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“La utopia estd en el horizonte. Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos.
Camino diez pasos, y el horizonte se desplaza diez pasos mds alld.

Por mucho que camine, nunca la alcanzaré.

Entonces, ¢ Para qué sirve la utopia?

Para eso: sirve para caminar.”

Eduardo Galeano.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

El ser humano siempre se cuestiond sobre la conformacién de la materia hasta
que Demdcrito propone su modelo atdomico, aproximadamente en el ano 400 antes
de Cristo.

Demdcrito, que era discipulo de Leucipo, enuncia que la materia se encuentra
formada por diminutas particulas, las cuales no pueden ser divididas Estas
particulas indivisibles se las llamé atomos (palabra griega que significa indivisible).




ACION,
o

%

sg@%r UNR ABREVIATURA Y SIMBOLOS EEI;;]
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A: Angstrom

AA Aminoacidos

Ac: Grupo acetilo

AcOEt: Acetato de etilo

ADMET Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad

AdoMet: S-adenosil-L-metionina

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFTS Acido farnesil tiosalicilato

Anh: Anhidro

ANMAT Agencia Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica

ARN Acido desoxirribonucleico

ASP Area superficial polar

ATP Adenosin Trifosfato

BB: Del inglés, Broad Band

BLAST Del inglés, Basic Local Alignment Search Tool

Bn: Bencilo

c: Cuadruplete

C: Carbono

CCD: Cromatografia en capa delgada

CDCl; Cloroformo deuterado

CG-MS Cromatografia gaseosa acoplada a masa

CYp Citocromo P450

d: Doblete

Da: Dalton

DBU: Diazabicicloundec-7-eno

DCM: Diclorometano

dd: Doble doblete

DEPT: Del inglés, Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

DFT Del Inglés, Teoria de densidad funcional

DMAPP Dimetilalil difosfato
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DMF: Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DPPA: Difenilfosforazidato

Ea* Energia de activacion en fase gas

EBI Del inglés, European Bioinformatics Institute

EE. UU.: Estados Unidos

EMBL Del inglés, Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
EMEA Del Inglés, Agencia de Medicina Europea

enO: Efecto Nuclear Overhauser

eq: Equivalentes

ETD Enfermedades tropicales desatendidas

FDA Del inglés, Food and Drug Administration

FOI Fenoles orto-isoprenilados

FPP Farnesil Pirofosfato

FT Farnesil transferasa

FTA Familia Tiosalicilato tio-Alquilados

FTI Inhibidores de la farnesil transferasa

FTT Familia Triazolil Tiosalicilatos

g: Gramos

Glu: Glutamato

GPP Geranil Pirofosfato

GGPP Geranil geranil pirofosfato

GGT1 Geranil geranil transferasa del tipo |

GGT2 Geranil geranil transferasa del tipo Il

hept: Heptuplete

HIV Virus de la inmunodeficiencia humana

HSQC cgitado:  Del inglés, Hetereonuclear Single Quantum Coherence Editaded
HTS Por las siglas en inglés de High Throughput Screening.
Hz: Hertz

IA Isoprenil azidas

IBE: Inhibidor de la biosintesis de ergosterol
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IBR Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario
[Csp: Concentracion inhibitoria del 50% de actividad

ICMT Isoprenilcistein carboximetil transferasa

IPP Isopentenil difosfato

IQUIR Instituto de Quimica de Rosario

IR: Infrarrojo

IRC Del inglés, coordenadas de reaccién intrinsecas

IT Isopreniltriazoles

IUPAC En inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry
J: Constante de acoplamiento escalar

k: Constante cinética

kCal Kilocalorias

KDa: Kilodalton

LDsq del inglés, dosis letal media

LogP Logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua

m: Multiplete

M: Molar

MeOD: Metanol deuterado

MeOH: Metanol

mg: Miligramo

mL: Mililitro

mmoles: Milimoles

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NCBI Del inglés, Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
NCS N-cloro succinimida

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizaciéon Panamericana de la Salud

PBI: Producto Bruto Interno

ppm: Partes por millon

q: Quinteto

QSAR Del inglés, Quantitative Structure Activity Relationship
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REP Proteinas Rab especificas

RMN de °C:  Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

RMN de 'H:  Resonancia Magnética Nuclear de Protones

s: Singlete

s: Segundos

SAM: Véase AdoMet

SAR En inglés, Structure Activity Relationship

SeAr: Sustitucion electrofilica aromatica

SOB Sintesis orientada a la biologia

SOD Sintesis orientada a la diversidad

t: Triplete

t1/2 Tiempo de vida medio

‘BUOH: Tert-Butanol

T-Coffee Del inglés, Tree-based Consistency Objective Function For alignment
Evaluation

TDR: Del inglés, Programa especial para la investigacién y el entrenamiento en

enfermedades tropicales desatendidas

THF: Tetrahidrofurano

T Tecnologia de la informatica
UMA Unidad de masa atémica

UsP Universidad de Sao Paulo

uv: Ultravioleta

ZPE Del inglés, Energia del punto cero
o: Desplazamiento Quimico

AG* Diferencia de energia libre de Gibbs en fase gas
ulL: Microlitro

uM: Micromolar

vmax: Frecuencia maxima (IR)

oC: Grados centigrados
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

NN F L . AWEE. Y D TETT . Ye

En la historia de la ciencia, la alquimia (del drabe ¢4 = & 1 [al-khimiya]) es una antigua
practica protocientifica y una disciplina filoséfica que combina elementos de la quimica,
la metalurgia, la fisica, la medicina, la astrologia, la semiédtica, el misticismo, el
espiritualismo y el arte. La alquimia fue practicada en Mesopotamia, el Antiguo Egipto,
! Persia, la India y China, en la Antigua Grecia y el Imperio romano, en el Imperio isldmico y

después en Europa hasta el siglo XVIIl, en una compleja red de escuelas y sistemas

filosoficos que abarca al menos 2 500 afios.
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1 INTRODUCCION

1.1 SOBRE LA EVOLUCION DE LA CIENCIA NATURAL Y LA GENESIS DE
NUEVAS DISCIPLINAS

asta los albores del siglo XVII sélo existia una Ciencia Natural. Con la adquisicion

de nuevos conocimientos, esta se dividié en diversas ramas, dando lugar a las

denominadas cuatro ciencias naturales clasicas: Quimica, Fisica, Biologia y
Geologia. La continua evolucién de los conocimientos provocé la génesis de nuevas
especialidades (Bioquimica, Biofisica, Geoquimica, Geofisica, Fisicoquimica, Paleontologia,
etc.) como hibridos de las anteriores. El desarrollo constante e intrinseco de la ciencia es la
fuerza vital que genera nuevas direcciones y focos de atencion para nuestras
investigaciones. En afos recientes la especializacién se ha ido acentuando llegando a lo que
se consideran las terceras y cuartas generaciones de las Ciencias Naturales.

Las investigaciones recientes en quimica organica, una de las principales ramas de la
quimica, abarcan un espectro increiblemente diverso de alta relevancia en el mundo actual
(Figura 1.1). La quimica orgénica posee areas de investigaciones dentro de la medicina,™* el
medio ambiente,™? la quimica biolégica,™* las ciencias de los materiales ¥ y la energia,

[1.5] entre otras.

