, 2H), 4.56 (s, 2H), 4.27 (t, J = 8.2 Hz, 2H), 1.32 - 1.28 (g, 3H).

RMN B3C (75.4 MHz, CDCl3) § (ppm): 169.12 (CA6), 164.62 (C-0), 149.45 (C-6),
148.26 (C), 142.28 (C4), 139.13 (C9), 132.41 (C5), 131.76 (C3), 128.19 (C8),
126.96 (C9), 126.30 (C7), 124.56 (CH4), 124.38 (C=20), 123.06 (C-8), 108.75 (C=2),
108.68 (C-5), 101.51 (C~/), 61.89 (CA1), 50.41 (C3), 14.14 (C2).

IR (KBr) (cm™"): 3043, 2964, 2922, 2854, 2801, 1689, 1645, 1611, 1498, 1483, 1468,
1439,

MS [EI-] m/z(%): 352 (M), 305 (84), 276 (83), 248 (35), 220 (65), 191 (20), 160 (34),
146(50), 118 (35), 90 (100).
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25¢
Usando el meétodo general, se disolvieron 0.54 g (1.1 mmol) del derivado vinil
iminofosforano 24c y 0.147 g (1.1 mmol) de ftalaldehido en 20 mL de tolueno,

obteniéndose 0.327 g (85%) de 25c como un sdlido cafe.

Rf=0.1 (Hexano/AcOEt 9:1)
PF= 106 °C
RMN H (300 MHz, CDClI3) & (ppm): .96 (d, J =7.5Hz, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.64 —7.45

(m, 4H), 7.31(d,J=7.5Hz, 1H), 6.56 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 4.56 (s, 2H), 429 -4.21 (q, J
=7.1Hz 2H),2.97 (s, 6H), 1.29 (t, / = 7.1 Hz, 3H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls3) & (ppm): 168.46 (C-4), 164.65 (C-8), 150.97 (C-),
141.84 (C2), 139.55 (C), 131.69 (C3), 131.43 (C6), 131.23 (C3), 129.73 (CH),
127.76 (C-17), 123.95 (CH5), 122.49 (C-18), 119.67 (C-6), 111.22 (C=2), 60.67 (C9),
49.51 (CA1), 39.73 (C-5), 13.83 (CH0).

IR (KBr) (cm™"): 2955, 2924, 2855, 2805, 1694, 1585, 1528, 1465, 1443, 1405, 1365.

MS [EI-] m/z(%): 350(MF), 275 (33), 232 (25), 219 (100), 159 (66), 145 (67), 90 (45).

pag. 63



V1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

25d

Usando el método general, se disolvieron 0.319 g (0.62 mmol) del derivado vinil
iminofosforano 24d y 0.083 g (0.62 mmol) de ftalaldehido en 20 mL de tolueno,
obteniéndose 0.186 g (82%) de 25d como un sdlido cafe.

Rf= 0.3 (Hexano/AcOEt 7:3)

PF=103 °C

RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.06 (s, 1H), 7.90 (d, J =7.5Hz, 1H), 7.61 —-7.39
(m, 4H), 6.87 (d, J =5.6 Hz, 2H), 448 (s, 2H), 4.31 (9, J=7.1 Hz, 2H), 3.89 (d, /= 20.4
Hz, 6H), 1.32 (t, J =7.1 Hz, 3H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 167.53 (CH4), 162.81 (C-11), 149.5 (C=2),
147.20 (C-), 140.61 (C-6), 137.53 (C-0), 130.42 (C-15), 130.03 (C20), 128.36 (C-6),
128.05 (CH9), 127.28 (C21), 126.52 (C-5), 124.76 (C8), 122.87 (C4), 121.37 (C9),
113.83 (C3), 62.57 (C2), 60.10 (C), 59.0 (C8), 48.52 (C-7), 12.60 (C3).

