POSGRADO
INSTITUCIONAL
EN CIENCIAS
QUIMICAS Y
BIOQUIMICAS

ALQUINILACION CATALIZADA POR COBRE DE
ANTRAQUINONAS AISLADAS DE Morinda
panamensis Seem.

TESIS

PRESENTADA POR

FERNANDO IVAN MOGUEL PARDIO

EN OPCION AL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS
QUIMICAS Y BIOQUIMICAS

MERIDA, YUCATAN, MEXICO







BIOOUIMICAS

Mérida, Yuc., 14 de febrero de 2018
Oficio Num.: PICQB/190/2018

Asunto: Autorizacién de impresién

La tesis "Alquinilacién catalizada por cobre de antraquinonas aisladas de Morinda
panamensis Seem” presentada por el C. Fernando Ivan Moguel Pardio, en
cumplimiento parcial de los requisitos para optar por el grado de Maestro en
Ciencias Quimicas y Bioquimicas, ha sido aprobada en cuanto a su contenido
cientifico y en cuanto a lo establecido en el Manual de Procedimientos del Posgrado
Institucional en Ciencias Quimicas y Bioquimicas, por lo que se le autoriza la
impresion de los ejemplares correspondientes.

Directores de la tesis

Ll -

ot

Dr. Gurén Lépez Dr. Ro!ayéo Dafid Céceres Castillo
Sinodales: Firmas
Dra. Zulema Osiris Cantillo Ciau /% 0. (A

Dr. Gonzalo Joaquin Mena Rejoén

Dr. Leovigildo Quijano

ATENTAMENTE
“LUZ, CIENCIAJ VERDAD"/

SEGURA CAMPOS
COORDINADORA BEL POSGRADO INSTITUCIONAL
EN CIENCIAS QUIMICAS Y BIOQUIMICAS

¢.c. Archivo
MRSC

Pagina Web: http:/ /www.picgb.uady.mx
E-mail: picgb@correo.uady.mx






AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

A todos aquellos quienes contribuyeron para que fuese posible la realizacion de
este trabajo, comenzando con las personas responsables de mi formaciéon durante el
posgrado estos dos afios, hasta las personas que de manera mas estrecha compartieron

ideas, metodologias, técnicas y experiencia para la finalizacion de este documento.

A mis directores de Tesis el Dr. Gumersindo Miron Lopez y Dr. Rolando David
Céceres Castillo por todos sus consejos, experiencia, acompafiamiento, animos,
conocimientos compartidos y guia durante la realizacion de este trabajo, gracias por
brindarme su confianza, apoyo, paciencia, sabiduria y su amistad.

Al Comité Revisor y H. Sinodo, Dra. Zulema Osiris Cantillo Ziau, Dr. Gonzalo
Joaquin Mena Rejoén, Dr. Leovigildo Quijano y Dr. Rubén Marrero Carballo, por sus
contribuciones para el mejoramiento, en cuanto a contenido, redaccion y formato de este

trabajo.

Al M. en C Manlio Joaquin Graniel Sabido por realizar los experimentos por

Espectrometria de masas asi como la guia para la interpretacion de los mismos.

Al Dr. Angel Herrera, M. en C. Jimmy Ceballos, M. en C. Jazmin Salazar, Q.F.B.
Sara Medina, Q. Jessica Gonzalez, Q. Mario Noh Burgos, Q. Dianela Silvana Lara Nah,
Q. Gener Us Martin, Q. Marcelo Sosa, pQ. Edith Angulo, Br. Jesus Aguilera, Br. Carlos
Pech y Br. Julio Aguiar, por su apoyo incondicional durante mi formacion, sus consejos,

apoyo y conocimientos durante la realizacion de este trabajo.

A las autoridades de la Facultad de Quimica y del Posgrado de Ciencias
Quimicas y Bioquimicas por permitir la realizaciébn de este trabajo y mi formacion

académica en dichas instalaciones.






RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo el aislamiento, modificacion y sintesis de
algunas antraquinonas presentes en la especie Morinda panamensis S., esto con la
finalidad de formar bloques de construccion que posteriormente puedan dar lugar a la
sintesis de heterociclos pequefios, afiadidos a la molécula inicial.

La recoleccién de raices de la especie se llevé a cabo en la Facultad de Quimica
(UADY), posteriormente el material vegetal se sec6, molié y sometié a extraccion en un
equipo soxhlet con diclorometano, obteniendo el extracto correspondientes. La
purificacion se llevd a cabo por cromatografia en columna obteniéndose cuatro

antraquinonas mayoritarias.

El proceso de la modificacion se llevo a cabo sobre una de las antraquinonas
aisladas (damnacantal) la cual fue sometida a ruta sintética mediante una serie de cuatro
reacciones, comenzando con la metilacién de la posicion tres con yoduro de metilo y
carbonato de sodio en tetrahidrofurano (THF) a reflujo en agitacién constante por 120 h
(80%), por consiguiente la reduccién del aldehido de la posicion dos con borhidruro de
sodio en THF en agitacion constante a temperatura ambiente (60%), seguido de este
proceso se llevé a cabo la halogenacién con tribromuro de fésforo en diclorometano en
agitacion constante a 0 °C (50%), por ultimo se llevé a cabo la reaccién de acoplamiento
cruzado catalizada con ayuda de BusNI, MeCN, K,COs; y TMSA, catalizada por Cul,
Todos los derivados obtenidos de las reacciones fueron confirmados por experimentos
de Resonancia Magnética Nuclear en un espectrometro Bruker Avance Ultrashield 400
MHz con sonda BBO400 de 5 mm. Empleando disolventes deuterados de acuerdo la
solubilidad de los compuestos. Los desplazamientos quimicos (&) se proporcionan en
partes por millén (ppm) y se encuentran referenciados con respecto a la sefial residual
del disolvente deuterado utilizado en cada caso. (CDCI3- 7.26 ppm, 77.23 ppm; DMSO
— 2.50 ppm, 39.5 ppm), y mediante los espectros de masas, tanto de baja y alta
resolucion (EM), los cuales se realizaron en un espectrometro de masas Jeol GC-Mate
Il. La técnica utilizada fue impacto electronico (EI) (70 eV) por insercion directa a una

camara de 300 °C, disuelto en CH.Cl,.
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1. INTRODUCCION

La familia Rubiaceae esta constituida por aproximadamente mas de 10,000
especies distribuidas alrededor del mundo en zonas tropicales, encontrandose entre las
cinco familias botanicas mas grandes en el mundo. Esta familia es de gran importancia
desde el punto de vista fitoquimico, debido a la cantidad de metabolitos secundarios que
han sido aislados de ésta, asi como por las actividades biolégicas que presentan. Uno
de los géneros més importantes de esta familia es el género Morinda, el cual es rico en
metabolitos secundarios como, terpenos, antraquinonas, lignanos, flavonoides,
alcaloides, etc. Varias especies de este género han sido objeto de estudio, pero entre
ellas resalta Morinda citrifolia, que debido a las propiedades que se le atribuyen para el
tratamiento de diversas dolencias ha cobrado importancia econémica en muchas partes
del mundo, por lo cual ha sido ampliamente estudiada.'?

En contraste, una de las especies menos estudiadas es Morinda panamensis
Seem y en los pocos estudios realizados de las diferentes partes de la planta se ha
reportado el aislamiento de metabolitos secundarios de interés como, antraquinonas,
iridoides, triterpenos, carotenoides, cumarinas y esteroles.”?

De entre estos metabolitos los de mayor importancia para nuestro estudio y que
han sido aislados de las raices del género Morinda son las antraquinonas, su creciente
interés se debe principalmente a las propiedades biol6gicas importantes que presentan
como antioxidante, antitumoral, entre otras, ejemplo de ello es el damnacantal, un
derivado de la 9,10-antracenodiona sustituida con una funcién aldehido en la posicién
dos del sistema antracénico, asi como un grupo metoxilo en la posicién uno y por altimo
en la posicion tres un grupo hidroxilo. Los estudios sintéticos enfocados a las
antraquinonas se han basado en la importancia de la modificacion estructural de las
mismas, a través de la introduccion o sustitucién de grupos funcionales. Para ello se
propone la sintesis de alquinos terminales mediante reacciones de acoplamiento, ya que
estos Ultimos son importantes en la sintesis organica por su reactividad versatil y para
diversos procesos que posibilitan su transformacién en diferentes grupos funcionales.?’






2. ANTECEDENTES
Productos naturales

En el mundo existen diferentes especies de plantas que el ser humano ha
utilizado como remedios medicinales, para aliviar diversas enfermedades, asi como para
tratamientos estéticos, etc. Este es el caso de varias especies de la familia de las
rubiaceas (Rubiaceae) la cual comprende cerca de 450 géneros y 10,700 especies que
incluyen arboles, arbustos y en menor medida hierbas. Su distribucién esté restringida a
las regiones tropicales y subtropicales, sin embargo, algunas especies se extienden
hasta regiones templadas y aun frias. Es una de las familias mas numerosas y diversas
a nivel mundial ya que ocupan el cuarto lugar después de las familias Asteraceae,
Orchidaceae y Poaceae en ese orden. 13

La familia Rubiaceae cuenta con varias especies que son utilizadas como
plantas medicinales, tiene importancia econdémica en la produccion de tintes, productos
comestibles y ornamentales. Muchas de las especies estan reportadas como
antiinflamatorio, analgésico, antibacteriano, antiviral, antioxidante, asi como actividad
sobre el sistema nervioso central. Una caracteristica de esta familia es la produccion de
metabolitos bioactivos con gran potencial biolégico, como son los iridoides, alcaloides
del indol, antraquinonas, terpenoides, flavonoides y otros derivados fendlicos. EI nimero
de productos, la diversidad estructural y actividades biolégicas reportados para varias
especies de la familia Rubiaceae demuestran su potencial como fuente de nuevas
sustancias bioactivas o incluso prototipos para el desarrollo de farmacos.>24

Genero Morinda

Uno de los géneros pertenecientes a la familia Rubiaceae es el género Morinda,
el cual comprende 80 especies. En América se encuentran aproximadamente 26 de
éstas, su distribuciéon es en todo el neotrdpico y region tropical de Norteamérica,
principalmente en zonas bajas.

Entre las especies mas conocidas de este género podemos mencionar a Morinda
seibertii (Standl.) Steryerm, la cual es conocida en Colombia con el nombre de tigutit
niaquit (cuna) y sus hojas se emplean para combatir la tos y contra afecciones hepaticas
y de los 0jos.? Morinda royoc, es una planta silvestre costera que esta distribuida en toda
la isla de Cuba, en las Bahamas, Florida, América Central, etc. Se utiliza en la
elaboracion de bebidas refrescantes, digestivas y cuadros ictéricos.®



Morinda panamensis Seem conocida como “yema de huevo” en la zonas del
Norte y América Central, presenta una distribucién limitada a Florida y regiones de
México (Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Yucatan), Belice, Panama y Colombia. Se le ha
catalogado como “falso noni” y los frutos de esta especie son consumidos aunque no
existen reportes detallados sobre las propiedades biolégicas del consumo de esta
planta.35

Morinda citrifolia L. es la especie mas conocida y ampliamente cultivada, la cual
es conocida en Hawdi, Taiti y Estados Unidos como “noni”. Desde el punto de vista
medicinal tiene aplicaciones contra dolores de cabeza y de muelas, reumatismo, artritis,
asma, fracturas de huesos, cancer, dificultades urinarias, aliviar el dolor en ataques
cardiacos, etc.. Aunque todas las partes de M. citrifolia son utilizadas, el uso del fruto
maduro es el que predomina actualmente en Estados Unidos como suplemente botanico
dietetico.23 711

Estudios fitoquimicos en el género Morinda.
Morinda citrifolia L.