Medicina

Quimica

Biologica Energia

Quimica
Organica

Productos
Naturales

Medio
Ambiente

Catalisis

Asimétrica

Figura 1.1. Multiples areas de investigacidn en quimica organica.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

Desde hace mads de 50 afios, los cientificos han utilizado los conceptos y técnicas de la
quimica para estudiar los sistemas vivos. Para poder medir la trascendencia de la conexion
entre el mundo quimico y el biolégico, basta como ejemplo mencionar que el éxito de la

[1.6]

secuenciacion del genoma humano'™ ™ se cimienta en el empleo de un secuenciador de ADN

desarrollado en 1986, basado en métodos de secuenciacion quimicos.!”

Prosiguiendo con la tesitura, las pequefias moléculas organicas son una poderosa
herramienta para estudios biolégicos y medicinales. Estas moléculas pueden actuar como
principios activos farmacoldgicos o como sondas para ayudar a elucidar la regulacion de los
procesos bioldgicos. Desde una visidon reduccionista, comprender estos procesos permite
entender el comportamiento de un sistema bioldgico.

El fin ultimo de responder las preguntas fundamentales del hombre sobre qué es y

como funciona la vida, ha hecho (y sigue haciendo en la actualidad) que gran parte de los

trabajos en quimica sean de naturaleza bioquimica.
1.2 LA QUiMICA MEDICINAL Y SU OBJETO DE ESTUDIO

Con profundas raices en la quimica y en frontera difusa con la farmacologia, se erige
la Quimica Medicinal. Segun una definicién de la IUPAC (1972) la quimica medicinal abarca:
“El descubrimiento, desarrollo, identificacién e interpretacion del modo de accién de
compuestos biolégicamente activos en general, al nivel molecular. El estudio, identificacién y
sintesis de los productos del metabolismo de las drogas y compuestos relacionados”.® La
guimica medicinal se nutre de diversas disciplinas y herramientas convergentes, por lo tanto
requiere esfuerzos mancomunados en un ambiente interdisciplinario para desarrollar sus
objetivos en forma sinérgica y cooperativa (Figura 1.2).

Etimolégicamente, la palabra farmaco proviene del griego “Phdrmakon” cuyo
significado es tan vasto que incluye a palabras como remedio, cura, droga o pintura. La
aplicacion de los farmacos es tan antigua como la humanidad. Esto se ilustra con las
evidencias de que los primeros indicios de su uso se remontan al periodo paleolitico, el mas

extenso del hombre.

Pagina 3
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Quimica Medicinal

Practicas
Industriales

7 N

Quimica
Sintética .,
Farmacologia
Productos —
Naturales ;
: Conoci-
Formacion miento
Quim. Med. Quim. Med
Biologia Quimica Estudios
estructural computacional Clinicos Gl

Figura 1.2. Desarrollo interdisciplinario de la quimica medicinal.

La naturaleza y en particular las plantas, han contribuido enormemente desde la
antigiiedad a la medicina. En China, el uso del alcaloide efedrina (principio activo aislado
originalmente de Ephedra distachya, conocida en extremo oriente como “Ma huang”) se
remonta al afio 3000 antes de Cristo. Paralelamente, en las civilizaciones de la Mesopotamia
se utilizaban hacia el afio 2600 a.C. unas 1000 sustancias derivadas de plantas. En el antiguo
Egipto se mencionan alrededor de 700 férmulas magistrales y remedios en el papiro de
Ebers, escrito en el afio 1500 a.C.!*! Espacial y temporalmente mas préximos, en las culturas
americanas precolombinas era muy extendido el uso de la quina, la corteza del arbol
Cinchona officinalis, que fue por siglos el mejor febrifugo, antiséptico y antimalarico.

La racionalizacion occidental del uso de medicamentos ocurrié en los imperios de
Grecia y Roma, entre los que se destacan los trabajos de Dioscérides y Galeno (considerado
el padre de la farmacologia). Estos conocimientos se preservaron y ampliaron por los arabes
en los siglos posteriores y han continuado, aun en la actualidad, jugando un importante
papel en la salud humana, sobre todo en el tratamiento del cancer.!*10

El inicio formal de la quimioterapia moderna se da por la enunciacién de la Teoria de
los receptores, formulada por el médico y bacteriélogo aleman Paul Ehrlich. El término “bala

magica” con el que se suele denominar a los agentes quimioterapéuticos se comienza a

acunar desde la sintesis del Salvarsan 606 en el aio 1901 para el tratamiento de la sifilis.

Pagina 4
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

En la década del '50 se introdujo en el mercado el fdrmaco Talidomina desarrollado
por la farmacéutica alemana Griinenthal GmbH, que actuaba como sedante y calmante de
nauseas durante los primeros meses de embarazo. Tuvo un gran éxito debido a su aparente
inocuidad. Sin embargo, en 1961 se comprobaron los efectos teratogénicos del farmaco,
siendo responsable de severas malformaciones irreversibles de miles de bebés que nacieron
durante esos afios. Investigaciones posteriores demostraron que los efectos teratogénicos se
debian al enantidmero S de la molécula, mientras que el efecto sedante al R. Desde ese
momento se modificaron todos los protocolos en el mundo para el desarrollo de nuevos
agentes quimioterapéuticos. A pesar que en los Ultimos afos se han realizado avances
considerables en las diferentes etapas del proceso, actualmente el descubrimiento de
nuevas drogas requiere un enorme esfuerzo en términos de investigacion, tiempo y costo,

particularmente en enfermedades que no poseen drogas, o que son ineficaces.
1.3 DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS.

1.3.1 FASE 0: ORIGEN DE LOS NUEVOS MEDICAMENTOS.

La busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos estd fundamentalmente
orientada a moléculas pequefias (con un tamafio menor a 500 Daltons), cuyas propiedades
les permiten interaccionar, modular y perturbar la funcién de determinados procesos
bioldgicos relacionados con la enfermedad que se esta tratando. La llegada de la robética, la
bioinformatica, la biotecnologia, el modelado molecular (quimica in silico), el cribado de alto
rendimiento (en inglés, High Throughput Screening o HTS), y los métodos de sintesis
modernos, fueron consideradas la panacea del descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos desde comienzo de este nuevo siglo.

Como se discutié en el apartado anterior, se requiere de un enorme esfuerzo en
tiempo y dinero para desarrollar nuevos farmacos. Para ilustrar la magnitud de un proyecto
farmacéutico, se deben investigar entre 5.000 y 10.000 compuestos diferentes, en un
proceso que puede durar entre 8 y 12 afos para que Unicamente un medicamento culmine
todo el proceso desde su descubrimiento hasta su utilizacién clinica. Monetariamente, la
inversién gira en torno a los 500 a 1.000 millones de ddlares por cada nueva entidad
molecular comercial (Figura 1.3). En afios recientes, la urgencia de encontrar farmacos utiles

para el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), el brote de
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influenza HIN1 o la epidemia de ébola del afo 2014, ha hecho que la FDA adoptara
modificaciones especiales en su reglamentacion que permitieron el rapido desarrollo e
introduccidn a la clinica de nuevos tratamientos luego de sélo unos pocos anos de desarrollo

e investigacion.

Figura 1.3. Desarrollo de un medicamento. Imagen adaptada de farmaindustria.es

La fase 0 del proceso involucra la obtencién de las nuevas entidades quimicas y la
busqueda de actividades bioldgicas novedosas. La primera parte, de caracter mayormente
quimico, se enfoca en el desarrollo de estructuras moleculares. El consenso cientifico actual

clasifica cinco fuentes primarias de origen de los nuevos compuestos (Tabla 1.1).