MS [El-] m/z(%): 367(M), 336 (40), 290 (100), 262 (50), 205 (25), 161 (30), 118 (39),
90 (79).
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25e

Usando el método general, se disolvieron 0.073 g (0.14 mmol) del derivado vinil
iminofosforano 24e y 0.018 g (0.14 mmol) de ftalaldehido en 20 mL de tolueno,

obteniéndose 0.036 g (70%) de 25e como un aceite amarillo.

Rf=0.16 (Hexano/AcOEt 9:1)

RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.89(d, J =7.4 Hz, 1H), 7.63 —-7.32 (m, 6H), 7.10
(dd, J=85,2.1Hz TH), 442 (s, 2H), 433 (q, J=7.1 Hz, 2H), 1.33(t, J = 7.1 Hz, 3H).

RMN B3C (75.4 MHz, CDCl3) § (ppm): 169.17 (CA5), 163.82 (C9), 142.14 (C3),
136.03 (C-8), 135.17 (C4), 133.94 (C3), 132.26 (C), 131.27 (C-5), 130.40 (C4),
129.68 (C2), 129.27 (C-7), 128.61 (C-6), 128.27 (C-8), 124.48 (C-16), 123.00 (CA9),
115.60 (C-7), 62.06 (C-12), 50.54 (C2), 14.21 (C-11).

MS [El-] m/z(%): 375(M), 340 (45), 294 (55), 266 (60), 118 (42), 90 (100).
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38

Siguiendo el método general, una mezcla de 3-fenil2-
(trifenilfosfanilidienamino)acrilaldehido 37 0.17 g (0.4 mmol) v ftalaldehido 0.11 g (0.8
mmol) disueltos en tolueno (20 mL) se sometid a reflujo durante 16 h. La mezcla se dejo
enfriar a temperatura ambiente v luego purificado por cromatografia en columna gel de
sflice (acetato de etilo/hexano, 1:99) produciendo 0.05 g (50%) de 38 como un sdlido

blanco.

Rf= 0.44 (Hexano/AcOEt 5:5)

PF= 100 °C

RMN "H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 8 9.65 (s, TH), 7.94 (dt, J=7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.63
—7.37 (m, 9H), 4.61 (s, 2H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 189.74(C7), 168.47(CA5), 147.90(C-6),
142.35(C9), 135.21(C4), 132.48(C4), 132.23(C-), 131.55(C3), 131.37(C1),
130.18(C2), 129.16(CH2), 128.25(C-0), 124.61(C-3), 123.12(C-5), 49.81(C-3).

IR (KBr) (cm™"): 2955, 2923, 2853, 2840, 1690, 1679, 1624, 1594, 1571, 1491, 1468,
1448, 1409, 1385.

MS [El-] m/z (%): 263(M), 234 (46), 218 (18), 206 (20), 132 (25), 118 (41), 104 (62),
90 (100), 77 (22).
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E. Sintesis de (£) acido=2<1-oxoisoindolin=2-1)3-fenilacrilico
NMeétodo General

El compuesto (£)-etil=2~(1-oxoisoindolin—2-il)3-fenilacrilato (1 eq) fue disuelto en 10
mL de metanol y 1 mL de agua destilada. La solucidn se agitd a temperatura ambiente.
Hidroxido de litio (4 eq) fue agregado, vy la mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion
por 45 minutos. La reaccion se monitorea por cromatografia en placa fina. El tratamiento
de la reaccidn involucra acidificar a pH de 2 con HCl al 10% vy extraccidn con 30 mL de
acetato de etilo tres veces. La Fase orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtra

y se evapora el solvente hasta sequedad.
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Usando el metodo general, se disolvieron 0.15 g (0.48 mmol) del derivado de isoindolona
250y 0.046 g (1.95 mmol) de hidréxido de litio en 10 mL de etanol y 1 mL de agua

destilada, obteniéndose 0.122 g (90%) de 31 como un aceite cafe.