En estudios fitoquimicos de la corteza, tallo, raiz, hojas y frutos de M. citrifolia
se ha reportado el aislamiento de cerca de 160 compuestos, entre los cuales han sido
identificados compuestos del tipo de los terpenoides, alcaloides, quinonas, aminoacidos,
fendlicos y &cidos organicos por nombrar a algunos.”'>12De entre ellos uno de los grupos
de compuestos que han demostrado ser responsables de las propiedades terapéuticas
de la planta son las antraguinonas. Los estudios de la corteza de raiz, reportados en la
literatura indican el aislamiento de antraquinonas de tipo rubia como se observa en la
Figura 1. 417

Morinda panamensis Seem

A pesar de sus escasos reportes, en 2012 se realizaron estudios fitoquimicos,
del extracto diclorometanico de los frutos, se logré la identificacion y aislamiento de
antraquinonas (Figura 2) y de compuestos de tipo triterpeno. Otro estudio fue realizado
a partir de las hojas, dando como resultado el aislamiento e identificacién de acido
ursdlico, loliélido e isololidlido, siendo estos dos Ultimos por primera vez aislados en
especies del genero Morinda asi como el iridoide 1-hidroxi-3,4,4a,7a-tetrahidro-1H-
espiro[ciclopenta[c]piran-7,2’-oxiran]-4-carboxilato de metilo
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Antraquinonas

Las antraquinonas son un importante grupo de productos naturales que se
producen en bacterias, hongos, liquenes y plantas superiores, de las cuales se
encuentran en un gran numero de familias, como la Rubiaceae, Ramnéacea, Poligonacea
y Fabaceae. Las antraquinonas son compuestos aromaticos que en su estructura base
esté constituida por dicetonas insaturadas, se caracterizan por tener un sistema triciclico
del antraceno, pero con el anillo central mas o menos oxidado, lo cual permite diferenciar
los distintos tipos de derivados antracénicos. Las principales rutas de biosintesis de
antraquinonas han sido objeto de diferentes estudios en los ultimos 30 afios. En general,
las quinonas de plantas superiores se derivan de diversos precursores y se producen a
través de diferentes vias, segun la literatura se reportan dos principales rutas
biosintéticas por las que se producen antraguinonas en las plantas superiores, una es la
ruta de los policétidos y la segunda es una ruta mixta shikimico-terpenoide. Las
antraquinonas presentes en la familia Rubiaceae provienen de esta Ultima ruta y son
consideradas del tipo “rubia”, en este caso la biosintesis de los anillos A 'y B deriva del
acido corismico proveniente del &cido shikimico y del a-cetoglutarato por la via del &cido
o-succinilbenzéico, mientras que el anillo C proviene de una unidad de
isopentilpirofosfato a través de la via de los terpenos, dando como resultado final las
antraquinonas de tipo “rubia” (Figura 3). 1%2°

Ruta del shikimato Ciclo del acido citrico Ruta de los terpenos
HOOC l
COOH "o i
0 MCH
COOH COOH
MVA

Acido isocorismico Acido a-cetoglutarato

COOHCOOH cooH” COOH
SCOA C |

OSsSB Ester CoA de osB DHNA DMAPP IPP

Figura 3. Biosintesis de antraquinonas del tipo rubia.



Las antraquinonas siguen siendo de interés, en especial los derivados de 9,10-
antracenodiona que presentan una actividad anticancerigena potente segun lo reportado
por Jin et al., en 2001, ejemplos como el damnacantal y el nordamnacantal por
mencionar algunas, han sido evaluados frente a lineas celulares HL-60 (leucemia
promielocitica humana, ICso= 14.89 + 0.35 uM), CEM-SS (leucemia linfoblastica-T, I1Cso
=30.14 +1.77 uM ), WEHI-3B (leucemia mielomonocitica en ratones, ICso=11.70 £ 1.77
uM), PMBC (células mononucleares de sangre periférica humana, 1Cso = 106.38 £ 1.77
UM) y 3T3 (Fibroblastos en embrién de raton, ICso = 106.38 + 1.77 puM), presentando
valores de ICso prometedores.?23

Algunos ejemplos de los estudios acerca de la modificacion estructural de
antraquinonas han sido reportados, entre ellos, Zee-Cheng et al., en 1979, realizaron la
sintesis de analogos de antraquinonas a través de la adicién de cadenas laterales de
amino y otros grupos funcionales (Figura 4), de manera que pudiesen aumentar la
actividad antineoplasica del compuesto inicial 1, siendo el compuesto 2 el que en su
evaluacion presentd mejores resultados con respecto a la modificacion de su estructura
ya que no era necesario la adicién de la doble cadena de aminoalquilamino para obtener
los mismos resultados. Un estudio mas reciente fue realizado por Manojlovic et al., en
2007 mediante la sintesis de una serie de analogos (Figura 4) con el fin de modificar la
actividad biolégica antifingica y antibacteriana que presentaban estos compuestos, los
resultados fueron prometedores con respecto a valores de ICso en la mejora de sus
actividades bioldgicas con respecto al compuesto de partida.?>2

. R =Ry = NH(CH,),NH(CH,),0H
. R = NH(CH,),NH(CH,),0H R; = OH

.R= NH(CHz)zN(CHs)Z R1 = NH(CHz)zN(CH?,)Z
.R= O(CH2)2N(CH3)2 R1 =H

AOWON -

O Ry
b) OH O OR 1 R=H
2 R=CH,
3 R= C(CH3)=CH2
- 4 R= CH2CH20H3
O 5 R =CH,CgHs
(0]

Figura 4. Analogos de antraquinonas amino sustituidas (a) y alquiladas (b)

A partir de lo ya mencionado acerca de los estudios en derivados de
antraguinonas, se propuso obtener derivados acetilénicos a partir de las antraquinonas,
mayoritarias de Morinda panamensis. La introduccién de un alquino terminal tiene como
fin generar un intermediario de reaccion para la posterior sintesis de moléculas que
pudiesen mejorar las propiedades biolégicas de estos metabolitos antraquinénicos % 2



La presencia de alquinos en moléculas de alto valor afiadido como farmacos,
productos naturales y huevos materiales es habitual, ya que han formado parte de pasos
clave hacia la sintesis de una gran variedad de productos naturales y de interés industrial
(Figura 5).2’ La baja deficiencia de electrones de los grupos alquino y su buena
estabilidad bajo condiciones variables permite que los métodos de introduccién a varias
moléculas sea viable, una vez llevado a cabo estos acoplamientos es posible obtener
intermediarios de reaccion que darian lugar a una amplia gama de compuestos. Las
reacciones de acoplamiento C-C forman parte de las principales reacciones para la
introduccién de un grupo alquino. 2627

Reacciones de acoplamiento cruzado

Las reacciones de acoplamiento cruzado, son una alternativa para la
introduccion de diversos grupos funcionales a una estructura de interés debido a la
formacion de enlaces carbono-carbono y heteroatomo-heteroatomo, y estas son de
suma importancia en el area de la quimica; ya que proporcionan pasos clave en la
construccion de moléculas bioactivas desarrolladas como medicamentos. El
acoplamiento cruzado es un término genérico utilizado para denotar una reaccion de
metatesis de enlace sigma entre un reactivo nucledfilo y electrofilo, y por lo tanto puede
considerarse como una generalizacién de sustitucién nucleofilica. Muchas de estas
reacciones tienen lugar solo en presencia de un catalizador. Desde el descubrimiento de
la reaccion de Heck al término de la década de los afos setenta, se han desarrollado
una gran cantidad de reacciones de homoacoplamiento y acoplamiento cruzado, estas
son versétiles con respecto a los sustratos que acoplan y a la tolerancia que muestran
hacia muchos grupos funcionales, de igual manera las condiciones de reaccion son
suaves Y los rendimientos de los productos obtenidos son altos.?”-3¢
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Figura 5. Derivados obtenidos a partir de acetilenos terminales
Reacciones de alquinilacion

Las reacciones de alquinilacién han tenido un gran interés en los ultimos afios,
debido a su rigidez, propiedades electronicas y numerosos métodos disponibles para la
funcionalizacion del triple enlace. Los alquinos han sido siempre uno de los grupos
funcionales méas importantes de la quimica organica y se aplican ampliamente como
bloques de construccién para la sintesis de productos quimicos con aplicaciones en
guimica organica, quimica de polimeros, ciencia de los materiales y conjugacion
biolégica. Para ello es importante disponer de métodos eficientes y flexibles para
introducir un triple enlace en todas las posibles posiciones de una molécula, mas alla de
la construccion del triple enlace, se requieren métodos que permitan la transferencia de
acetilenos a varios sistemas. Esto es posible a través de la formacion de enlaces C-C
mediante acoplamiento catalizados por metales de transicion.



El papel de catalizador en las reacciones de alquinilacién consiste en su
participacién de un ciclo catalitico que consta de tres procesos: la adicion oxidativa,
transmetalacion, y eliminacién reductiva como se muestra en la Figura 6. Las
alquinilaciones y la formacion del enlace C-C con alquinos terminales catalizadas por
cobre han sido eficientes en sistemas con aminas terciarias, arilos y sistemas bencilicos
sustituidos. La evidencia general adquirida hasta el dia de hoy nos dice que el cobre ha
sido utilizado para diferentes aplicaciones en reacciones de alquinilacion en compuestos
diazonicos, introduccion de acetilenos terminales en bases nitrogenadas y en adiciones
enantioselectivas con buenos rendimientos.3!-3

R-X
L\M,L
PN
L Adicion 2L
oxidativa
_pr X_ L
R-R M’
L 'R
Eliminacioén
reductiva
2L
Transmetalacion HR' + base
L. R
L~ R
XNu

Figura 6. Posible ciclo catalitico de los metales de transicion.

Sabiendo que las antraquinonas tienen una estructura funcionalizada en la
posicién dos con un grupo aldehido o metilo, las hace adecuadas para la generacién de
derivados acetilénicos terminales, siendo estos como ya se ha mencionado,
intermediarios claves para la numerosas transformaciones sintéticas: como de productos
naturales, candidatos de farmacos, construcciones supramoleculares y materiales
organicos.?3’
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3. OBJETIVOS
Objetivo general
Obtener derivados de tipo etinil-antracenodiona, de antraquinonas mayoritarias
obtenidas de Morinda panamensis Seem., mediante reacciones de acoplamiento
carbono-carbono.

Objetivos particulares

1. Aislar las antraquinonas mayoritarias del extracto apolar de las raices de Morinda
panamensis.

2. Madificar la estructura de las antraquinonas aisladas para hacerlas susceptibles en
reacciones de acoplamiento.

3. Emplear las reacciones de acoplamiento catalizadas por cobre para la obtencion de
derivados acetilénicos.

4. Caracterizar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos, la estructura de
las antraquinonas y sus derivados.

11
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4. MATERIALES Y METODOS
Materiales y equipo de laboratorio

Los disolventes utilizados para los procesos de extraccion, separacion y
purificacion fueron de grado industrial y destilados en el laboratorio previamente a su
utilizacion.

El analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se realizd en cromatofolios
de aluminio impregnados con gel de silice G60 de 0.25 mm de espesor e indicador de
fluorescencia F2s4 de la marca Merck.

Para las separaciones por cromatografia en columna (CC) se utilizaron
columnas de vidrio empacadas con gel de silice para cromatografia en columna con
tamafio de particula 63-200 um (malla 70-230) y 40-63 um (malla 230-400); gel de silice
para CCD, con tamafio de particula de 2-25 pm, sin indicador de fluorescencia de la
marca Merck. Mientras que las separaciones mediante cromatografia en capa delgada
preparativa (CCDP) se llevd a cabo empleando placas de aluminio de 20 x 20
impregnadas con gel de silice G60 de la marca Merck de 0.25 mm de espesor y placas
de vidrio de 20 x 20 cm impregnadas con gel de silice G60 de la marca Merck de 0.5 mm
de espesor, ambas con indicador de fluorescencia Fzsa

El agente revelador utilizado fue una ldmpara de luz ultravioleta de onda corta
(254 nm) y onda larga (365 nm).