Tabla1.1. Clasificacidn de los farmacos de acuerdo a la fuente donde se originan.

Fuente Descripcion

Aproximadamente el 50% de las nuevas drogas derivan de
Extraccion y purificacionde un 154y ctos naturales o son productos naturales, de los cuales

principio activo presenteenun |3 itad corresponde a productos derivados de plantas
producto natural (Figura 1.4).

Existen dos metodologias de trabajo en la utilizacidon de este
disefio:
Modificacion quimica de una e La busqueda de la optimizacion de los parametros
molécula ya conocida farmacoldgicos y eficiencia de drogas conocidas.
e La busqueda de nuevos farmacos con nuevas
actividades, partiendo de drogas ya conocidas.
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Basado en el estudio de moléculas creada “al azar”. Utiliza
herramientas de la quimica combinatoria y de la sintesis
orientada a la diversidad.

Disefio racional de Utiliza la comprension del mecanismo patogénico de la
farmacos basados enla enfermedad a nivel molecular para generar nuevas
estructuras. Si bien es la fuente “ideal” de nuevos farmacos,
es de las menos eficientes debido al incompleto conocimiento

Sintesis quimica de una
nueva molécula

I”

relacion estructura—

actividad
de las bases moleculares de las enfermedades humanas.
Utilizacion de la Mediante técnicas de biologia molecular y de la genética se
Biotecnologia obtienen péptidos o mediante la sobreexpresion de farmacos.
en organismos unicelulares
Origen de Farmacos Nuevos
Producto Vacunas
Biologico 4%

Producto
Producto Natural

5%

sintético de novo
30%
Semisintético
(derivado de un Sintetice

producto (principio activo

natural} natural)
23% 24%

Figura 1.4. Origen de los farmacos nuevos, seglin su procedencia. Imagen adaptada de
FDA.gov

La evaluacién de nuevos farmacos en la industria farmacéutica se guia generalmente
en nuestro hemisferio por las normativas impuestas por la Food and Drug Administration
(FDA, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos de América. En Argentina el ente
responsable de aprobar y realizar la evaluacién de los nuevos agentes quimioterapéutico es
la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), bajo

la esfera del Ministerio de Salud.
1.3.2 FASES PRECLINICAS Y CLINICAS.

Caracterizada en forma completa todas las propiedades fisicoquimicas de las nuevas

moléculas, los candidatos que sorteen los filtros quimicos, prosiguen con los estudios
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preclinicos. En esta fase, de perfil meramente biomédico y farmacoldgico, se determinan las
actividades bioldgicas, la eficiencia y la seguridad del nuevo candidato. Dependiendo la
naturaleza del blanco farmacolégico, los ensayos se realizan a escala molecular (pruebas
directas en la diana molecular), celular (en el organismo patégeno o en cultivos celulares),
en organos aislados y finalmente en animales. Los resultados de los estudios deben generar
un perfil detallado de las propiedades farmacodindmicas y farmacocinéticas de los
candidatos, incluyendo su potencial toxicolégico (agudo, subagudo y crénico) a corto y largo
plazo, potencial teratogénico y carcinogénico, dosis letal minima y media (LDsg, por sus siglas
en inglés). Constituye el filtro bioldgico clave para aquellos compuestos que continurdn en
las fases clinicas del estudio de drogas.

La fase preclinica es una etapa critica en la evolucién de un candidato, sin embargo
posee una serie de limitaciones. En primera instancia se requiere un alto niumero de
animales para validar los resultados, por lo que comenzaron a sumar importancia los
estudios en cultivos celulares o tejidos, o el uso de nuevos modelos animales, como
Caenorhadbitis elegans. Luego, la diferencia genética y bioquimica entre los modelos
animales y el humano no permiten extrapolar en forma directa los resultados. Por ultimo, la
falta de deteccién de efectos adversos poco frecuentes también constituye una limitacion.

A pesar de la fuerte coordinacién interdisciplinaria, menos del 0,1 % de los
compuestos logran avanzar a la fase clinica necesaria para desarrollar un farmaco que sea
idoneo en términos de eficiencia y seguridad para el tratamiento de una enfermedad. En
estas condiciones se presenta un expediente con todos los ensayos preclinicos del farmaco a
los organismos regulatorios como la ANMAT en Argentina, la FDA en Estados Unidos o la
Agencia de Medicina Europea (EMEA, por sus siglas en inglés) en la Unidn Europea. Si resulta
aprobado se comienzan con los ensayos clinicos en humanos, a través de 4 fases de
investigacion. Todas las fases estan reguladas por los principios generales éticos enumerados
en el Cédigo de Nuremberg, la declaracidn de Helsinki y la Conferencia Internacional de
Armonizacién.!*!

1. Ensayo clinico en Fase I: Los estudios se realizan en un numero pequefio de
individuos sanos (en general menos de 100). Los objetivos de esta fase son establecer
la tolerabilidad y dosis clinicas seguras; valorar efectos daiiinos y realizar estudios

exhaustivos en farmacocinética, principalmente en la metabolizacidn y excrecién.

Pagina 8



Z)

SVERSD,

3le

&

I’

WO,

5 *
€
=
o

K

N

UNR

%

CAPITULO 1: INTRODUCCION

Esta prueba no es ciega, tanto los pacientes, como los médicos conocen el farmaco
administrando.

Ensayo clinico en Fase Il: Superada la primera fase, el fdrmaco serd indicado a
pacientes con la enfermedad que se quiere tratar. El nUmero en esta fase no suele
superar las 200 personas. Son estudios aleatorizados y tienen como objeto valorar la
eficiencia del candidato frente a la patologia. Los estudios se disefian con el método
de ciego, frente a un farmaco de referencia (control positivo).

Ensayo clinico en Fase Il (Ensayo Clinico Controlado): Los resultados de las dos
primeras fases resultan primordiales para continuar o discontinuar con el desarrollo
de un nuevo farmaco. Los estudios en esta etapa involucran a mas de 1000 personas,
con ensayos de doble ciego y cruzados que son estrictamente vigilados por clinicos.
Estos ensayos buscan verificar la eficacia del medicamento y determinar
manifestaciones de toxicidad previamente no detectadas. En esta fase se obtiene una
mejor perspectiva de la relacidn entre seguridad y eficacia, parametros que han de
cuantificarse en el contexto del desorden que se pretenda tratar. Superada en forma
positiva esta etapa, se presentan los resultados ante un ente regulatorio (por
ejemplo, la FDA) y se debe realizar una solicitud de aprobaciéon para el nuevo
farmaco; el ente estudia y analiza toda la documentacion presentada y si lo considera
pertinente, autoriza la comercializacién del nuevo farmaco.

Ensayo clinico en Fase IV: En esta ultima fase, se realizan los estudios de
farmacovigilancia. Esto consiste en el seguimiento del farmaco después de que ha
sido comercializado. Como objetivos bases, se busca detectar toxicidades que no han
sido reportadas, asi como de la evaluacion de la eficacia a largo plazo. Dada la
duraciéon y cantidad de individuos estudiados, en esta fase pueden aparecer

reacciones adversas raras.
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Figura 1.5. Fases en el desarrollo de nuevos farmacos.
1.3.3 INDUSTRIA FARMACEUTICA: UNA MIRADA SINTETICA GLOBAL Y REGIONAL.