Rf=0.33 (Hexano/AcOEt 7:3)

RMN "H (300 MHz, CDClI3) & (ppm): 10.05 (s, 1H) 7.94 (d, J = 7.5 Hz, TH), 7.85 (s,
1H), 7.63—7.42 (m, 5H), 7.35-7.27 (m, 3H), 4.50 (s, 2H).
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F. Sintesis de 2-azido3-fenilacrilaldehido y 3-azido-4-fenil-3-buten—2-ona
Meétodo General

A una suspension agitada de cinamaldehido (1 eq) y NaNs (1.5 eq) en acetonitrilo (5 mL)
se agrega nitrato cerico amoniacal (2.5 eq) disuelto en acetonitrilo (25 mL) a 0°C en
atmosfera de nitrdgeno y la mezcla se agita a temperatura ambiente. Después de 12 h, la
reaccion es detenida con la adicidn de agua y extraida con acetato de etilo (3x30), secada
con Na2SO4 anhidro y concentrada a vacio. El residuo resultante se disuelve en acetona
(20 mL) y con acetato de sodio anhidro (1.5 mmol). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 12 hy después de ese tiempo se inactiva con agua 'y se extrae con acetato
de etilo (3x30 mL). Las capas orgdnicas combinadas se secan sobre Na;SO4 anhidro y se
concentra al vacio. El residuo resultante se purifica por cromatografia en columna sobre

gel de silice (hexano/ acetato de etilo, 9:1).
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2-azido-3-fenilacrilaldehido (36)

36

Usando el método general, se disolvieron 0.5 g (3.78 mmol) de cinamaldehido 34y 0.36
g (5.67 mmol) de azida de sodio en 5 mL de acetonitrilo. En otro matraz se disuelve 3.11
g (5.674 eq) de Nitrato cérico amoniacal y se adiciona gota a gota a la primera solucion a

0°C obtenieéndose 0.130 g (20%) de 36 como un sclido amarillo.

Rf= 045 (Hexano/AcOEt 9:1)

PF=73°C
RMN "H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 8 9.47 (s, TH), 7.92 —7.83 (m, 2H), 7.50 — 7.35
(m, 3H), 6.49 (s, TH).

RMN 13C (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 188.49 (C7), 134.72 (C-5), 132.87 (C+4), 131.08
(C2), 130.86 (C-1), 130.54 (C3), 128.76 (C-6).

IR (KBr) (cm™): 3336, 2995, 2925, 2842, 2131, 1673, 1610,1569.

MS [El-] m/z (%6): 173(M), 116 (100), 105 (5), 88 (34), 77 (15), 63 (52), 51 (31), 39
(48).
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3-azido-4-fenil3-buten-2-ona (44)

4

Usando el método general, se disolvieron 0.5 g (3.42 mmol) de 4-fenil-3-buten—2-ona 43
y 0.33 g (5.13 mmol) de azida de sodio en 5mL de acetonitrilo. En otro matraz se disuelve
4.69 g (8.55 mmol) de Nitrato cérico amoniacal y se adiciona gota a gota a la primera

solucion a 0°C obteniéndose 0.4 g (62%) de 44 como un sélido amarillo.

Rf=0.55 (Hexano/AcOEt 7:3)

PF=63-65 °C
RMN "M (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.93 —7.80 (m, 2H), 7.47 —7.30 (m, 3H), 6.72 (s,
1H), 2.52 (s, 3H).

RMN 3C (754 MHz, CDCls) & (ppm): 194.38(C7), 134.008(C6), 133.18(C4),
130.69(C5), 129.80(C1), 129.12(C2), 128.61(C3), 25.88(C8).

IR (KBr) (cm™): 3066, 3055, 2927, 2109, 1724, 1643, 1274, 839, 691.