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los experimentos de RMN se realizaron utilizando un equipo Bruker Avance
Ultrashield 400 MHz con sonda BBO400 de 5 mm. Empleando disolventes deuterados
de acuerdo la solubilidad de los compuestos. Los desplazamientos quimicos (6) se
proporcionan en partes por millén (ppm) y se encuentran referenciados con respecto a
la sefal residual del disolvente deuterado utilizado en cada caso. (CDCls- 7.26 ppm,
77.23 ppm; DMSO - 2.50 ppm, 39.5 ppm)

Espectrometria de Masas
Los espectros de masas, tanto de baja y alta resolucién (EM), se realizaron en

un espectrometro de masas Jeol GC-Mate Il. La técnica utilizada fue impacto electronico
(EI) (70 eV) por insercion directa a una camara de 300 °C, disuelto en CH,Cl,.
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Recolecta y extraccién de material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en el mes de diciembre del 2015
en los terrenos de la ex Facultad de Quimica de la UADY al oriente de la ciudad de
Mérida, Yucatan, México. Se recolectdé un ejemplar de Morinda panamensis Seem de
aproximadamente 2 m de altura. El procesado del material vegetal consistié en la
separacion de hojas, tallos y raices, estas Ultimas se limpiaron y se descortezaron. La
madera y la corteza de la raiz, una vez separadas, se secaron en un desecador para
herbario a una temperatura menor de 50° C durante 3 dias en ausencia de luz y se
molieron en un molino de cuchillas con niumero de tamiz 10.

Obtencion de extractos

La madera (4.76 kg) y la corteza (900 g) de la raiz seca y molida, fueron
sometidas a extraccidon continua, primero por macerado, utilizando como disolvente
hexano (Hx) con volimenes de 5 L durante 48 horas, repitiendo este proceso 5 veces, y
posteriormente utilizando un aparato Soxhlet con volimenes de 500 mL de
diclorometano (CH2Cl,) durante 8 horas; de esta manera se obtuvieron cuatro extractos
que fueron etiqguetados como mm (madera macerado, 13.65 g, 0.29%), ms (madera
soxhlet, 102.10 g, 2.14 %), cm (corteza de raiz macerado, 3.19, 0.36%) y cs (corteza de
raiz soxhlet, 12.36 g, 1.37 %).

Cuantificaciéon de damnacantal

Con el fin de saber cudl de los cuatro extractos contenia en mayor proporcion
las antraquinonas se realiz6 la cuantificacion por RMN utilizando un equipo Bruker
Ultrashield Avance 400 con sonda BBO400 de 5 mm. Se prepararon muestras de cada
extracto con 5 mg disueltos en 1 mL de CDCIs, se afiadié 1 mg de nicotinamida como
estandar interno (El) y se obtuvo el espectro de resonancia magnética nuclear
cuantitativa, a partir del cual se llevd a cabo la cuantificacion.
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Fraccionamiento primario del extracto de raiz

Debido a la cantidad de extracto (madera) de raiz con la que se contaba (115.80
g), el fraccionamiento por cromatografia en columna (CC) se llevé a cabo repitiendo 11
veces cada CC, utilizando 10 g de extracto en cada una. Las condiciones para el
fraccionamiento fueron las siguientes: columna de vidrio de 7.5 cm de diametro,
empacada con gel de silice con tamafio de malla 70-230, acondicionada con una
disolucion de trietilamina al 5%. Como eluyentes se utilizaron mezclas de Hx- CH2Cl,
95:05, 90:10, 80:20, 60:40, 40:60, 30:70, 10:90, CH:Cl; y acetato de etilo, obteniéndose
20 fracciones que posteriormente fueron reunidas con base en su andlisis por
cromatografia en capa delgada (CCD), en nueve fracciones etiquetadas de A —I. En las
fracciones G, H e | se obtuvo por precipitacion espontanea un sélido de color amarillo,
que fue filtrado y lavado con una mezcla de Hx: CH:CI; (3:1). De la misma manera se
obtuvieron precipitados de color naranja en las fracciones E y F. (Figura 7).

Fraccionamiento primario del extracto de corteza

Se realizd el fraccionamiento del extracto de corteza de la raiz (15.56 Q)
utilizando la misma metodologia ya descrita anteriormente. En este caso, se utilizaron
volimenes de 1L, primeramente Hx, posteriormente mezclas de Hx:acetona (Me2CO)
(70:30y 10:10), Me.CO y MeOH, obteniéndose 35 fracciones que posteriormente fueron
reunidas con base en su andlisis por CCD, logrando obtener en 11 fracciones
etiquetadas como ml hasta ml1ll. La fraccion m9 (1.10 g) mostré la presencia de
damnacantal en el andlisis por CCD por lo cual fue sometida a una segunda CC
utilizando una columna de vidrio de 4.5 cm de diametro y una altura de 14 cm. Como
fase estacionaria gel de silice (60-400), y como fase mévil mezclas de Hx: acetato de
etilo (AcOEt) (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 400 mL de cada una) y por ultimo AcOEt
obteniéndose en total 40 fracciones. La fraccibn m9-1(175.21 mg) se purificé en una
columna de diametro de 2.5 cm, siendo la fase estacionaria, gel de silice (2-25 ym) y
como fase movil cloroformo (CHCIs) de manera isocratica. Se obtuvieron 18 fracciones
y después de un analisis por CCD, se obtuvo el damnacantal en la fraccion m9-1-1 (143.2

mg).
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Madera de raiz
Morinda panamensis

Fraccionamiento
primario

Silica gel
70-230
HeX-CH2C|2

20 Fracciones
(Reunidas en A-l)

A B C D E F G H
I I |
CC, Silica gel - cc
HX.CHCls (7:3) * Precipitado Siica  ge
Hx: CH2Cl2
Il i %
250 mg 112¢ v
300 mg
*Filtracién, lavados I
Hx: CH:CI; (3:1) 1556 ¢g

Figura 7. Fraccionamiento primario del extracto de la raiz de Morinda panamensis
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Corteza de raiz
Morinda panamensis

Fraccionamiento
primario

Silica gel 70-230
Hex- Me2CO

35 Fracciones
(Reunidas en m1-
m11l)

Fraccion m9

CC flash
Silica 200-400
Hex-AcOEt

9-1 9-2

TLC
CHCIs

143.2
mg

Figura 8. Fraccionamiento primario del extracto de la corteza de Morinda panamensis.

2-Carboxi-3-hidroxi-2-metoxi-9,10-antracenodiona. Compuesto 1 (15.85 @)
(damnacantal) RMN-'H (CDCls): & 12.27 (s, 1H, OH-3), 10.46 (s, 1H, CHO), 8.28 (dd,
1H, J =7.46, 1.27 Hz, 1H, H-8), 8.24 (dd, 1H, J = 7.55, 1.27 Hz, H-5), 7.83 (td, 1H, J =
1.53, 7.50 Hz, H-6), 7.77 (td, 1H, J = 1.53, 7.45 Hz, H-7), 7.66 (d, 1H, 0.5 Hz, H-4), 4.12
(s, 3H, H-16).

1-Hidroxi-2-metil-9,10-antracenodiona. Compuesto 2 (250 mg) RMN-!H
(CDCls): & 12.85 (s, 1H, OH-1), 8.22 (m, 1H, H-5), 8.00 (m, 1H, H-8), 7.75 (td, 1H, J =
1.73, 7.55 Hz, H-7), 7.74 (td, 1H, J = 1.53, 7.45 Hz, H-6), 7.64 (d, 1H, J = 7.67 Hz, H-4),
7.45 (d, 1H, J = 7.67 Hz, H-4), 2.31 (s, 3H, H-15).
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1,5,6-Trihidroxi-2-metil-9,10-antracenodiona (morindona). Compuesto 3 (300
mg) RMN-!H (CDCls): 8 13.21 (s, 1H, OH-1), 12.97 (s, 1H, OH-5), 7.85 (d, 1H, J = 7.50
Hz, H-7), 7.75 (d, 1H, J = 7.55 Hz, H-8), 7.52 (d, 1H, J = 7.50 Hz, H-4), 7.25 (d, 1H, J =
7.45 Hz, H-3), 2.48 (s, 3H, H-15).

2-Carboxi-1,3-dihidroxi-9,10-antracenodiona (nordamnacantal). Compuesto 4
(1.12 g) RMN-'H (CDCl3): 8 12.48 (s, 1H, OH-3), 10.37 (s, 1H, CHO), 8.16 (dd, 1H, J =
7.63,1.64 Hz, 1H, H-8), 8.12 (dd, 1H, J = 7.63, 1.64 Hz, H-5), 7.92 (td, 1H, J = 7.45, 1.53
Hz, H-7), 7.85 (td, 1H, J = 1.45, 1.53 Hz, H-6), 7.34 (s, 1H, H-4).

Modificacidén de antraquinonas
Reacciones de reduccion

Sintesis de damnacantol

‘ ' OH r.t., 4h OH
@)

En un tubo Schlenk se agregaron 1 equivalente de damnacantal (0.145 g, 0.51
mmol), 1.5 equivalentes de borohidruro de sodio (0.029 g, 0.77 mmol) y se disolvieron
en 15 mL de tetrahidrofurano anhidro (THF), la reaccion se llevé a cabo en atmoésfera de
nitrégeno a temperatura ambiente con agitacion constante durante 4 h. Al finalizar la
reaccion, se agregaron 10 mL de acido clorhidrico 1N, la mezcla se extrajo con CH.Cl;
(5 x 20 mL), posteriormente la fase organica se sec6 con sulfato de sodio y se evaporé
el CH.CI, hasta sequedad, el crudo resultante se purificé por CC utilizando como fase
estacionaria SiO; con tamafio de particula 2 - 25 um, la fase mévil empleada fue una
mezcla de CHCI3;:MeOH (95:5). Se obtuvieron 0.065 g, de un sélido de color amarillo (5)
(45%).

Sintesis de 3-metoxi-damnacantol.
O 0 o

NaBH,

THF
rt, 5h

En un tubo Schlenk se agregaron 1 equivalente de 2-carbaldehido-1,3-dimetil-
9,10-antracenodiona (0.118 g, 0.39 mmol), 1.5 equivalentes de borohidruro de sodio
(0.023 g, 0.6 mmol) y se disolvieron en 15 mL de THF, la reaccién se llevé a cabo en
atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente con agitacion constante durante 5 h. Al
finalizar se agregaron 10 mL de una solucién de &cido clorhidrico 1N, la mezcla de
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reaccion se extrajo con CH;Cl, (5 x 20 mL), posteriormente la fase organica se evaporé
hasta sequedad y se purificd por CC utilizando como fase estacionaria SiO; con tamafio
de particula 2 - 25 ym, la fase mévil empleada fue CH:Cl,. Se obtuvieron 0.058 g, de un
solido de color amarillo (9) (50%).

Reacciones de metilacion

Sintesis de 3- metoxidamnacantal

O‘O
OH THF 90°C

120h

Enun matraz de 25 mL se mezclaron 1 equivalente de damnacantal (0.2 g, 0.71
mmol), 60 equivalentes de ioduro de metilo (6.042 g, 42 mmol) y 19 equivalentes de
carbonato de sodio (1.42 g, 13.49 mmol), en 15 mL de THF la reaccién se llevo a cabo
en atmésfera inerte durante 120 h areflujo y agitacion constante, la reaccion fue detenida
con 10 mL de agua destilada y se extrajo con CHCIs (4 x 10 mL), la mezcla fue evaporé
hasta sequedad, obteniendo 0.18 g de un sélido de color morado (8) (85%).