Se calcula que a nivel mundial el sector farmacéutico puede tener un valor comercial
superior a los 700.000 millones de délares, siendo la tercera industria legal que genera mas
ingreso en el mundo (luego del petréleo y los bancos).[“z] La tendencia global muestra que
los laboratorios de investigacién y la industria farmacéutica suelen agruparse
geograficamente préoximas, en lo que se conocen como clusteres de ciencias de la vida
(Figura 1.6).

Estos mercados estan evolucionando continuamente, por lo que el éxito futuro de
esta industria no se define por una uUnica estrategia. En lugar de ello, las compafiias tendran
que acercarse a cada lugar de manera diferente, lo que representa una oportunidad Unica de
cada regién en la formacién de los recursos humanos, la infraestructura académica, la
dinamica de la comunidad de negocios, la capacidad de invertir y por ultimo, las aspiraciones
de cada comunidad en el sector de las ciencias de la vida. Este dinamismo es una
oportunidad sin paragdn para nuestro pais, por lo tanto debe ser prioritario crear politicas
de estado y condiciones juridico-comerciales para albergar en nuestro pais cluster de

ciencias de la vida.
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Inversion en la industria farmacéutica 2003-2011
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Figura 1.6. Agrupaciones mundiales de Ciencias de la Vida. Imagen adaptada del sitio Site
Selection Magazine.

Argentina tiene una sélida formacién de recursos humanos en disciplinas de ciencias
de la vida y un potencial enorme para albergar la industria farmacéutica. Sin embargo, el
abordaje de un proyecto de quimica medicinal orientado al desarrollo de farmacos en el
ambito cientifico académico en Argentina no es una tarea sencilla. La infraestructura de los
laboratorios de quimica organica y farmacéutica cuenta en general con equipamiento basico
para quimica batch, y no se han adaptado plenamente a los cambios que se han introducido
en la disciplina lo largo de las ultimas décadas. Si bien es de resaltar que en esta ultima
década se hicieron grandes avances en los organismos gubernamentales de investigacién en
ciencia y tecnologia, aun se requieren mas y mejores politicas a mediano y largo plazo para

fortalecer el sector de la quimica medicinal, con el propdsito de posicionarse como un
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referente en la region y el mundo. En la Figura 1.7 se ilustra el origen de articulos cientificos
sobre quimica medicinal en revistas internacionales con referato en todo el mundo. En esa
imagen se observa la correlacién directa entre el desarrollo cientifico de cada regién vy el

desarrollo en el sector farmacéutico.

HH
i

Figura 1.7. Origenes de las publicaciones en quimica medicinal en revistas cientificas
internacionales indexadas. En escala de rojo a verde la relacién entre la cantidad de
publicaciones por inversidn monetaria.

1.4 LA QUIMICA MEDICINAL COMO HERRAMIENTA ESTRATEGICA EN LAS
FASES TEMPRANAS DEL DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS.

La quimica medicinal juego un rol protagdnico en la conduccién de un proyecto de
busqueda de nuevos farmacos, basado en todo el conocimiento y experticia de la quimica
organica moderna, la biologia de las enfermedades, los cribados farmacoldgicos in vitro e in
vivo y la farmacocinética. El summum que persigue es el incremento de la eficiencia de los
tratamientos, al mismo tiempo que se minimicen los efectos colaterales.
Complementariamente, los conocimientos del ADMET (abreviatura de Absorcion,
Distribucidon, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad), los mecanismos de regulacién de
medicamentos similares, la busqueda en literatura cientifica y los avances tecnolégicos,
contribuyen a la formacién integral de un equipo de quimicos medicinales.

Actualmente esta disciplina dispone de un arsenal de herramientas quimicas y
bioldgicas para afrontar la etapa 0 de busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos

(Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Herramientas de la quimica medicinal.

HERRAMIENTAS DE LA QUIMICA MEDICINAL

Provenientes de la Tecnologia de
la Informatica y de la Robética

Provenientes de la Quimica

Provenientes de los
Productos Naturales
Provenientes de las
Espectroscopias y las
Espectrometrias
Provenientes de la
Microscopias

Provenientes de la Biologia

Modelado Molecular

Cribado virtual y acoplamiento molecular
Busqueda de dianas moleculares por fuerzas de
enlaces

Relacién Cuantitativa Estructura — Actividad (QSAR,
por sus siglas en inglés)

Bioinformatica

Quimioinformatica

Disefio de droga basados en la estructura

Cribado de alto rendimiento (High Throughput
Screening, HTS)

Libreria de disefio combinatorial

Disefio de analogos

Disefio racional de drogas

Bibliotecas enfocadas

Sintesis Orientada a la Diversidad

Uso de productos naturales para drogas lideres

Cristalografia de Rayos X
Resonancia Magnética Nuclear
Espectrometria de Masa

Criomicroscopia electrénica de macromoléculas
bioldgicas

Peptidomiméticos

Biotecnologia

Estudio de bases estructurales de toxicidad

1.4.1 HERRAMIENTAS PROVENIENTES DE LA TECNOLOGIA DE LA INFORMATICA

(D)

Cribado Virtual

Estructura relacion-

Modelado Molecular

Tecnologia de la

Informatica

Quimioinformatica/

actividad cuantitativa Bioinformatica

Figura 1.8. Herramientas derivadas de la Tl.
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Los avances en el campo de la tecnologia de la informatica y de la informacion, quiza
mas que cualquier otro factor, han cambiado extraordinariamente la manera de trabajar de
las personas y en particular, de la ciencia. La aparicion de la computadora (1941) y de
internet (1969) han ampliado sustancialmente el acceso a la informacién, permitiendo el
transporte de un enorme nimero de datos a cualquier parte del mundo en corto tiempo. En
los dltimos 30 afios se produjo una revolucidn vertiginosa en la TI, aumentando
exponencialmente el poder de cdlculo de las computadoras, con la concomitante reduccién
en el tiempo de trabajo. Bajo estos axiomas, se generaron poderosas herramientas que se
utilizan en la quimica medicinal.

El modelado molecular es un término general que engloba métodos tedricos vy
técnicas computacionales para modelar, imitar y predecir el comportamiento de moléculas.
Esta técnica tiene amplio uso en el desarrollo de farmacos, asi como plegamiento proteico,
catdlisis de enzimas, estabilidad de proteinas, cambios conformacionales asociados con la
funcién biomolecular y reconocimiento molecular de proteinas, ADN y complejos de

membranas. Esta metodologia fue clave, por ejemplo, en el disefio y sintesis de inhibidores

[1.13] [1.14] [1.15]

de la uroquinasa, metaloproteasas de matriz o de esterasa de colesterol.

Otra metodologia in silico es el cribado virtual (en inglés, Virtual Screening), que
permiten explorar en forma simultdnea un enorme numero de colecciones de pequefias
moléculas (en el orden de 10° moléculas) con el objeto de identificar estructuras que se
unan fuertemente a blancos moleculares como enzimas, proteinas, ARN o ADN. Esta
herramienta posibilita, en forma tedrica, realizar un gran ahorro en términos de tiempo vy

[118) | cribado virtual en si mismo estd

dinero al momento de disefar inhibidores.
conformado por varias herramientas, entre ellas la que mas se destaca es el acoplamiento
molecular (en inglés, Docking).