MS [El-] m/z(%): 187(M), 117 (94), 89 (80), 63 (50), 44 (100).
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Q. Sintesis de 4-fenil3-buten22-ona
Nétodo General

Piperonal (25 g, 0.167 mol) se disuelve en acetona (200 mL). Una solucion de hidréxido
de sodio (10 g, 0.25 mol) en 250 mL de agua se adiciona en una sola porcidn, y la mezcla
se agita por 1 h. La mezcla se extrae con porciones de 100 mL de Diclorometano y la fase
organica se seca con Na;SO4 anhidro v es evaporado. El residuo es recristalizado con

Tolueno obteniéndose 43 como un sdlido amarillo.
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4Fenil3-buten2-ona (43)

43

Usando el método general, el Piperonal (2 g, 0.02 mol) se disolvid en acetona (20 mL).
Una solucidn de hidréxido de sodio (1 g, 0.025 mol) en 25 mL de agua se adiciono en
una sola porcion, y la mezcla se agito por 1 h. La mezcla se extrae con porciones de 50
mL de Acetato de etilo v la fase orgdnica se seca con NazSOs anhidro v es evaporado. El
residuo es recristalizado con Tolueno obteniéndose 1.6 g (80%) de 43 como un sdlido

amarillo.

Rf=0.5 (Hexano/AcOEt 7:3)

PF=108-109 °C
RMN "H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.59 — 7.46 (m, 3H), 7.46 —7.36 (m, 3H), 6.72 (d,
J=16.3Hz, 1H), 2.39 (s, 3H).

RMN BC (754 MHz, CDCls) & (ppm): 198.41(C7), 143.45(C5), 134.45(C4),
130.53(C1), 128.99(C2), 128.27(C3), 127.19(C6), 27.54(C8).

MS [EI-] m/z(%): 146(M*), 131 (95), 103 (100), 77 (65).
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H. Reaccion de Biorreduccion con Levadura (S. cerevisiae)
Nétodo General

A un matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad se adiciona 250 mL de agua hervida 'y
se deja reposar para alcanzar la temperatura de 30°C, a esta temperatura se adiciona 10 g
de levadura (S. cerevisiae) y 10 g de glucosa, la suspensidn se mantiene en agitacion por
20min y se agrega el correspondiente sustrato a, B-insaturado disuelto en 5 mL de etanol
lentamente. La mezcla se mantiene en agitacion durante el tiempo necesario y para la
extraccion del producto se agrega 10 g de celita a la reaccion y 50 mL de acetato de etilo
y la mezcla se mantiene en agitacidn por 30min. Al termino, la mezcla se filtra sobre una
capa de celita en un buschner y vacio, las aguas madre al igual que el residuo solido
remanente de la filtracion se lavan con 3 porciones de acetato de etilo (75 mL) vy la fase
organica se separa con un embudo de separacion, se seca sobre Na;SO4 anhidro vy se
concentra a vacio. El residuo resultante se purifica por cromatografia en columna sobre

gel de silice utilizando como sistema eluente una mezcla de acetato de etilo/hexano.
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(E)3-fenil2-propen-1-ol (35)

r

35

Usando el método general, se disolvieron 1 g (7.56 mmol) de cinamaldehido 34 en 5 mL
de etanol y se adicionaron a una mezcla de agua, 10 g de levadura de pan (S. cerevisiae)
tipo 2y 10 g de glucosa previamente agitado y la reaccion se mantiene en incubacicn por

48horas. Después del tratamiento se obtuvo 0.2 g (20%) de 35 como un aceite amarillo.

Rf=0.33 (Hexano/AcOEt 7:3)

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.51 = 7.23 (m, 5H), 6.62 (d, J = 15.9, TH), 6.37
(d,t,J=159,57Hz 1H),4.33(dd, J=5.7,1.5Hz 2H),3.68 (t, J = 6.4 Hz, 1H).