Sintesis de 1,3-dimetoxi-rubiadina.

O‘O Mel, NazCO3
OH 90°C, 1200 C, 120h

En un matraz de 100 mL se mezclaron 1 equivalente de rubiadina (0.2 g, 0.78
mmol), 60 equivalentes de ioduro de metilo (6.645 g, 46.8 mmol) y 19 equivalentes de
carbonato de sodio (1.57 g, 14.82 mmol) con 25 mL de THF, la reaccion se llevé a cabo
en atmésfera inerte durante 120 h a reflujo y agitacion constante, al finalizar se detuvo
con 10 mL de agua destilada y se extrajo con CHCI; (4 x 10 mL), la fase organica se
evaporo hasta sequedad, para luego ser sometida a purificacién por CC utilizando como
fase estacionaria SiO, con tamafio de particula 2 - 25 pum, la fase mévil empleada fue

una mezcla de Hx: CH.Cl, (1:1) de manera isocratica, obteniendo al final 0.11 g de un
sdlido de color amarillo (12) (60%).
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Reacciones de halogenacion.

Sintesis de a,a-dibromoacetoacetato de etilo.

O o
— >
0~  DCE, 60°C o
7h Br® Br

En un tubo Schlenk se agregaron 2.2 equivalentes de N-bromosuccinimida (1
g, 5.6 mmol), 1 equivalente de acetoacetato de etilo (AACOEt) (0.335 mg, 2.58 mmol) y
se disolvieron en 7 mL de dicloroetano (DCE), la reaccion se llevo a cabo en atmésfera
de nitrégeno bajo agitacién constante y calentamiento a 60°C por 21 h. Al finalizar, el
crudo de reaccion se evaporo hasta sequedad y se purificé por CC utilizando como fase
estacionaria SiO, con tamafio de particula 2 - 25 um, la fase movil empleada fue una
mezcla de CHCI;:AcOEt (10:1) de manera isocratica. Se obtuvieron 0.592 g, de un aceite
de color amarillo (6) (80%).

Sintesis de 2-bromometil-3-hidroxi-1-metoxiantraquinona.

\O \
O 0O
OH Ph;P
+ O/\ _—
OH Br” Br OH
0 THF,

25°C, 22 horas

En un matraz de 10 mL se agregaron 1 equivalente de damnacantol (0.030 g,
0.1 mmol), 1.2 equivalentes de a,a-dibromoacetoacetato de etilo ( 0.034 g, 0.12 mmol),
2 equivalentes de trifenilfosfina (0.052 g, 0.2 mmol) y se disolvieron en 5 mL de THF, la
reaccion se llevd a cabo en agitacion constante a temperatura ambiente y fue
monitoreada por CCD durante 4 h en intervalos de 15 min. La reaccion fue detenida con
5 mL de agua y posteriormente se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL), por ultimo la fase
organica fue lavada con una solucion salina, para luego ser secada a presién reducida,
el crudo fue sometido a cromatografia en capa delgada preparativa, empleando una
mezcla de CHCIs;:AcOEt (7).
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Sintesis de 2-bromometil-1,3-dimetoxiantraquinona.

En un matraz de 10 mL se agregaron 1 equivalente de 3-metoxi-damnacantol
(0.030 g, 0.1 mmol), 1.2 equivalentes de a,a-dibromoacetoacetato de etilo (0.034 g, 0.12
mmol) y 1 equivalente de trifenilfosfina (0.026 g, 0.1 mmol), se disolvieron en 5 mL de
C.H.Cl, anhidro en agitacion constante y monitoreado mediante CCD durante 4 h por
intervalos de 15 min. La reaccion fue detenida con 5 mL de agua y posteriormente se
extrajo con AcOEt (3 x 10 mL), por ultimo la fase organica fue mezclada con una solucién
salina y posteriormente separada para llevar a sequedad, el crudo se purifico por
cromatografia en capa delgada preparativa, empleando una mezcla de CHCIs;:AcOEt
(10:1), obteniéndose 0.011 g de un sélido de color amarillo (10).

Sintesis de 2-bromometil-1,3-dimetilantraquinona.

Método A

En un matraz de 25 mL se agreg6 0.8 equiv de 2-hidroximetil-1,3-dimetoxi-9,10-
antracenodiona (0.1 g, 0.33 mmol,) y se disolvieron en 10 mL de CHCl,, puesto en un
bafio de hielo-agua, posteriormente se agreg6 1 equiv de tribromuro de fésforo (40uL,
0.42 mmol), la reaccién se llevé a cabo durante 0.5 h en agitacién constante a 0 °C. Al
finalizar la reaccion se detuvo con 10 mL de agua fria, se extrajo con CH2Cl, (3 x 20 mL)
y posteriormente se llevo a sequedad a presion reducida. La purificacién del producto se
llevd a cabo por CC utilizando como fase estacionaria SiO» con tamafio de particula 2 -
25 um, la fase mévil empleada fue una mezcla de Hx:CHCl, (3:7) obteniéndose 0.55 g
de unos cristales de color amarillo (10) (46%).
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Método B

__NBS
" con
o |

En un matraz de 25 mL se agreg0 1 equivalente de 1,3-d|met|I-O-rubiadina (0.11
g, 0.39 mmol), disuelto en 10 mL de tetracloruro de carbono (CCls), por ultimo se afiadié
lentamente 3 equivalentes de N-bromosuccinimida (0.20 g, 1.17 mmol), la reaccion se
llevo a cabo en agitacion constante y a reflujo por 42 h. Al finalizar el crudo de reaccion
fue llevado a sequedad a presion reducida y posteriormente diluido con 5 mL de CHCl
y 5 mL de Hx, la mezcla se dej6 evaporar para obtener unos cristales de color amarillo,
al finalizar los cristales fueron lavados con agua destilada a ebullicion y filtrados
obteniendo 0.105 g (13) (80%).

Sintesis de rubiadina.

(0] OH

NaCl

O O

HCI, 160°C OH
95 min o)

En un matraz balon de 100 mL se agreg6 2.2 equivilantes de cloruro de aluminio
seco (12 g, 90 mmol) y 1 equivalente de cloruro de sodio (2.39 g, 41 mmol) la mezcla se
coloc6 a una temperatura entre 125-130 °C en agitacién constante por 15 min una vez
fundidas las sales, se adicion6 una mezcla de 20 equivalentes de anhidrido ftalico (0.66
g, 4.45 mmol) y 20 equivalentes de resorcinol seco (0.50 g, 4.45 mmol). La mezcla se
calentd a una temperatura de 165 °C por 1 h, al finalizar el tiempo se retir6 de la placa
el crudo de reaccidn y posteriormente se adicion6 una mezcla de 25 mL de HCI con
hielo, por ultimo se llevo a reflujo por 20 min y posteriormente la reaccion se dejo6 enfriar,
se filtr6 a vacio y se extrajo con AcEOt (3 x 30 mL), la fase organica fue secada y
sometida a CC utilizando como fase estacionaria SiO, con tamafio de particula 2 - 25
um, la fase movil empleada fue una mezcla de Hx:AcOEt en dos proporciones (95:5 y
90:10) obteniendo al final 0.37 g de un polvo amarillo (11) (33%).
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Sintesis del derivado acetilénico.

-

O O Br
CUI,K2C03
(T sopume
Bu,NI, MeCN O
40°C,24 h
0]

A una solucién de 2-bromometil-1,3-dimetoxi-9,10-antracenodiona (0.05 g,
0.083mmol, 1 equivalente.), Cul (I) (0.0158 g, 0.083mmol, 1 equivalente.), carbonato de
potasio (0.0214 g, 0.167 mmol, 2 equivalentes.), y yoduro de tetrabutilamonio (0.016 g,
0.083mmol, 1 equivalente.) en acetonitrilo seco (2 mL) se afiadi6 trimetilacetileno (13.5
uL, 0.097 mmol, 1.18 equivalentes.), la reaccion se llevo a cabo a 40 °C en agitacion
constante durante 48 h. Al finalizar la mezcla se diluyo con una solucién acuosa saturada
de cloruro de amonio (5 mL, 45 %), y se extrajo con CH,Cl, (3 x 20 mL), la fase organica
se llevd sequedad a presion reducida y se purifico la mezcla por cromatografia en capa
delgada preparativa, con una mezcla de Hx:DCM (3:7).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion de damnacantal en extractos organicos de Morinda panamensis
Seem por Resonancia Magnética Nuclear.

Previo a la purificacion de las antraquinonas de cada extracto de Morinda
panamensis por métodos cromatograficos se realizé la cuantificacion por RMN, con el
fin de elegir el extracto que contuviera la mayor proporcion de los metabolitos de interés
e iniciar el aislamiento y la purificacion. La técnica implica el uso del espectro de RMN-
'H como herramienta analitica para el andlisis cuantitativo de los de protones
intramoleculares; asi como la ventaja para la estimacién cuantitativa de la pureza de
multicompuestos, sin necesidad de utilizar una referencia especifica para cada
compuesto. Para ello se obtuvieron los espectros de RMN-'H de cada extracto mm, ms,
cmy cs (Figura 9) y se realizé el andlisis mediante las integrales de un estandar interno
(nicotinamida) y la antraquinona mayoritaria (damnacantal). La sefial del estandar
interno (El) elegido para la integracion fue la de desplazamiento a 7.43 ppm
correspondiente al protén de la posicién 5 con acoplamientos orto, y de la antraquinona
fue la sefial con desplazamiento de 7.68 ppm para el protdbn aroméatico de la posicion 4.
Una vez obtenido los valores, fue necesario el uso de la Ecuacién 1.444°

m, = mgp — — —=- Ecuacion 1
7 ST Ne Isp Mgt
my: miligramos del analito Ix: Integral del analito
mst: mg de El Ist: Integral de EI
Nst: Numero de protén del El My: masa molar del analito
Nx: Numero de protones del analito Mst: masa molar del El

Mediante la ecuacidn se sustituyeron los valores correspondientes y descritos
en la férmula, dando como resultado la cantidad en miligramos de la presencia del
damnacantal en los extractos de M. panamensis, en la Tabla 1 se muestra los valores
del porcentaje de damnacantal presente en cada extracto.

Tabla 1. Porcentaje de damnacantal en extractos de Morinda panamensis

Extracto  Integral extracto Integral EI % de damnacantal

mm 21.69 100 9.6%

ms 60.23 100 26.44%
cm 2.56 100 1.12%
cs 3.60 100 1.60%

mm (madera macerado), ms (madera soxhlet), cm (corteza
macerado), cs (corteza soxhlet).
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Figura 9. Espectros de RMN-'Hq de los extractos de madera y corteza de raiz (CDCls).
cm(corteza macerado), cs(corteza soxhlet), mm(madera macerado), ms(madera soxhlet)
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Los calculos demuestran que entre los extractos, el correspondiente a la
muestra de madera soxhlet contiene una mayor cantidad de la antraquinona deseada
con un 26% mediante este resultado se decidi6 iniciar el proceso de purificacion con
dicho extracto.

La identificacién de tres de las cuatro antraquinonas aisladas de Morinda
panamensis se hizo por espectroscopia de RMN-!H y 13C, incluyendo experimentos de
secuencia de pulsos (DEPT 90) y en dos dimensiones, homo (COSY) y heteronucleares
(HSQC y HMBC).