La relacién cuantitativa estructura-actividad (en inglés, Quantitative structure-activity
relationship o QSAR), es el proceso por el cual la estructura quimica se correlaciona
cuantitativamente con un proceso bien definido, como la actividad bioldgica (unién de un
farmaco con un receptor) o la reactividad quimica (afinidad de una sustancia por otra para
gue produzcan una reaccién). El enfoque basado en la clasificacién por QSAR es una de las

herramientas quimiométricas mas importante en el proceso de descubrimiento de farmacos

para la categorizacién de los inhibidores de una proteina diana en mas activos y menos

Pagina 14



<o,
SN

8 3| UNR ) ,
%r , U CAPITULO 1;: INTRODUCCION

K

3§

2
%

=,

%

activos. Se han reportado numerosas estrategias de disefios de farmacos empleando este
enfoque, se puede citar por ejemplo el primer reporte de doble calificacion de inhibidores de

la anhidrasa carbdnica de Plasmodium falciparum usando QSAR como método de

modelizacion™” o los estudios de 3D-QSAR de derivados del resveratrol con potentes
actividades inhibitorias del virus HIN1, productor de la gripe aviar.™*®
3000
e Cribado Virtual s Acoplamiento Molecular Modelado Molecular == QSAR

2500

2000

1500

1000

500

N ———

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figura 1.9. Numero de publicaciones por afio en revistas cientificas internacionales de
compuestos disefiados por Tl. Datos obtenidos de Scopus.

Segun la definicion del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica *** (NCBI
por sus siglas en inglés, 2001) la bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual
confluyen varias disciplinas tales como: biologia, computacién y tecnologia de la
informacién. El fin dltimo de este campo es facilitar el descubrimiento de nuevas ideas
bioldgicas asi como crear perspectivas globales a partir de las cuales se puedan discernir
principios unificadores en biologia. Al comienzo de la "revoluciéon genédmica", el concepto de
bioinformatica se referia sélo a la creaciéon y mantenimiento de base de datos donde se
almacena informacién bioldgica, tales como secuencias de nucledtidos y aminoacidos. El
desarrollo de este tipo de base de datos no solamente significaba el disefio de la misma sino
gue requeria ademdas de la implementaciéon de interfaces complejas donde los
investigadores pudieran acceder los datos existentes, incorporarlos o revisarlos.!*?%

Por ultimo, la quimioinformatica, término acufiado por F. K. Brown en el afio 1998, es

la mezcla de aquellos recursos informaticos para transformar datos en informacién e

informacién en conocimiento, con el propdsito hacer mas rapidas mejores decisiones en el
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ambito de la identificaciéon de los farmacos cabeza de serie (o de molécula inicial) y la

optimizacion de farmacos.*?!

El uso individual o colectivo de estas herramientas permitié validar un gran nidmero

de farmacos disponibles en el mercado contra diversas afecciones humanas. (Figura 1.10).

Cl
N
N-N NH2 HCI
N_ N
Norfloxacina losartan Clorhidrato de dorzolamida
Antibacteriano Hipertension Glaucoma
(QSAR) (QSAR y Modelado (Disefio basado en estructura y
Molecular) calculos ab initio)

H
o H (r o
p N I\/N N,/, :
Y

HO PN
o)

Nelfinavir Zolmitriptan Indinavir
SIDA Migrafia SIDA
(Diseno basado en (Modelado Molecular) (Diseno basado en

la estructura) la estructura)

Figura 1.10. Medicamentos con origen en la Tecnologia de la Informatica.

1.4.2 HERRAMIENTAS PROVENIENTES DE LA QUIMICA

Bibliotecas

Combinatorial
enfocadas

Sintesis orientada
a la diversidad

Disefio racional

Figura 1.11. Herramientas derivadas de la quimica sintética
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Los enormes avances en el campo de la biologia molecular y la automatizacién de los
ensayos para la deteccién de compuestos con propiedades terapéuticas (Cribado de alta
resolucién o High Throughput Screening) a mediados de 1980 tuvieron como consecuencia
un aumento en la demanda de la industria farmacéutica de nuevos compuestos. En ese
contexto fértil, surgid la quimica combinatoria, que puede definirse como un conjunto de
metodologias dirigidas a la obtencién del mayor nimero de compuestos posibles a partir del

(1221 | os métodos combinatorios se consideraron una

minimo numero de reacciones.
panacea, ya que permitian la obtencién rapida de una gran cantidad de compuestos entre
los que pueden encontrarse nuevos lideres. En un primer momento el enfoque resultaba
muy atractivo, por las ventajas en sencillez, economia y eficacia. Estas ventajas, junto con los
avances en robética han permitido a las companias producir en forma rutinaria mas del
100.000 nuevos compuestos por afio. Sin embargo, hasta el momento la FDA ha autorizado
para uso clinico un solo farmaco sintetizado de novo por esta metodologia, el Sorafenib®
(Figura 1.12). Probablemente esta baja tasa de éxito se deba, en cierta medida, a las técnicas
utilizadas en este enfoque como la deconvolucion de mezclas complejas o los efectos
sinérgicos o antagonistas de mezclas. El paso ldgico superador fue la sintesis en paralelo, que
tenia la ventaja de generar colecciones de compuestos sintetizados en forma individual, lo
gue permitia obtener la actividad en forma especifica para la molécula que se estaba
preparando.“'B] Sin embargo el principal déficit de estas metodologias radica en la poca

diversidad molecular de los compuestos preparados, concepto clave para la busqueda de

nuevos farmacos.

o]
@] Cl
SN N 0
HoN Z NJ\N F
F
H H £
Sorafenib
Antineoplasico
(Quimica combinatoria)
Figura 1.12. Estructura del Sorafenib.

Stuart Schreiber de la Universidad de Harvard, concibe en el afio 2000 la sintesis

orientada a la diversidad (SOD).[1'24] La vision de esta metodologia esta inspirada en la

Pagina 17



<o,
SN

8 3| UNR ) ,
%r , U CAPITULO 1;: INTRODUCCION

%

K

3§

2
%

=,

variabilidad estructural de la naturaleza. Su objetivo es procurar generar bibliotecas de
compuestos estructuralmente diversos y complejos, en un intento de abarcar un mayor
sector del universo quimico total, sin la necesidad de sintetizar un enorme numero de

compuestos.

Desde su aparicion, en el ultimo decenio se ha observado un aumento en el nimero
de publicaciones en la busqueda de nuevos compuestos utilizando SOD, frente a las

publicaciones en quimica combinatoria (Figura 1.13).
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Afo 2003
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Ao 2005
Ao 2006
Afo 2007
Afo 2008
Ao 2009
Afo 2010
Ao 2011
Afo 2012
Afo 2013

Afio 2014 [est.)

Figura 1.13. Publicaciones en el campo de quimica combinatoria y sintesis
orientada a la diversidad en el desarrollo de compuestos con actividades bioldgicas
contra diversas enfermedades. Datos obtenidos de PubMed.