RMN 3C (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 136.13 (C-4), 130.65 (C-5), 129.49 (C2) 128.59
(CH), 127.18 (C-6), 125.94 (C3), 63.22 (C).
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(£)2-azido-3-fenil2—propen-1-ol (41)

ha

Usando el método general, se disolvieron 0.2 g (1.15 mmol) del compuesto 36 en 5 mL
de etanol y se adicionaron a una mezcla de agua, 10 g de levadura de pan (S. cerevisiae)
tipo 2y 10 g de glucosa previamente agitado y la reaccidn se mantiene en incubacidn por

48horas. Después del tratamiento se obtuvo 0.1 g (50%) de 41 como un aceite amarillo.

Rf= 0.5 (Hexano/AcOEt 7:3)

RMN H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.62 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.35-7.17 (m, 3H), 5.81
(s, 5H), 4.47 (d, /=53 Hz, 2H), 3.70 (t, J =4.7Hz, 1H).

RMN 3C (75.4 MHz, CDCl3) & (ppm): 150.00 (C-6), 134.52 (C4), 128.98 (C-2), 128.29
(C), 127.46 (C3), 116.59 (C-5), 65.16 (C7).

IR (KBr) (cm™): 3353, 3062, 3026, 2926, 2870, 2102, 1643, 1598, 1492, 1448.

MS [EI-] m/z(%): 175(M%), 149 (12), 117 (24), 105 (25), 90(100), 77 (28).
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42

Usando el método general, se disolvieron 0.2 g (0.76 mmol) del compuesto 38 en 5 mL
de etanol y se adicionaron a una mezcla de agua, 10 g de levadura de pan (S. cerevisiae)
tipo 2y 10 g de glucosa previamente agitado y la reaccion se mantiene en incubacicn por

/dias. Después del tratamiento se obtuvo 0.1 g (50%) de 42 como un aceite amarillo.

Rf=0.38 (Hexano/AcOEt 5:5)

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) 8 (ppm): 7.91 —7.88 (d, J =8Hz, 1H), 7.62 —7.42 (m, 4H),
7.35-7.25(m, 4H), 6.64 (s, 1H), 4.48 (s, 2H), 4.34 (d, J =12Hz, 2H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 168.44(C6), 140.51(C-6), 135.47(C-10),
133.28(CH4), 130.59(CA5), 127.16(C3), 126.95(CH), 126.68(C-2), 126.46(C-2),
124.57(CH3), 122.57(C-11), 121.30(C-14), 114.01(C5), 63.94(C—), 49.02(C9).

IR (KBr) (cm™"): 3342, 3056, 3024, 2919, 2853, 1672, 1649, 1617, 1597, 1469, 1453,
1423, 1396.

MS [EIF] m/z (%): 265(MF), 247(11), 236(72), 174(30), 167(10), 149(28), 134(45),
118(38), 90(65), 77(25).
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26

Usando el método general, se disolvieron 0.2 g (0.76 mmol) del compuesto 38 en 5 mL
de etanol vy se adicionaron a una mezcla de agua, 10 g de levadura (S. cerevisiae) tipo 2y
10 g de glucosa previamente agitado y la reaccion se mantiene en incubacidn por 7dias.

Despues del tratamiento se obtuvo 0.025 g (10%) de 26 como un sélido blanco.

Rf= 0.3 (Hexano/AcOEt 5:5)

PF=96 °C

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 7.78 (d, J = 7.4Hz, 1H), 7.43 (ddt, J = 15.7, 7.6,
1.6 Hz, 2H), 7.33(d, J=7.5Hz, 1H), 7.27 - 7.15 (m, 5H), 4.52 — 4.09 (m, 4H), 3.90 (qd,
J=11.7,51Hz 2H), 3.20-2.96 (m, 2H).

RMN BC (75.4 MHz, CDCls) & (ppm): 169.80(C-6), 141.52(C-10), 137.88(C4),
131.40(CH15), 128.88(C2), 128.64(C3), 128.24(CA2), 127.95(CH), 126.61(CH3),
125.31(CA1), 123.59(C-14), 63.60(C), 57.23(C-6), 49.42(C9), 35.37(C-5).