Identificacion del compuesto 1 (damnacantal)

En el espectro de RMN-!H (Figura 10) se observaron sefiales caracteristicas de
un compuesto tipo antraquinona. Una sefial simple a 4.22 ppm caracteristica de un
metoxilo, una sefal doble a 7.66 ppm (d, 0.5 Hz,) atribuida al proton aromético de la
posicion 4 del sistema antracénico, también se observé la presencia de sefales a 7.77
ppm (td, 7.45, 1.53 Hz) y 7.83 ppm (td, 7.50, 1.53, Hz) correspondientes a los protones
6 y 7 del anillo A de la antraquinona y dos sefiales dobles de dobles a 8.23 ppm (dd,
7.63, 1.34 Hz) y 8.28 (dd, 7.63, 1.34 Hz) correspondientes a H5 y H8 respectivamente,
caracteristicas de protones aromaticos con acoplamientos orto y meta. A frecuencias
mas altas se observaron dos sefiales simples, la primera a 10.46 ppm correspondiente
al proton perteneciente a un grupo aldehido y la otra a 12.27 ppm correspondiente al
protén del OH quelatado de la posicién 3 del anillo C.

Figura 10. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDClz) del compuesto 1 (damnacantal)
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Los datos obtenidos del espectro de RMN-*C (Figura 11), revelaron la
presencia de 14 atomos de carbono en la molécula, como se present6 en el espectro de
proton anterior la molécula esperada es el damnacantal la cual contiene 16 atomos de
carbono por lo que se piensa que los carbonos 1 y 3 asi como 11 y 12 tienen
desplazamientos similares y se encuentran sobrepuestos. Con ayuda del experimento
DEPT 90° (Figura 11) se identificaron las sefiales correspondientes a seis metinos y
comparandolo con el carbono se asignaron las sefiales de un metilo y nueve carbonos
cuaternarios. Entre estas sefales destacan las que se encuentran a 1955
correspondiente a carbono de grupo aldehido, 182 y 182.1 ppm caracteristicas a los
desplazamientos de carbonilos de grupo cetona, 166.5 y 166.6 ppm correspondientes a
carbonos unidos a oxigeno de hidroxilos, de igual manera se pueden observar las de
carbonos cuaternarios aroméaticos correspondientes a las posiciones 2, 11, 12, 13, 14,
para los cuales dichos desplazamientos aparecen a 117.9, 132.2, 132.2, 141.5
, 117.5 ppm.
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Figura 11. Espectro de RMN-3C (b) y experimento DEPT 90° (a) (100 MHz, CDCIs) del
compuesto 1 (danmacantal)
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Se realizaron los experimentos bidimensionales de correlacion homo vy
heteronuclear. El experimento COSY (Figura 12) revela una correlacion a larga distancia
entre los protones H-4 (& 7.66) y H-15 (& 10.46), corroborando asi la sefial doble que
presentan. En el experimento HSQC gue nos revela las correlaciones a un enlace entre
protén y carbono (Figura 13), se logré observar la correlacién de las sefiales de los
protones aromaticos con los carbonos C-4, C-5, C-6, C-7y C-8 (6. 113, 127, 134.8, 133.6
y 127.3 respectivamente). Por otro lado también se observo la correlacion del protén del
aldehido con el carbono C-15 (6. 195.5) y los protones del carbono unido a oxigeno C-
16 (3. 64.1).
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Figura 12. Experimento COSY del compuesto 1(damnacantal)
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El experimento HMBC (Figura 14) revel6 los acoplamientos a larga distancia de
C-1 (8 166.5) con los protones del metoxilo (6 4.12), y con el protén del aldehido H-15
(6 10.46). Mientras que C-2 (0 118) presentd acoplamientos con los protones H-15 (&
10.46), H-4 (6 7.66) y del OH de la posicion 3 (6 12.3). De la misma manera se
observaron para C-3 (8 166.6) correlaciones con H-15 (& 10.46), H-4 (& 7.66) y con el
proton del hidroxilo en la posicion tres (& 12.3). Por otra parte se observaron
acoplamientos de C-9 (6 180.1) con H-8 (6 8.22) de C-10 con H-5 (5 8.24) y H-4 (d 7.66),
de C-13 (0 117.6) con H-4 (& 7.66) y de C-14 con H-4 (5 7.66) y el protén del hidroxilo
de la posicion tres (6 12.27).
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Figura 14. Experimento HMBC del compuesto 1 (damnacantal)

Con ayuda de los experimentos ya descritos se realizd la asignacién del
compuesto 1 como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Datos espectroscopicos de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) y *3C (100 MHz, CDCls)
del compuesto I.

Posicion o ('H) 5 (1°C)
1 166.5*
2 117.9
3 166.5*
4 7.66.(d, J= 0.6 Hz) 113.0
5 8.24 (dd, 7.55, 1.27 Hz) 127.1

6 7.83 (td, 1.53, 7.45 Hz) 134.8
7 7.77 (td, 1.53, 7.50 Hz) 133.6
8 8.28 (dd, 7.46, 1.27 Hz) 127.3
9 180.1

10 182.1

11 132.4*
12 132.3*
13 117.6
14 141.6
15 10.46 (d, J = 0.6 Hz) 195.5
16 412s 64.2

OH (C-3) 12.27 s

s (simple), d (doble), dd (doble de dobles), td (triple de doble), J
(constante de acoplamiento), & (desplazamiento), *(sefiales sobre
puestas)

Identificacion del compuesto 2 (1-hidroxi-2-metilantraquinona)

El compuesto 2 (Figura 15), fue sdlido de color amarillo y mediante su analisis
por RMN-!H, se observé una sefial simple a 12.85 ppm correspondiente al protén
guelatado de la posicion uno, de igual manera se observaron dos dobles a 7.45y 7.65
ppm (d, 7.67 Hz) correspondientes a protones en las posiciones tres y cuatro
respectivamente con acoplamientos meta, a frecuencias mas altas se observan dos
sefales doble de dobles simétricas con desplazamientos a 8.21 y 8.23 ppm, estas
sefales son atribuidas a las posiciones cinco y ocho correspondientes, siguiente a estos
desplazamiento se pudo observar dos sefales triples de dobles a 7.75 y 7.74 ppm (td,
1.73, 7.45 Hz) correspondientes a protones en el anillo A de las posiciones seis y siete
ambos presentando acoplamientos orto y meta. Por Gltimo se observa una sefial simple
a 2.32 ppm con una integral equivalente a tres protones correspondiente a un metilo
aromatico ubicado en el anillo C.
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Figura 15. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 2 (1-hidroxi-2-

metilantraquinona)
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El espectro de RMN-'3C (Figura 16), reveld la presencia de 15 atomos de
carbono en la molécula. Se realiz6 el experimento DEPT 90° (Figura 16) identificandose
las sefiales correspondientes a seis metinos, un metilo y ocho carbonos cuaternarios.
Entre las sefiales mas desplazadas se pueden observar las de carbonilos de grupo
cetona a 188.6 y 182.1 ppm y la del carbono unido a oxigeno de grupo hidroxilo a 160.8
ppm. De igual manera se pueden observar sefiales atribuidas a los carbonos
cuaternarios aromaticos de las posiciones 2, 11, 12, 13, 14, para los cuales dichos
desplazamientos aparecen a 131.1, 133.6, 133.1, 134.7 y 115 ppm respectivamente.
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Figura 16. Espectro de RMN-3C (b) y experimento DEPT 90° (a) (100 MHz, CDCls) del
compuesto 2 (1-hidroxi-2-metilantraquinona)

Al igual que con el compuesto 1 se realizaron para el compuesto 2 los
experimentos bidimensionales de correlacién heteronuclear. El experimento HSQC
(Figura 17) presentdé las sefiales para C-5, C-6, C-7 y C-8 del anillo A con
desplazamientos a 126.8, 134.5, 133.9 y 126.7 ppm respectivamente y las sefiales de
C-3, C-4 y C-15 del anillo C a 133.1, 119.1 y 64.1 ppm respectivamente, todas estas
posiciones se corroboraron debido a que presentaron correlaciones a un enlace con las
sefales designadas en el espectro de proton.
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Figura 17. Experimento HSQC del compuesto 2 (1-hidroxi-2-metilantraguinona)

Para el experimento HMBC (Figura 18) se observé las interacciones a larga
distancia de C-1 (6 160.8) con los protones H-15 (6 2.31) y con el protén H-3 (6 7.45),
C-2 (8 131) presentd acoplamientos con los protones H-15 (& 2.31), H-3 (6 7.45) y H-4
(6 7.65). De igual manera se observaron los acoplamientos de los carbonos cuaternarios
C-11 (6 133) con H-5 (d 8.21), H-8 (5 8.23) y H-6 (0 7.75), C-12 (5 133.5) con H-5 (
8.21), H-8 (6 8.23) y H-7 (6 7.74), C-13 (0 134.7) con H-4 (& 7.65), C-14 (5 114.9) con H-
4 (6 7.65) y H-3 (& 7.45), por ultimo se observaron las interacciones de los carbonilos C-
9 (6 189) con H-8 (6 8.23) y H-4 (6 7.65), asi como C-10 (6 182.2) con H-5 (8 8.21) y H-
4 (57.65).
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Figura 18. Experimento HMBC del compuesto 2 (1-hidroxi-2-metilantraquinona)

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN-H (400 MHz, CDCls) y *C (100 MHz, CDCls)
del compuesto 2 (1-hidroxi-2-metilantraguinona).

Posicion 5 (H) 5 (5C)
OH (C-1) 12855 160.8
2 131.0
3 7.45(d, J=7.67 Hz) 133.9
4 7.64 (d, J=7.67 Hz) 119.1
5 8.22 (dd, J = 2.35, 4.73 Hz) 126.7
6 7.74 (td, J = 1.73, 7.45 Hz) 134.4
7 7.75(td, J = 1.73, 7.45 Hz) 133.9
8 8.22 (dd, J = 2.35, 4.73 Hz) 126.7
9 188.6
10 182.0
11 133.0
12 133.5
13 134.7
14 114.9
15 231s 15.9

s (simple), d (doble), m (mdltiples), dd (doble de dobles), td (triple de doble),
J (constante de acoplamiento), & (desplazamiento).
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Producto 3 (nor-damnacantal)

El compuesto Ill se obtuvo como un solido de color naranja, este fue analizado
por RMN-H (Figura 19). Tras el andlisis se pudo observar sefales caracteristicas de un
compuesto de tipo antraquinona, una sefial doble a 7.34 ppm (d, 0.6 Hz) atribuida al
proton aromatico de la posicidén cuatro del sistema antracénico, también se observo la
presencia sefales a 7.85 ppm (td, 7.45, 1.53 Hz) y 7.83 ppm (td, 7.50, 1.53 Hz)
correspondientes a los protones seis y siete del anillo A de la antraquinona. Las siguiente
sefiales observadas fueron un par doble de dobles a 8.29 (dd, 7.63, 1.34 Hz) y 8.32 ppm
(dd, 7.63, 1.34 Hz) correspondientes a las posiciones cinco y ocho respectivamente,
caracteristicos de protones arométicos con acoplamientos orto y meta. A frecuencias
mas altas se observé una sefal doble a 10.50 ppm (d, 0.6 Hz) correspondiente a protén
de grupo aldehido y dos sefales dobles a 12.68 y 14.06 ppm perteneciente al protones
del OH quelatados de la posicién tres y uno del anillo C respectivamente.
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Figura 19. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 3 (nor-damnacantal).

Los datos obtenidos del espectro de RMN-3C del compuesto Il (Figura 20),
revel6 la presencia de 15 atomos de carbono en la molécula. Se realizé el experimento
DEPT 90° (Figura 20) identificAndose las sefiales correspondientes a seis metinos y
nueve carbonos cuaternarios. En el espectro de *C se observé a 193.8 ppm una sefial
correspondiente a carbono de grupo aldehido, otras dos sefiales menos desplazadas a
186.7 y 181.3 ppm son caracteristicas a desplazamientos de carbonilos de grupo cetona,
de igual manera se presentaron sefales a 169.1 y 168 ppm que corresponden a
carbonos unidos a oxigeno, por ultimo se observaron sefiales carbonos cuaternarios
aromaticos correspondientes a las posiciones 2, 11, 12, 13 y 14 con desplazamientos a
109, 133.1, 133.2, 139.4, 112 ppm.
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Figura 20. Espectro de RMN-C (b) y experimento DEPT 90° (a) (100 MHz, CDCls) del
compuesto 3 (nor-damnacantal).