Por otro lado, las estrategias basadas en quimiotecas enfocadas o en el disefio
racional de inhibidores, requieren un proceso de identificacion de los ligandos o inhibidores
del blanco deseado. También son necesarios el analisis estructural y fisicoquimico en
conjunto con una exhaustiva exploracidn bibliografica. El disefio de las colecciones recurre a
un arsenal de estrategias para satisfacer los requisitos. Por ejemplo la sustitucién
bioisostérica™*! para reemplazar un ligando péptido conocido por un pequefio arreglo
mimético no peptidico. De la misma manera el uso de estructuras "privilegiadas" como
blogues de construccidon es sumamente ventajoso en la sintesis de entidades moleculares
con posibles principios bioactivos, sobre todo en los casos en que no exista informacion
sobre moléculas pequefias que actiuen como ligandos para el blanco, o en donde no se

disponga de suficiente pesquisa estructural. Evans y colaboradores definen en 1988 a las
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estructuras privilegiadas como: “Estructuras quimicas presentes en ligandos biolégicamente
activos y que determinan la especificidad de la molécula hacia un blanco”.* Estas
estructuras son fuente de inspiracién para la buldsqueda de nuevos agentes
quimioterapéuticos y se convirtieron en una importante guia de la quimica medicinal.?"%]
1.4.3 HERRAMIENTAS PROVENIENTES DE LOS PRODUCTOS NATURALES
Como se enuncié anteriormente, hasta hoy la naturaleza ha sido la principal fuente

de nuevos compuestos estructuralmente diversos. Existen datos que corroboran la
importancia de los productos naturales en el desarrollo de nuevos farmacos, segun la FDA

mas del 50% de los medicamentos incorporados con éxito en el mercado entre 1981 y 2010

forman parte de esta familia de productos.[l""o] Este hecho no es Illamativo, si se tiene en
cuenta que los productos naturales se encuentran biolégicamente validados ya que han

evolucionado junto a los seres vivos para unirse a las proteinas implicadas en los procesos

biolégicos. Hoy se conocen 200.000 productos naturales y en afios venideros, gracias a los

avances en metodologias de aislamiento y elucidacion estructural de los productos, este

numero se multiplicara.
interés biolégicos se realizaron en animales y plantas. Se conocen mas 400.000 especies de

Desde una perspectiva historica, las primeras exploraciones de compuestos de

plantas superiores distintas, sin embargo, solo se han estudiado entre el 5-15 % con la meta
de encontrar productos naturales bioactivos. El 60% de la biodiversidad de plantas se
encuentran en América Latina, posicionando a nuestra regién como un area privilegiada para

la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos provenientes o derivados de la bidsfera.
Con el correr de los afos, los grupos de investigacion en productos naturales se

movilizaron a compuestos de origen microbiano y en el presente el gran esfuerzo se dirige a

productos naturales de origen marino, en parte motorizado por la diversidad y la riqueza

bioldgica de los ecosistemas marinos. Es de suponer entonces que los productos naturales

marinos son una notable fuente de descubrimientos de nuevos farmacos.
El principal inconveniente de los productos naturales es la baja cantidad en la que

muchos de ellos son aislados. En ese contexto, las herramientas biotecnoldgicas permiten
mediante la manipulacion genética de rutas metabdlicas modificar los rendimientos en la

obtencidon de productos naturales de interés. En la Figura 1.14 se muestran algunos

productos de origen natural que estan en el mercado.

Pagina 19




%

ERS(
s *

1 %
o . b
CAPITULO 1: INTRODUCCION EEZ]

_i

OH

Trabectedina Pristamicina Artemisinina
Anticancerigeno Antibacteriano Antimalarico
Aislado de Ecteinascidia turbinata  Aislado de Streptomyces pristina spiralis  Aislado de Artemisia annua
Origen Marino Origen Bacteriano Origen en plantas
Figura 1.14. Estructuras bioactivas provenientes de la naturaleza.

1.4.4 HERRAMIENTAS PROVENIENTES DE LA BIOLOGIA

Los agentes quimioterapéuticos procedentes de la biotecnologia y de la ingenieria
genética se denominan biofdrmacos. Desde el surgimiento de esta poderosa herramienta,
cada afio se registran nuevas entidades biomoleculares con interesantes actividades
biolégicas. Entre sus bases y ventajas se pueden enumerar la produccién de moléculas
complejas que son muy dificiles de conseguir mediante sintesis quimica convencional; la
vectorizacién de fadrmacos, la terapia génica o la creacidon de nuevos farmacos mediante la
tecnologia de recombinacién genética.

Desde 1980 aparecen nuevas formas de farmacos, entre ellos anticuerpos
monoclonales, proteinas reguladoras, ARN de interferencia, hormonas, citoquinas o factores
de crecimientos. Los biofarmacos suelen tener menos problemas de toxicidad comparados
con los farmacos de origen quimico.

Herbert Waldmann del Instituto Max Planck-Gesellschaft, sienta en el afio 2002 las
bases de lo que se conoceria 4 afios mas tarde como sintesis orientada a la biologia (SOB en
espafiol o BIOS en inglés).[1'31’ 1321 argumento de esta estrategia estd fundamentado en Ila
vision reduccionista de los sistemas vivos a meras interacciones fisicoquimicas entre diversas
entidades. El corazén de la quimica bioldgica es comprender como unas pequefias moléculas
moduladoras son capaces de interactuar con proteinas y perturbarlas. Particularmente SOB
se basa en el analisis estructural de la proteina diana y los compuestos que interaccionan
con ella, asi como de la combinacidon de los dominios conservados de las estructuras con

todas las posibles combinaciones de los dominios variables.!*3% 134
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1.4.5 HERRAMIENTA PROVENIENTE DE LA ROBOTICA, LA QUIMICA Y LA
BIOLOGIA

El cribado de alto rendimiento (HTS) es un método poderoso en la experimentacién
cientifica, especialmente utilizado en el descubrimiento de farmacos y relevante para los
campos de la biologia y la quimica. EI HTS combina el uso de la robética junto con el
procesamiento de datos y software de control, los dispositivos de manejo de liquidos y los
detectores sensibles. Entre sus caracteristicas mas sobresalientes se encuentra la rapidez de
los analisis (en experimentos de cribado ultrarrapido se han podido testear mas de 100.000
en un solo dia) y el bajo costo. Los resultados de estos experimentos proporcionan puntos
de partida para el disefio de farmacos y para la comprensién de la interaccién o el rol de un
proceso bioquimico particular Sin embargo, como contrapartida entre sus desventajas se
pueden nombrar la necesidad de adquirir o contar con grandes colecciones de compuestos y
la baja tasa de éxito de entidades bioldgicas promisorias. En la Figura 1.15 se pueden

observar algunos ejemplos de medicamentos comerciales que tuvieron origen en HTS. 11331

R F

07 “NH o) O o}
N.
NN OH
| H
N= OH
N
N7y
/\QN

Maraviroc Eltrombopag
Antagonista del receptor de quimioquina (HIV) Agonista del receptor de trombopoyetina
>500.000 compuestos analizados >260.000 compuestos analizados
Figura 1.15. Entidades moleculares obtenidas por cribado de alto rendimiento.