IR (KBr) (cm™): 3367, 3061, 3028, 2956, 2917, 2850, 1660, 1496, 1470, 1452, 1413,
1369, 1326, 1303, 1269, 1215, 1179, 1156, 734, 699.

MS [EI-] m/z(%): 267(M"), 236(28), 176(100), 91(38), 77(17).
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3-azido-4-fenilbutan—2-ona (45)

45

Las condiciones de biorreduccion fueron agua (50 mL), levadura S. cerevisiae tipo 2 (49)
y el sustrato 3-azido-4-fenil3-buten—2-ona 44 (0.2 mmol) absorbido en 1 g de resinag
Amberlita XAD—/. El sustrato fue absorbido en la resina sobre un matraz de fondo
redondo. Acetona (2 mL) fue utilizado como solvente y posteriormente removido a
presion reducida. El medio de biorreduccion fue preincubado para activacion en un
matraz Erlenmeyer con agitacion a 30 °C por 30 min, vy el sustrato soportado en la resing
es agregado y se deja reposar por un tiempo de 4 dias. Despu€s del tratamiento se obtuvo

0.03 g (20%) de 45 como un aceite amarillo.

Rf=0.93 (Hexano/AcOEt 7:3)

RMN "H (300 MHz, CDCls) 8 (ppm): 7.36 — 7.11 (m, 6H), 4.08 —3.92 (m, 1H), 3.08
(dd, J=14.0,52Hz 1H),2.86(dd, J=14.0,8.7 Hz, 1H), 2.11 (s, 3H).

RMN 3C (754 MHz, CDCls) & (pprn): 204.96(C7), 135.97(C4), 129.20(C2),
128.82(C3), 127.29(C1), 69.65(C6), 37.14(C5), 29.71(C8).

IR (KBr) (cm™"): 2955, 2924,2855, 2103, 1723, 1603, 1456, 1268, 732, 699.
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VI, CONCLUSIONES

Se logro desarrollar con exito dos rutas sintéticas para la obtencion de
intermediarios de isoindolona a, B4nsaturados, uno a partir de la condensacion de
azido acetato de etilo y derivados de benzaldehido (Ruta A) y a partir de
cinamaldehido y azida de sodio (Ruta B).

La preparacion directa de vinil azidas a partir de cinamaldehido y azida de sodio
(Ruta B) no esta informada en la literatura, posiblemente por el bajo rendimiento
que produce (20%), en este caso, se estima que es por causa de la alta reactividad
del grupo carbonilo (CHO) con el medio oxidante de la reaccion, sin embargo, no
se realizd una medida de proteccion adicional del grupo carbonilo (CHO) ya que
se necesita al grupo carbonilo (C=0) de manera integra para la adicion de la

molécula de azida en la posicion requerida (alfa).

Laestrategia de sintesis de iminofosforanos por la reaccion de Staudinger aplicada
en ambas rutas (A, B) se llevd a cabo a temperatura ambiente, resultando en la
formacion de los respectivos compuestos en alto rendimiento y sin la formacion
de subproductos. Este hecho favorece en gran medida a la ruta sintética A donde
el bajo rendimiento obtenido de vinil azida 36 se ve compensado en esta reaccion

por la produccion cuantitativa del iminofosforano 37.

Los intermediarios de isoindolona o, B-insaturados (25a-e) no resultaron ser los
sustratos adecuados para producir los productos saturados correspondientes bajo
las condiciones de biorreduccicn con la levadura de S. cerevisiae tipo 2. Esta falta
de actividad por parte del sustrato corresponde a que el grupo electroatractor
principal €ster de etilo no es considerado un grupo activador para la reduccion de
un enlace doble C-C.