Se realizaron los experimentos bidimensionales de correlacion homo vy
heteronuclear. A través del experimento COSY (Figura 21) se confirmd la correlacion
entre los protones de las sefales 7.33 y 10.50 ppm, correspondiente a un acoplamiento
a larga distancia entre H-4 y H-15. El experimento HSQC (Figura 22), mostré que las
sefales de C-5, C-6, C-7 y C-8 del anillo A corresponden a desplazamientos en 127.73,
134.7, 134.6 y 126.9 ppm respectivamente, de la misma manera las sefiales de C-4y C-
15 del anillo C corresponden a los desplazamientos en 113.3 y 64.1 ppm
respectivamente, se confirmaron las posiciones debido a que presentaron correlaciones
a un enlace con las sefiales respectivas designadas en el espectro de proton.
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Figura 21. Experimento COSY del compuesto 3 (nor-damnacantal).
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Figura 22. Experimento HSQC del compuesto 3 (nor-damnacantal).

Por ultimo el experimento HMBC (Figura 23) presenté las interacciones a larga
distancia de C-1 (5 168) con el protén del aldehido H-15 (& 10.50) y con el protén del
grupo OH de la posiciéon uno (& 14.06), la siguiente correlacién corresponde a C-2
(® 109) con los protones de hidroxilos de la posicion uno (6 14.06) y tres (& 12.68), asi
como H-15 (& 10.50) y H-4 (& 7.34). De la igual manera se observaron para C-3
(6 169.1) correlaciones con H-15 (6 10.50), H-4 (& 7.34) y con el proton del hidroxilo en
la posicion tres (& 12.6). La siguientes correlaciones observadas fueron de C-9 (6 180.16)
con H-8 (6 8.32) y la de C-10 con H-5 (6 8.29) y H-4 (& 7.34), por ultimo se observaron
las interacciones de C-11 (6 133.1) con H-5 (6 8.29), H-6 (& 7.85) y H-8 (b 8.32), asi
como las correlaciones de C-12 con H-5 (6 8.29), H-8 (6 8.32) y H-7 (o 7.82), C-13 (d
139.4) con H-4 (6 7.34) y C-14 (6 112) con el proton H-4 (& 7.34).
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Figura 23. Experimento HMBC del compuesto 3 (nor-damnacantal).
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Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN-'H (400 MHz, CDCl3) y *3C (100 MHz, CDCls)
para el compuesto 3 (nor-damnacantal)

Posicion o ('H) o (1C)
1 168.0
2 109.0
3 169.1
4 7.34s 113.3
5 8.12 (dd, J=7.63, 1.34 Hz) 127.7
6 7.85 (td, J = 7.45, 1.53Hz) 134.7
7 7.92 (td, J = 7.45, 1.53Hz) 134.6
8 8.16 (dd, J=7.63, 1.34 Hz) 126.9
9 186.7
10 181.3
11 133.1
12 133.2
13 139.4
14 112.0
15 10.37 s 193.8
OH (C-1) 14.06 s

OH (C-3) 1248 s

s (simple), dd (doble de dobles), td (triple de doble), J (constante de
acoplamiento), d (desplazamiento).

Producto 4 (morindona)

El sélido obtenido presentd un color anaranjado y fue analizado por RMN-H
(Figura 24). Como resultado se observaron sefiales caracteristicas de un compuesto de
tipo antraquinona, a 2.48 ppm se observa una sefial simple integrando para tres protones
de un metilo aromatico, asi como cuatro sefiales dobles en la region aromética, 7.25,
7.52, 7.75 y 7.85 ppm, indicando de esta manera que los anillos A y C se encuentras
sustituidos, y por ultimo dos sefiales a 12.97 y 13.21 ppm caracteristicas de protones
quelatados.
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Figura 24. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del compuesto 4 (morindona).
Productos de la sintesis de derivados de antraquinonas

Se inicio la sintesis de derivados de antraquinonas, partiendo del damnacantal
siendo esta la antraquinona con la que se contaba con mayor cantidad. El primer paso
de la sintesis consistio en la reduccion del grupo aldehido de la posicién dos a un alcohol
primario, como se observa en la Figura 25.

o~ o o~
POPEE-—u O‘O
OH r.t., 4h OH
(@]

Figura 25. Reaccidn de reduccién para la sintesis de 5 (damnacantol).
A partir de la metodologia reportada en la literatura se realizaron pruebas con

diferentes proporciones del agente reductor en relacion a la antraquinona, asi como el
tiempo de reaccién como se observa en la tabla 5.2
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Tabla 5. Condiciones de reaccion de la reduccion de damnacantal.

Entrada Damnacantal NaBH, Tiempo Rendimiento @
(equiv) (equiv) (horas)
1 1 1 1 30
2 1 1 4 45
3 1 1.5 4 50
4 1 2 4 50

a: rendimiento aislado

Una vez realizadas las pruebas en las variaciones de condiciones la mejor fue la
que se observa en la entrada tres, aunque el rendimiento fue del 50% es importante
aclarar que parte del producto reducido no se pudo de extraer de la fase acuosa, esto
se reveld mediante un analisis de cromatografia en capa delgada comparando la fase
acuosa, la fase organica, el producto | y el estandar del compuesto reducido. La fase
orgénica fue purificada como se menciona en la metodologia y analizada por RMN-*H
(Figura 26), se compararon los espectros de proton del sustrato (1) y el producto (5).
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Figura 26. Espectros de RMN-'H (400 MHz, CDCls) de reaccién de reduccion. a) 1

(damnacantal) y b) 5 (damnacantol).
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En los espectros de RMN-'H se observaron las sefiales caracteristicas de un compuesto
tipo antraquinona, en la zona comprendida de 7 a 8.5 ppm se encuentran las sefales
correspondientes a protones aromaticos que tuvieron pequefias diferencias en valores
de desplazamiento quimico del sustrato al producto, de igual manera se observé la
desaparicién de las dos sefiales simples entre 10 -12 ppm para el producto que
correspondian antes al protén del aldehido y el proton quelatado de la posicion tres y a
su vez se puede observar la sefial simple que corresponde al metileno como resultado
de la reduccion del aldehido a 4.56 ppm.

De posteriormente se analiz6 el producto por RMN-3C (Figura 27), el espectro revel6 el
cambio de desplazamiento para el carbono de la posicion C-15 cambiando de 198 ppm
a 52 ppm confirmando asi la reduccién de la molécula, las sefales restantes permanecen
similares en orden aunque con pequefias variaciones en sus desplazamientos.
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Figura 27. Espectro de RMN-3C (100 MHz, CDCIls) del producto 5 (damnacantol)

De igual manera por el andlisis de masas mediante la técnica de impacto electrénico
(Figura 28) se corrobor6 el peso del compuesto esperado.
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La obtencién de este alcohol primario tiene como fin facilitar el siguiente paso de
reaccion, llevando a cabo una halogenacioén; para ello una alternativa es el uso de
haluros de fosforo bajo condiciones de reaccién duras, a bajas temperaturas y tiempos
prolongados. Los haluros de alquilo son otro importante grupo de bloques de
construccién con mayor aplicacion en quimica organica, sin embargo con el fin de
trabajar con condiciones mas suaves con respecto a tiempo y temperatura, se recurrira
a un método alternativo mediante la reaccion de Appel, que utiliza sistemas combinados
de trifenilfosfina con una fuente de halégeno electrofilico, tales como CCls, CBrs 0 1.5

La reaccién de Appel es el método mas utilizado en la sintesis organica debido a
sus condiciones de conveniencia, suavidad y fiabilidad. Sin embargo, las fuentes de
halégeno electrofilo utilizadas para esta reaccién son mas bien limitadas y téxicas como
son el CCls y CBrs. Ante esto se propuso una alternativa explorada en la literatura,
usando los compuestos a,a-dibromo-B-dicarbonilo como una fuente bromo electrofilico
en la reaccion de Appel seguln lo reportado por Xiao y colaboradores.>?

Para ello primero se realiz6 la preparacion de esta fuente de halogenacion,
mediante la sintesis del a,a-dibromoacetoacetato de etilo (Figura 29).

0O o
o 0 NBS
—_—
0" DCE, 60°C o
7 h Br Br

Figura 29. Sintesis de 6 (DBA) mediante la reaccion de Appel
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Evaluando las condiciones de reaccion acorde a lo reportado en la literatura e
intentando obtener el mayor rendimiento de formacion de la fuente de halogenacién se
evaluaron las proporciones y los tiempos de reaccién como se muestra en la tabla 6.3

Tabla 6 Condiciones de reaccién para la sintesis del DBA

Entrada AACOEt NBS Tiempo Rendimiento @
(equiv) (equiv) (horas)
1 15 25 7 45
2 15 25 14 60
3 15 1.5 21 80
4 25 1 21 30
5 1 25 21 60
6 15 1.75 21 40

a: rendimiento aislado

Una vez analizadas las reacciones y asegurandose de la desaparicion de los
sustratos y la formacién del producto se procedié a la purificacion como ya ha sido
descrita. El producto resultante fue un liquido viscoso de color amarillo el cual fue
analizado por RMN-!H obteniéndose el espectro (b) y comparandose con el acetoacetato
de etilo (a) como se observa en la Figura 30.
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Figura 30. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del acetoacetato de etilo (a) y del
producto 6 (a) (DBA).

Como se observa en el espectro de RMN-'H (b) la sefial correspondiente al
metileno de la posicion tres ha desaparecido, esto se debe a la sustitucion de los
protones por dos bromos, aunado a esto se observa el desplazamiento de las sefiales
correspondientes a la posicién seis con una multiplicidad cuadruple a 4.33 ppm (q, 7.04
Hz), la posicién cuatro a 1.33 ppm (t, 7.22 Hz) correspondiente al metilo de la posicién
beta al oxigeno del éster, que de igual manera acopla con el metileno vecinal y por ultimo
una sefial simple a 2.57 ppm caracteristico de protones alfa a carbonilo, estos
desplazamientos varian en comparaciéon con las de las sefales del sustrato de partida
debido a la adicién de los bromos, confirmando asi la obtencién del producto esperado.
Por otra parte con el fin de confirmar la observado en RMN se realizé un analisis de
masas por la técnica de impacto electrénico dando como resultado mediante el espectro
una masa molecular de 285 uma la cual correspondiente a la unidad de masa molecular
del producto de sintesis DBA (Figura 31).

48



100+

s 0O O

108 )%O/\

Br Br
o] m/z 285

40+ 223

20 178

| M ’I.Iu ul | ||Ill“l|l“|’ Illlnll.sz‘JI... ] Illu.

m/z 60 S0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Figura 31. Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 6 (DBA).

Prosiguiendo con el esquema de reaccion se continud con la segunda etapa que
consistia en la obtencién del compuesto halogenado mediante la metodologia ya descrita
por Xiao et al. El crudo de reaccion fue analizado por RMN-!H (Figura 33) observandose
las sefiales de los sustratos, asi como sefiales diferentes, ante esto se prosiguié con la
purificaciéon del crudo de reaccibn como se menciona en la metodologia, las diferentes
fracciones observadas en la placa se analizaron por RMN-tH (Figura 34) etiquetadas de
1 al 4 de acuerdo a su polaridad, de esta manera y después de revisar los espectros, en
ninguno se observé una sefial que integrara para un metileno, el cual estaria unido al
bromo, el metileno tendria un desplazamiento entre 4 a 4.5 ppm, por lo cual se descart6d
la formacién del producto halogenado en la antraquinona (Figura 32).