1.5 METABOLOMICA Y LA EXPLORACION DEL ESPACIO QUIMICO COMO
RESPUESTA A LA NECESIDAD DE GENERAR NUEVOS COMPUESTOS.

;. , . ~ . ~ 1.
La metaboldmica es un término acufiado por Oliver y otros en el afio 19981%¢! en

consonancia con los términos gendmica, protedmica y transcriptdmica. Como sus

predecesores, se trata también de un sistema dindamico que cambia con el tiempo. La
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metaboldmica es el estudio y comparacién de los metabolomas, es decir, la coleccidon de
todos los metabolitos (moléculas de bajo peso molecular) presentes en una célula, tejido u
organismo en un momento dado. Estos metabolitos incluyen a intermediarios del
metabolismo, hormonas y otras moléculas de sefalizacién y a los metabolitos secundarios.
En 2007, mediante el esfuerzo de la comunidad cientifica se logré completar el primer
borrador del metaboloma humano.**” Este trabajo permitié catalogar y caracterizar a unos
2.500 metabolitos, unas 1.200 drogas y unos 3.500 componentes alimenticios que pueden
encontrarse en el cuerpo humano. El metaboloma es muy dindmico, cambia ante la menor
sefial fisica o quimica y debido a que son muchos los tipos de metabolitos que puede haber
en una célula, también son varios los métodos que se emplean en su andlisis.

Por otro lado, la secuencia del genoma humano ha sido practicamente resuelta,™™*®
adelanto que ha permitido establecer que sélo 10% de los genes que lo constituyen
codifican para proteinas que pueden unirse a farmacos. De las aproximadamente 25.000
proteinas sélo se han encontrado compuestos para modular a 1.000. Se estima que el
numero total de moléculas pequefias formadas por carbono podria superar las 10%. Puesto
en contexto, si el metaboloma humano tuviera el tamafio del planeta Tierra, el espacio
quimico total ocuparia todo el universo conocido. La pregunta que surge inmediatamente
entonces es ¢ COmo se resuelve esta necesidad de encontrar nuevos compuestos?

Como se menciond con anterioridad, el surgimiento de la quimica combinatoria tuvo
inicialmente como propdsito generar cantidades numerosas de compuestos como mezclas
gue luego de ser ensayados, mediante deconvolucién, permitian encontrar la estructura
activa. Esta aproximacion si bien resulté muy atractiva, pronto se enfrentd a los problemas
asociados con el estudio de mezclas complejas, donde efectos sinérgicos y antagonicos
complicaban la identificacién del componente activo en la mezcla. El paso siguiente fue la
sintesis en paralelo, que tenia la ventaja de generar colecciones de compuestos sintetizados
en forma individual.™**! Mas alla de las mejoras introducidas a esta aproximacién, habia un
factor que no habia sido tenido en cuenta y que recientemente ha sido considerado clave en
la buisqueda de compuestos activos: La diversidad estructural de los productos preparados.
La generacion de bibliotecas de compuestos puede entonces dividirse en dos grandes
grupos. Por un lado, la preparacidon de compuestos con estructuras similares, que es util en

la busqueda de inhibidores de blancos de estructura conocida. Por otro, en los casos en que
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el blanco es desconocido, es necesario explorar el espacio quimico en toda su extensién de

manera de aumentar las chances de encontrar compuestos activos (Figura 11.6).

Sintesis enfocada en el blanco Sintesis Orientada a la Diversidad

Figura 1.16. La sintesis orientada a la diversidad permite explorar el espacio
quimico, mientras que la sintesis enfocada explora los requerimientos estéricos y
electrénicos de un blanco en particular

En tiempos recientes la sintesis orgdnica ha hecho un giro hacia el descubrimiento de
metodologias que permitan la generacién de colecciones de compuestos con estructuras
diversas en la menor cantidad de operaciones.

Puesto en ese contexto, entonces es necesario enfocarse en el uso de alguna
estructura promisoria, que nos permitan generar herramientas utiles para ser aplicadas a
resolver problematicas de la quimica medicinal y de otras disciplinas. Esa estructura “ideal”
debe cumplir varios requisitos:

~~L Ser un metabolito natural que participe en diversas vias metabdlicas.

L Estar presente en la naturaleza en cantidades considerables y en un nimero

grande de organismos filogenéticamente distintos.

- Presentar variabilidad estructural y grupos funcionales adecuados capaces de

ser funcionalizados con el uso de herramientas sintéticas.

=L Costo comercial y abundancia razonables.

1.6 EL MUNDO DE LOS TERPENOS

1.6.1 DEFINICION Y ABUNDANCIA NATURAL

Dentro del universo de moléculas organicas pequefias con estructuras atractivas para
generar diversidad molecular encontramos a la familia de los terpenos. Los terpenos o
isoprenoides son una vasta y diversa clase de compuestos organicos derivados del isopreno

(o 2-metil-1,3-butadieno, Figura 1.17), un hidrocarburo de cinco atomos de carbono. Los
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primeros miembros de esta superfamilia de compuestos fueron obtenidos por destilacién de
la resina de coniferas (principalmente de los pinos), cominmente conocida como aguarrds o
trementina en espaiiol, “turpentine” en inglés y “terpentin” en aleman.

Segun su naturaleza quimica, se los suelen agrupar dentro de los lipidos, en tanto si
son modificados quimicamente, pasan a denominarse terpenoides. La enorme diversidad de
estos compuestos son producidos por la reorganizacién de su esqueleto, la oxidacién, la
polimerizacién enzimatica de unidades de isoprenos ensambladas cabeza-cola, cabeza-

cabeza o cabeza-medio, o la ciclacién total o parcial de las estructuras terpénicas.

PN

2-metil-1,3-butadieno

Figura 1.17. Estructura molecular del 2-metil-1,3-butadieno.

En la naturaleza, los terpenos constituyen una familia universal de compuestos. Esto
se debe a que los derivados de isoprenos estan presentes en Eukarya, Bacteria y Archea, e
incluyen a moléculas tan diversas como esteroides, carotenoides o retinoides.

A fin de ejemplificar la importancia de estas estructuras, cabe mencionar que en las
plantas existen aproximadamente 200.000 metabolitos'*>% de los cuales cerca de 50.000 son
miembros de la familia de los isoprenoides, constituyendo la familia mas importante vy

(L4991 En estos organismos los terpenoides cumplen diversas

numerosa de metabolitos.
funciones primarias; por ejemplo pigmentos como los carotenoides y la clorofila o las
hormonas gliberinas y acido abcicico. Entre otras funciones, los terpenoides cumplen la
funcién de aumentar la fijacién de proteinas a las membranas celulares, lo que es conocido
como isoprenilacidn proteica.

Los terpenoides de las plantas tienen amplia aplicacién en la industria ya que son
extensamente usados por sus cualidades aromaticas y en usos farmacéuticos. Juegan

ademas un rol importante en la medicina tradicional y en los remedios herbolarios, habiendo

sido investigados durante afos por la quimica medicinal.
1.6.2 CLASIFICACION

La clasificacion de los terpenos segln su estructura quimica se basa en el nUmero de

unidades isoprénicas presentes. Se los cataloga en:
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~-L  Hemiterpenos: Los terpenos mas pequefios, con una sola unidad de isopreno
de 5 atomos de carbono. El hemiterpeno mds conocido es el isopreno, un producto
volatil que se desprende de los tejidos fotosintéticamente activos.

~~-L Monoterpenos: Terpenos de 10 &atomos de carbono conocidos como
componentes de las esencias volatiles de las flores y como parte de los aceites
esenciales de hierbas y especias, llegando a constituir hasta el 5 % en peso de la
planta seca.

~  Sesquiterpenos: Terpenos de 15 atomos de carbono, estando también
presentes en los aceites esenciales. Pueden actuar como fitoalexinas y como
inhibidores de la alimentacion de los herbivoros oportunistas.