La sustitucion del grupo electroatractor €ster de etilo en el intermediario de
isoindolona 25 por un grupo funcional mas hidrofilico como el acido carboxilico,

no propone un cambio significativo para la biorreduccidn.
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La sustitucion del grupo electroatractor €ster de etilo por el grupo funcional
(CHO) en los ensayos de biorreduccion llevados a cabo con la molécula de
cinamaldehido 34 y 2-azido-3-fenilacrilaldehido 36, conducen a la rapida
formacion de un solo producto, correspondiente a la reduccidn particular del
grupo carbonilo (CHO). La alta reactividad de (CHO) en el sistema o, B
insaturado provoca al mismo tiempo que no pueda ser aprovechado como un
agente activador para apoyar la reduccion del enlace doble C-C, por lo que este

factor es su principal limitante.

Se establecid que los alcoholes alilicos 34, 36, y 42 no representan ser
intermediarios o influir en el proceso de biorreduccion del enlace doble C-C, ya
que se pueden recuperar intactos después del tratamiento a pesar de permanecer

incubados por largos periodos de tiempo.

De los diferentes sistemas o, p-insaturados sintetizados, el grupo carbonilo de
cetona resulto ser el grupo activador indicado para llevar a cabo la reduccion
exclusiva del enlace doble carbono-carbono. Para ello fue necesario que el
sustrato 44 sea soportado en el aditivo de Amberlita XAD—-/, con la finalidad de

reducir su concentracion en el medio acuoso.

El éxito de la reduccion del enlace doble C-C en el sustrato de isoindolona 38, se
debe a que la reduccion del grupo carbonilo (CHO) fue mucho mas lenta, esto
puede ser debido al volumen del sustituyente de isoindolona empleado en posicidn
a al carbonilo (CHO), por lo que la concentracion del sustrato 38 permanecic por
mas tiempo en el medio dando oportunidad a la levadura la reduccion del enlace
doble CC.

El bajo rendimiento, asi como la ausencia de enantioselectividad que presentd la
reaccion de biorreduccicn de la isoindolona 38, esta descrito en la literatura a
posibles factores como la toxicidad, en la que el mismo sustrato inhibe el

mecanismo de reduccion.
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VII. CONCLUSIONES

No se pudo conseguir la sintesis enantioselectiva de un intermediario de
isoindolona a traves de ensayos de biorreduccidn con S. cerevisiae, no obstante,
se logrd desarrollar una ruta sintética a traves de una serie de reacciones que no
involucra el uso de agentes altamente tdxicos y costosos para la obtencion de
intermediarios de isoindolona como 26 que pertenece a una clase de moléculas

con alto interés farmacoldgico.

Se caracterizaron correctamente todos los productos a traves del uso de técnicas
espectroscopicas unidimensionales y bidimensionales tales como RMN 1H,
RMN 13C, DEPT, HSQC y HMBC, asi como tecnicas espectrometricas.
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IX. ANEXOS

IX. ANEXOS

Espectro 1. Espectro de RMN-'H de Azidoacetato de etilo.
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Espectro 2. Espectro de RMN-3C Azidoacetato de etilo.
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Espectro 4. Espectro de RMN-3C del compuesto 23a.
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Espectro 5. Espectro de IR del compuesto 23a.
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Espectro 7. Espectro de RMN-'H del compuesto 23b.
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IX. ANEXOS

Espectro 9. Espectro de IR del compuesto 23b.
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Espectro 10. Espectro de Masas del compuesto 23b.
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Espectro 13. Espectro de IR del compuesto 57c.
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Espectro 15. Espectro de RMN-'H del compuesto 23d.
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Espectro 17. Espectro de Masas del compuesto 23d.
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Espectro 19. Espectro de RMN-3C del compuesto 23e.
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Espectro 21. Espectro de Masas del compuesto 23e
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Espectro 23. Espectro de RMN-3C del compuesto 24a.
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Espectro 25. Espectro de Masas del compuesto 24a.
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Espectro 29. Espectro de Masas del compuesto 24b.
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Espectro 31. Espectro de RMIN-3C del compuesto 24c.
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Espectro 33. Espectro de Masas del compuesto 24c.
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Espectro 35. Espectro de RMIN-3C del compuesto 24d.
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Espectro 37. Espectro de RMIN-H del compuesto 24e.
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Espectro 39. Espectro de IR del compuesto 24e.
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Espectro 41. Espectro de RMIN-'H del compuesto 25a.
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2500
{2000
1500
C-16
Cc-2
c1
Cc-3
Cc-15
c-17 1000
¢ ca
C8  ca3
c6 c5 co
C-4
c-12
+500
Cc-7
c-10
AT AL g ) SR 0 4 4 L AR A T o LA o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 200 190 180 170 180 150 140 130 120 110 f11?0 ) 0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 20
pPpm;