~ ~N

(0] (0] (@] (@]
(0] (@]
OH Ph,P Br
+ 0 —
OH Br Br THE OH
o 25° C, 22’horas 0

Figura 32. Sintesis de derivado tedrico mediante el uso de la fuente halogenacion
obtenida.
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Figura 33. Espectro de RMN-'H (400 MHz, DMSO-d¢) del crudo de reaccion de la
halogenacion (7).

L3.0 12.0 110 10.0 9.0 8.0

Ante este resultado se pensé que el grupo hidroxilo de la posicion tres podria ser
un factor que impide llevar a cabo la halogenacion es por eso que se replanteé el
esquema de reaccion adicionando la reaccién de metilacion al grupo hidroxilo de la
posicion tres (Figura 35).

e

O O O
O‘O H Mel, Na,CO;4
—_—>
OH THF, 90°C
o) 120 h

Figura 35. Reaccion de metilacion del damnacantal.
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Figura 34. Espectros de RMN-'H (400 MHz, DMSO-dg) de las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna del crudo de la reaccion de halogenacion (7).
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Se llevo a cabo la metilacion del damnacantal partiendo con las condiciones
reportadas en la literatura y realizando pruebas variando las condiciones como se
observa en la tabla 7, esto con el fin de obtener el mayor rendimiento.>?

Tabla 7. Condiciones de reaccién para la sintesis del producto 8

Entrada Damnacantal Mel Na,CO; Tiempo (h) Rendimiento
(equiv) (equiv) (equiv)
1 1 10 1.25 16 10
2 1 59 19 22 30
3 1 59 19 48 50
4 1 59 19 72 60
5 1 59 19 120 90

Al finalizar las pruebas de reaccion y asegurar que los sustratos habian
desaparecido en su totalidad, como result6 en las condiciones de la entrada 5 se obtuvo
un polvo de color purpura el cual fue analizado por RMN-!H, obteniéndose el siguiente
espectro (Figura 35).

16

OH-3

1 8576

15

=S e e e e e e T . e

7’21 (ppm?'o
Figura 35. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl;) del producto 8 (3-
metoxidamnacantal) de la reaccién de metilacion.
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Mediante el espectro de RMN-'H se pudo determinar que la reaccion de
metilacion fue llevada a cabo con éxito, ya que se pudieron observar las diferencias
esperadas entre el sustrato y el producto, la mas notoria fue la desaparicion de la sefial
a 12.25 ppm correspondiente al proton quelatado del grupo hidroxilo de la posicion tres,
lo que a su vez, se transformd en una sefial simple a 4.06 ppm confirmando asi la
presencia de un segundo metoxilo. Las demas sefiales entre la zona de 7.5 - 11 ppm no
modificaron sus multiplicidades pero si su desplazamiento en pequefios valores de ppm.

17

WA AT tysigire b0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Figura 36. Espectro de RMN-*C (100 MHz, CDCl3) del producto 8 (3-
metoxidamnacantal) de la reaccion de metilacion.

El andlisis por RMN-*3C (Figura 36) mostré la presencia de 17 sefiales, una de ellas a
57.5 ppm siendo la resultante de la metilacion del carbono C-3, con un desplazamiento
caracteristico de carbono unido a heteroatomo, las sefales restantes muestras
variaciones minimas en su desplazamiento.

El espectro de masas en la modalidad impacto electrénico (Figura 37), evidenci6

un peso molecular de 296 uma correspondiente al producto 8, confirmando asi la
formacion del derivado.
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Figura 37. Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 8 (3-metoxidamnacantal) de la
reaccion de metilacion.
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Una vez confirmado el producto metilado se prosiguié con la reduccién del grupo
aldehido (Figura 37) llevando a cabo la metodologia para el producto 9, el sélido amarillo
obtenido al finalizar la purificacién fue analizado por RMN-H observandose el siguiente
espectro (Figura 38).

Figura 37. Reaccion de reduccién para la sintesis del producto 9.
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Figura 38. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCIl;) del producto 9 (8-
metoxidamnacantol) de la reaccién de reduccion.

Analizando el espectro se pudieron observar sefiales caracteristicas de los
protones aromaticos de la antraquinona entre 7.5y 8.5 ppm como ya se han descrito en
los anteriores espectros, el desplazamiento de estas sefiales varian en minimas
cantidades con respecto a las del sustrato de partida manteniéndose sus multiplicidades,
la sefial esperada para el producto se observdé como un simple a 4.81 ppm con un valor
de integral correspondiente a dos protones de un metileno, el segundo indicador de que
el producto fue obtenido se debié a la desaparicion de la sefial a 10.53 ppm que
correspondia al grupo aldehido del sustrato antes de ser reducido.

Por otro lado, en el espectro de RMN-C (Figura 39) se observaron las 17 sefiales
esperadas, en particular una sefal a 54 ppm que corresponde al desplazamiento de un
carbono unido a heteroatomo, correspondiente al metileno C-15 como resultado de la
reduccion del carbonilo que ya no es posible observar en el espectro, confirmando asi el
resultado de la obtencion del producto. Las demas sefales presentaron pequefas
variaciones en su desplazamiento.
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Figura 39. Espectro de RMN-C (100 MHz, CDCls) del producto 9 (8-

metoxidamnacantol) de la reaccién de reduccion.

El espectro de masas en la modalidad impacto electrénico (Figura 40), evidenci6

un peso molecular de 298 uma correspondiente al producto 9, confirmando asi la
formacion del derivado.
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Flgura 40 Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 9 (3- metOX|damnacantoI) de la
reaccion de reduccion.
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Por lo consiguiente una vez confirmado el producto de la metilacién y reduccion
se prosiguio con la reaccién de halogenacion (Figura 41) como ya se ha descrito en la
metodologia.

DBA
OH  pph,

DCE
rt, 5h

Figura 41. Reaccion de halogenacion del 3-metoxidamnacantol.

Mediante el crudo de reaccion se obtuvo un solido de color de amarillo como se
describe en la metodologia, este fue analizado por RMN-'H (Figura 42) las sefales
observadas correspondieron a los mismos desplazamientos que el sustrato, con la
diferencia de la presencia de sefales correspondientes a la trifenilfosfina, ante esto la
muestra se analizd por espectrometria de masas en modalidad de impacto electrénico
(Figura 43) esto evidencié que el peso molecular no correspondia a lo esperado para el
derivado bromado, por lo que se descart6 la formacion del mismo. Debido a esto se
penso6 que la fuente de halogenacion sintetizada no era eficaz para un sustrato de tipo
antraquinona.
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Figura 42. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCIs) del solido obtenido mediante el crudo
de reaccion de la halogenacién del 3-metoxidamnacantol.
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I;ilgura 43.?Espectro de masas (IE, 70 ev) del solido obtenido mediante el crudo de
reaccion de la halogenacién del 3-metoxidamnacantol.
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Ante lo ya mencionado y debido al nulo éxito de la reaccién de halogenacién con una
fuente alternativa de bromo, se prosiguié con adquirir el tribromuro de fosforo llevando a
cabo la metodologia descrita para la sintesis del producto 10, partiendo de la literatura
revisada se planteé la reaccion como se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Reaccion de halogenacién para la sintesis del producto 10.

A partir de ello se realizaron tres pruebas de reaccion modificando las
condiciones del tiempo con el fin de obtener un rendimiento mayor como se presenta en
la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de reaccién para la sintesis del producto 10

Entrada Producto 9 PBr; Tiempo (h) Rendimiento?
(equiv) (equiv) %
1 0.8 1 0.25 15
2 0.8 1 0.5 46
3 0.8 1 0.75 30

La purificacion del producto 11 fue llevada a cabo como describe en la
metodologia (A) obteniéndose unos cristales amarillos en forma de aguja, los cuales
fueron analizados por RMN-H (Figura 45).

17

15
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Figura 45. Espectro de RMN-H (400 MHz, CDCls) del producto 10 (2-bromometil-1,3-
dimetilantraquinona) de la reaccién de halogenacion.

59



El espectro se observan sefiales caracteristicas de protones aromaticos de la
antraquinona en la zona entre 7.5 y 85 ppm, de igual manera se observd el
desplazamiento del metileno a 4.70 ppm unido al bromo, por otra parte se siguieron
observando las sefales de los metoxilos con minimas variaciones en sus
desplazamientos a 4.10 y 4.09 ppm para las posiciones 16 y 17 respectivamente. El
espectro de carbono (Figura 46) revelo 17 sefiales, primeramente se observé una sefial
a 20 ppm que corresponde al carbono C-15 sobre el cual se llevo a cabo la halogenacién
confirmando asi la formacién de la union carbono- halégeno (bromo), por consiguiente
las 16 sefiales restantes modificaron su desplazamiendo en pequefios valores de
frecuencia.

15

20 200 19 180 170 160 150 140 130 1§of.1 %io ')160‘ % 8 70 60 50 40 30 20 10
ppm
Figura 46. Espectro de RMN-3C (100 MHz, CDCIls) del producto 10 (2-bromometil-1,3-

dimetilantraquinona) de la reaccion de halogenacion.

Ante un rendimiento total de reaccién del 18 % se propuso llegar al mismo
sustrato mediante una via alterna con el fin de obtener un mayor rendimiento. La via
propuesta involucraba la sintesis de la antraquinona, rubiadina (Figura 47) la cual se
consider6 como un buen sustrato para llevar a cabo la halogenacion con NBS segun lo
reportado Akhtar et al. La reaccion es bien conocida por proceder a través de un
mecanismo radicalario, con rendimientos altos, lo que ayudaria a mejorar el rendimiento
total del derivado deseado.*3 %
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Figura 47. Sintesis del producto 11 (rubiadina).

La sintesis y purificacion de la rubiadina se llevé a cabo como se menciona en la
metodologia y el producto fue analizado por RMN-H obteniéndose el siguiente espectro
(Figura 48).

35 830 825 820 815 810 805 800 795 790 78 (0]
f1 (ppm)

OH-1

7.0
f1 (ppm)
Figura 48. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CsD¢) del producto 11 (rubiadina).

Se pudo observar en el espectro del producto 11 las sefiales caracteristicas del
anillo A, una sefial simple a 7.36 ppm correspondiente al protén de la posicién cuatro,
seguida de una sefal multiple a 7.90 ppm atribuida a los protones de la posicion 7y 6 y
por ultimo un par de sefales a 8.21 (dd, 6.53, 2.27 Hz) y 8.29 (dd, 6.49, 2.13 Hz) ppm,
de igual manera se observé a frecuencias mas altas una sefial quelatada
correspondiente al protén del grupo hidroxilo de la posicién 1 a 13.22 ppm, por ultimo a
2.18 ppm se observo una sefial simple atribuida al metilo de la posicion dos.

Por otra parte el andlisis por RMN-3C (Figura 49) nos mostré la presencia de
15 sefales correspondientes a los carbonos de la molécula de la rubiadina, un sefal a 9
ppm correspondiente al metilo de la posicién C-2, por consiguiente se lograron observar
10 sefales correspondientes a carbonos aromaticos entre la zona de 105 a 135 ppm,
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por ultimo a frecuencias mayores se observaron cuatro sefiales, dos de ellas
correspondientes a los carbonos aromaticos C-1y C-3 unidos a un grupo hidroxilo a 163
y 164 ppm respectivamente, las sefiales restantes correspondieron a los carbonilos de
C-9 y C-10 con desplazamientos de 187 y 182 ppm respectivamente. Para finalizar se
llevd a cabo el andlisis del producto por espectrometria de masas (Figura 50).

o

— T T

210 990 170 150 130 110 % 80 70 60 50 40 30 20 10 ¢
f1 (ppm)
Figura 49. Espectro de RMN-*3C (100 MHz, C¢Ds) del producto 11 (rubiadina).