IX. ANEXOS

Espectro 43. Espectro de IR del compuesto 25a.
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Espectro 45. Espectro de RMIN-'H del compuesto 25b.
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Espectro 49. Espectro de RMIN-'H del compuesto 25¢.
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Espectro 51. Espectro de IR del compuesto 25c.
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Espectro 53 Espectro de RMN-H del compuesto 25d.
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Espectro 55. Espectro de Masas del compuesto 25d.
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Espectro 57. Espectro de RMIN-3C del compuesto 25e.
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Espectro 59. Espectro de RMIN-"H del compuesto 32.
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Espectro 60. Espectro de RMN-'H del compuesto 35.
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Espectro 61. Espectro de RMIN-3C del compuesto 35.
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Espectro 62. Espectro de RMIN-'H del compuesto 36.
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Espectro 63. Espectro de RMIN-3C del compuesto 36.
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Espectro 65. Espectro de Masas del compuesto 36
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Espectro 67. Espectro de RMIN-3C del compuesto 41.
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Espectro 68. Espectro de IR del compuesto 41.
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Espectro 69. Espectro de Masas del compuesto 41
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Espectro 71. Espectro de RMIN-3C del compuesto 37.
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Espectro 72. Espectro de IR del compuesto 37.
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Espectro 73. Espectro de Masas del compuesto 37
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Espectro 75. Espectro de RMIN-3C del compuesto 38.
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Espectro /7. Espectro de Masas del compuesto 38
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Espectro 79. Espectro de RMIN-3C del compuesto 42.
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Espectro 81. Espectro de Masas del compuesto 42.
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Espectro 82. Espectro de RMN-'H del compuesto 26.
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Espectro 83. Espectro de RMN-3C del compuesto 26.
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Line#:1 RTime0.085(Scan#:4)
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Espectro 85. Espectro de Masas del compuesto 26.
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Espectro 86. Espectro de DEPT-90 del compuesto 26.
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Espectro 87. Espectro de DEPT-135 del compuesto 26.
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Espectro 88a. Espectro de HSQC del compuesto 26.
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Espectro 88b. Espectro de HSQC del compuesto 26.

Ho
Hs H7 Hy

N | W T M

cs ) I35
B

40

45

g

f1 (ppm)

c8 — =

=1 & 1 14

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28
f2 (ppm)

Espectro 89a. Espectro de HMBC del compuesto 26.
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Espectro 89b. Espectro de HMBC del compuesto 26.
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Espectro 90. Espectro de RMIN-'H del compuesto 43.
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Espectro 91. Espectro de RMIN-3C del compuesto 43.
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Espectro 92. Espectro de Masas del compuesto 43.
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Espectro 93. Espectro de RMIN-'H del compuesto 44.
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Espectro 94. Espectro de RMN-'3C del compuesto 44.
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Espectro 95. Espectro de IR del compuesto 44.
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IX.

Espectro 97. Espectro de RMIN-'H del compuesto 45.
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Espectro 98. Espectro de RMIN-3C del compuesto 45.
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Espectro 99. Espectro de DEPT-90 del compuesto 45.
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Espectro 100. Espectro de DEPT-135 del compuesto 45.
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Espectro 101. Espectro de IR del compuesto 45.
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