T

El espectro de masas en modalidad de impacto electronico evidencié un peso
molecular de 254 uma correspondientes al peso de la antraquinona sintetizada.
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Figura 50. Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 11 (rubiadina).

Una vez que se logré la sintesis de la rubiadina, se prosiguid siguiendo el
esquema de reaccién (Figura 51).

Mel
O‘O
OoH THF,90°C,

120 h.

Br
CU| KCO3

‘O
Bu4NI MeCN

40°C, 24 h

Figura 51. Reacciones para la sintesis de derivados antraquinénicos.

La reaccion de metilacion fue realizada siguiendo los pasos ya descritos
anteriormente en la metodologia para el producto 12, obteniéndose como resultado un
polvo de color amarillo cuyo espectro de RMN-H (Figura 52) present6 las sefiales
caracteristicas a un sistema antraquinénico en la zona entre 7.7 y 8.5 ppm
correspondientes a los protones cuatro, seis, siete, asi como cinco y ocho
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respectivamente en ese orden. La diferencia esperada entre el sustrato y el producto se
observé con la presencia de dos nuevas sefales simples a 3.89 y 4.06 ppm
correspondientes a los protones de carbonos de grupo metoxilo confirmando asi la

metilacién de los grupos hidroxilos de las posiciones tres y uno respectivamente.
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Figura 53. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCl;) del producto 12 (1,3-
dimetilrubiadina).

De igual manera se realizé el andlisis por RMN-13C (Figura 54) observandose 17
sefales correspondientes al producto de antraquinona como se ha presentado en los
derivados anteriores, las sefales caracteristicas del producto son dos nuevas sefales
que se observan a 56 y 61 ppm correspondientes a los carbonos de la metilacion C-17
y C-16.
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Figura 54. Espectro de RMN-*C (100 MHz, CDCl3) del producto 12 (1,3-

dimetilrubiadina).

El analisis por espectrometria de masas en la modalidad impacto electrénico
(Figura 55) corrobor6 el peso molecular de 282 uma el cual corresponde al peso de la
rubiadina metilada.
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Figura 55. Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 12 (1,3-dimetilrubiadina).
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Continuando con los pasos de reaccion se llevd a cabo la sintesis del
intermediario bromado con las condiciones reportada por Zhang et al. Como se presenta
en la Figura 56.%°

O >0 Br
—— (LI
CClI
0 ¢ 0
o |

Figura 56. Reaccion de halogenacion para la sintesis del producto 13 (2-bromometil-
1,3-dimetilantraquinona).

El crudo obtenido fue purificado segun lo descrito en la metodologia,
obteniéndose unos cristales amarillos en forma de aguja los cuales fueron analizados
por RMN-H (Figura 50) observandose sefiales aromaticas caracteristicas del padrén de
las antraquinonas en la zona entre 7.5 a 8.5 ppm, de igual manera se observo el cambio
esperado para el producto con la desaparicién de la sefial simple del metilo que se
encontraba a 2.24 ppm y ahora correspondia a un metileno con desplazamiento a 4.70
ppm caracteristico de protones de carbono unido bromo, se siguieron observando las
sefales de los metoxilos con minimas variaciones en sus desplazamientos a 4.10 y 4.09

ppm para las posiciones 16 y 17 respectivamente.
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Figura 57. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del producto 13 (2-bromometil-1,3-

dimetilantraquinona)
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Figura 58. Espectro de RMN-3C (100 MHz, CDCIls) del producto 13 (2-bromometil-1,3-

dimetilantraquinona)

Por su parte en el espectro de RMN-3C (Figura 58) se observé una sefial a 20
ppm correspondiente al desplazamiento de carbono unido a bromo, asi como las 16
sefiales restantes de la molécula de la antraquinona con pequefias variaciones en sus
desplazamientos.

Por otra parte el producto fue confirmado mediante el espectro de masas de

alta resolucién en modalidad de impacto electrénico, corroborando un peso molecular de
360 uma, correspondiente a una férmula molecular C17H13BrOa.
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Figura 59. Espectro de masas (IE, 70 ev) del producto 13 (2-bromometil-1,3-
dimetilantraquinona).

Una vez obtenido el derivado bromado se comparoé el rendimiento total de ambas
metodologias como se presenta en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de reaccién para la sintesis del producto 11.

Entrada Sintesis de Metilacion Reduccién Bromacion Rendimiento
rubiadina Rendimiento Rendimiento  Rendimiento total
rendimiento
1a 85 % 50% 46 % 19.5%
20 33% 60 % 80 % 15.8 %

a: Partiendo de damncantal. b: Pardiendo de resorcinol y anhidrido ftalico.

Como se presenta en la tabla la obtencion del derivado bromado a partir de
damnacantal resulté ser el de mejor rendimiento, por lo que se proseguiria con esa
metodologia para reuinir la cantidad necesaria y llevar a cabo el acoplamiento.

Como siguiente paso se llevo a cabo la reaccién de acoplamiento (Figura 59)
como esta descrita en la metodologia para la reaccion del derivado acetilénico se
realizaron pruebas en diferentes tiempos de reaccion llevando a cabo las reacciones
como se presenta en la tabla 10, las variaciones realizadas fueron con respecto al tiempo

esto se debi6 a que la metodologia que fue punto de partida realizaba reacciones de 24
hasta 96 horas.
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Figura 59.Reaccion de acoplamiento del derivado antraquinonico bromado catalizada
por cobre.

Tabla 10 Condiciones de reaccién para el acoplamiento del derivado antraquinonico.

Entrada # Cul K.COs BusNI TMSA Tiempo
equiv equiv equiv equiv equiv h
1 1 1 2 1 1.18 24
2 1 1 2 1 1.18 48
3 1 1 2 1 1.18 72
4 1 1 2 1 15 96

Las crudos de reaccion en los diferentes tiempos fueron analizados por RMN-1H
como se presenta en la Figura 60, se pudo observar que en los cuatro espectros
aparecen sefales del patrén del sustrato de la antraquinona, sin embargo, la sefiales
gue nos dan indicio de la formacién del producto son la del metileno unido a un carbono
sp entre 3y 4 ppm y una sefial simple entre 0 y 1 ppm correspondiente al TMSA, ante
ello se eligi6 el crudo de 48 horas el cual presento las sefiales mencionadas
anteriormente por lo cual fue sometido a purificacion por cromatografia en placa
preparativa, de la cual se obtuvieron tres fracciones, que fueron analizadas por RMN-!H
como se presenta en la Figura 61.
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Figura 60. Espectros de RMN-H (400 MHz, CDCls) del crudo de reaccién a intervalos
de tiempo de: ( a) 24 horas, b) 48 horas, c) 72 horas, d) 96 horas.)
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Figura 61. Espectros de RMN-'H (400 MHz, CDCls) de las fracciones obtenidas del
crudo de reaccion de 48 horas, a) Fraccién 1 b) fraccién 2, c) fraccion 3.
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Como se observa en los espectros de RMN-'H, las tres fracciones presenta las
sefales caracteristicas de la antraguinona entre 7.5 y 8.5 ppm correspondientes a los
protones arométicos, de igual manera se observan sefiales entre 4 y 4.5 ppm
pertenecientes a los protones de grupo metoxilo, y por ultimo solo en la fraccién tres se
logré observar una sefial que podria corresponder a los protones del trimetilacetileno y
una sefial simple probablemente resultante al metileno unido a carbono Sp.

Por consiguiente se purificé la fraccion tres por cromatografia en placa
preparativa obteniéndose dos fracciones las cuales fueron analizadas por RMN-H como
se muestra en la Figura 62
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Figura 62. Espectros de RMN-'H (400 MHz, CDCls) de la reacciéon de acoplamiento de
la fraccion tres de 48 horas, a) Fraccion 1 b) fraccion 2.
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Como se observa en los espectros anteriores solo una de las fracciones pudo dar
un indicio de la formacién del producto deseado, sin embargo, a través de la medicion
de integrales de las sefiales se descart6 que la fraccién dos correspondiera al derivado
acetilénico.

Ante ello se piensa que el derivado bromado se ve afectado por la baja reactividad
de las antraguinonas como ya lo hemos confirmado en las anteriores reacciones en los
que se han visto que los rendimiento y los tiempos de reaccion son mayores de los
esperados, por su parte las reacciones de acoplamiento catalizadas por un metal de
transicion requieren tiempos prolongados, una fusion de estos dos inconvenientes puede
ser la causa del fallido acoplamiento asi como la sensibilidad del catalizador ante
condiciones de humedad esto aunado a los tiempos prolongados de dichas reacciones.
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6. CONCLUSIONES

La raiz de la especie Morinda panamensis Seem es una fuente rica para la
obtencion de compuestos de naturaleza 9,10-antracenodionas, especialmente
antraguinonas de tipo rubia, esto se vio reflejado en las cantidades de las antraquinonas
aisladas, reforzando asi lo que se reporta en la literatura para las especies del género
Morinda y tomando en cuenta que se trabajaron con cuatro de las nueve fracciones
obtenidas de la columna primaria; ademas que mediante el analisis de cuantificacién por
RMN de los extractos organicos se confirmé lo mencionado anteriormente.

Es posible realizar modificaciones al anillo C de las antraquinonas de tipo rubia
aisladas y sintetizadas en las posiciones funcionalizadas, 1, 2 y 3, tales como
acetilaciones, metilaciones, reducciones, halogenaciones Yy esterificaciones por
mencionar algunas, partiendo de lo reportado en la literatura.

Como se presenta en el trabajo la replicacion de las metodologias de metilacién,
reduccion sintesis de la fuente de halogenacién fueron estandarizadas con condiciones
optimas de reaccion, esto fue demorado debido a la variacion de los equivalentes y
tiempos de reaccidn, siendo este Ultimo el que presentd mayor problema ante las
modificaciones realizadas sobre las antraquinonas, ya que sus tiempos de reaccion van
desde las 24 h hasta 120 h, proponiendo asi la baja reactividad de las antraquinonas y
el uso de excesos de equivalentes en reacciones de metilacién y halogenacion.

Se realizaron dos métodos para la obtencién final del derivado bromado, el
primero partiendo del damnacantal a través de tres pasos dando un rendimiento total del
18% y el segundo método mediante la sintesis de la rubiadina seguida de dos pasos
mas, dando como rendimiento total un 15 %. Con base a lo anterior se comprob6 que la
forma mas efectiva de obtener el derivado bromado es a partir del damnacantal presente
en la raiz de M. panamensis, evitando asi el gasto de reactivos y tiempo.

De acuerdo a los datos obtenidos en las modificaciones realizadas para la
obtencion del intermediario bromado, se logré evaluar la reactividad del damnacantal,
como fue el caso del uso de una fuente de halogenacion propuesta, el a,a-dibromo-3-
dicabonilo el cual no tuvo éxito para llevar a cabo la halogenacion, por lo que sugiere
gue ante este tipo de sustrato como las antraquinonas no puede ser aplicable esta fuente
alternativa de halogenacion.

Ante todo lo anterior el mayor motivo de la modificacion de las antraquinonas
es la obtencion de compuestos que tienen la funcion de ser bloques de construccion
para llegar a un intermediario final mediante una alquinilacion, que este a su vez pueda
dar lugar a una amplia gama de compuestos (heterociciclos) con interés biolégico.
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No es viable el acoplamiento cruzado utilizando un catalizador de Cul entre
etiniltrimetil silano y una antraquinona halogenada en la posicion dos, sin embargo, no
se descarta que con el uso de otros catalizadores.
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