- Diterpenos: Terpenos de 20 dtomos de carbono, incluyen el fitol, que es la
porcion hidrofdbico de la clorofila, las hormonas giberelinas, los acidos de las
resinas de las coniferas y las especies de legumbres, las fitoalexinas y una serie de
metabolitos farmacoldgicamente importantes, incluyendo el taxol.

L Triterpenos: Terpenos de 30 atomos de carbono. Son por lo general
generados por la unién cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de
ellas formada por unidades de isopreno unidas cabeza-cola. Uno de sus miembros
salientes son los brassinoesteroides, algunas fitoalexinas, toxinas y componentes de
las ceras de la superficie de las plantas, como el dcido oleandlico de las uvas.

~-. Tetraterpenos: Terpenos de 40 dtomos de carbono (8 unidades de isopreno).
Los tetraterpenos mas prevalentes son los pigmentos carotenoides accesorios que
cumplen funciones esenciales en la fotosintesis.

-~ Politerpenos: Los politerpenos, contienen méas de 8 unidades de isopreno,
incluyen a los transportadores de electrones que son quinonas preniladas como la
plastoquinona y la ubiquinona, también poliprenoles de cadena larga relacionados
con las reacciones de transferencia de azucares (por ejemplo el dolicol) y también a
largos polimeros como el caucho o goma natural, usualmente encontrado en el
latex.

~-.  Meroterpenos: Asi se llama a los metabolitos secundarios de las plantas que

tienen origenes sélo parcialmente en derivados de terpenos. Resultan de hibridos
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entre una estructura isoprenoide y un metabolito. Las proteinas isopreniladas se

consideran miembros dentro de este grupo.
~-. Esteroides: Triterpenos basados en el sistema de anillos ciclopentano

perhidrofenantreno

/\)\ M
= HO N = o

Acido Abscisico

2-metil-1,3-butadieno Geraniol
5 atomos de C 10 atomos de C 15 atomos de C
Monoterpeno Sesquiterpeno

Hemiterpeno

HO/\)\/\)\/\/'\/\)\

OH

Fitol HO
20 atomos de C = Brasinélido
Diterpeno . 30 atomos de C
HO" Triterpeno

Caroteno
40 atomos de C

0] Tetraterpeno
° ’ /\)\/
- OH
HN H/
o) = | /
o LhhT T
HO
Coenzima Q10 Colesterol Zeatina
> 40 atomos de C 30 atomos de C Hibrido entre terpeno y base
Politerpeno Esteroide Meroterpeno
Figura 1.18. Ejemplos de estructuras terpénicas y su clasificacién.

1.6.3 BIOSINTESIS.
Aunque el terpenoma presenta una amplia diversidad estructural y estereoquimica,

la ruta biosintética de sus precursores es simple. Las unidades estructurales minimas, el

pirofosfato de isopentenilo (IPP) y el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), son precursoras de

todos los terpenos y son biosintetizadas mediante dos vias:
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~-. Ruta del acido mevaldénico: Esta ruta parte de dos unidades de acetil
coenzima A (AcCoA), que se condensan por medio de una reaccién tipo Claisen para dar
acetoacetil-CoA (AcAcCoA). Esta molécula se vuelve a condensar con una tercera unidad de
AcCoA para dar como producto 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) como
intermediario. El tioéster de la coenzima A se reduce para formar el aldehido
correspondiente, el mevaldehido (MVA), el cual se reduce a acido mevalénico (MEV). Por
accién de dos moléculas de adenosin trifosfato (ATP) el mevalonato se fosforila (MEV-P y
MEV-PP) y descarboxila para dar como productos los precursores de los terpenos, el IPP y su
isdmero DMAPP. La ruta del mevalonato es practicamente universal y se lleva a cabo en el
citosol. A partir de estos intermediarios se sintetizan principalmente sesquiterpenos,
triterpenos y politerpenos.

AcCoA NADHP

i AACOAS M HMGCoAS w HMGCOAR W
AcCoA AcAcCoA HMH-CoA ‘

HSCoA OH HSCoA HSCoA NADPH
I NADP+ HMGCoAR
o= P O-ADP
Hm/lk>\/\ )J\>\/\ )J\>\/\
OPOzH, =— HO OPO3H2<— HO

MEV-PP PMK MEV-P MEVK
MDD | ADP + CO,

)J\/\opog,l-b
IPP

)\/\OP03H2

IPPI DMAPP

Esquema 1.1. Ruta del Mevalonato

L Ruta de la 5-Fosfono-1-Desoxi-D-Xilulosa (DXP, por sus siglas en inglés) o ruta
del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP, por sus siglas en inglés): En esta ruta, una unidad de
acido piravico (Pyr), proveniente de la degradacion de carbohidratos, condensa su grupo
carbonilo en una reaccién de Umpolung con el grupo carbonilico del D-gliceraldehido (G3P),
generando la 5-Fosfono-1-desoxi-D-xilulosa (DXP). Por medio de una condensacién alddlica
inversa, el carbono 1 transpone hacia la posicion 2, generando asi el 4-fosfono-2-C-metil-D-
eritritol (MEP). Este intermediario se conjuga por medio de una sustitucién nucleofilica con

una unidad de citidilribdsido, por accién del CTP, para formar 4-(CDP)-2-C-metil-D-eritritol
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(CDP-ME). Este compuesto se fosforila en el carbono 2, donde se forma el intermediario
fosforilado CDP-EMP y desplaza el citidilribdsido para obtenerse el 2-C-metil-D-eritritol-2,4-
ciclofosfato (MEcPP). Por ruptura reductiva del ciclo se da una reaccién de eliminacion para
formar el pirofosfato de 4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo (HMB-PP). El paso final consiste en la
eliminaciéon del grupo hidroxilo para obtenerse el catién alilico correspondiente, el cual
puede transponerse de tal forma que se isomerizan de manera reversible el IPP y el DMAPP.
Esta ruta se lleva a cabo sobre todo en los plastidos de las plantas y en muchas células
procariontes.™*" Por esta ruta se sintetizan sobre todo monoterpenos, diterpenos y

carotenoides.

o co,
YCOOH )KK\ W NADPH)Y\OPO
H OPO.2 OPO,2
+ 37 37 3
o) L DXS pxr L4
Pir G3P MEP
0 o CMSl CTP
0
- O\P CMP
o—g %%'ﬁ . CMP  ATP OH O\\P _CMP
- -\
Mcs CMK o
|‘ b OH OH
OHMEcPP CDP-MEP CDP-ME
0 4 O
HDS | 2 Fdox o )\A R ~§__DMAPP
0Ny O
HO NADPH
J\/\-Q © © o
N0 R P HPR pOg  IPP
O O/ \\ //P\O-
. 00
HMB-PP

Esquema 1.2. Ruta del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato

La elongacidon de la cadena carbonada comienza con el acoplamiento de dos
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para dar como producto el pirofosfato de geranilo (Esquema 1.3).[1'42]
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3 Acetil CoA Piruvato + 3-Fosfogliceraldehido
Mevalonato DXP

Pirofosfato de isopentenilo (IPP) Hemiterpenos
e IPP
P Monoterpenos irregulares

Politerpenos Pirofosfato de geranilo (GPP) ——— Monoterpenos

PP l

— Pirofosfato de farnesile (FPP) ——— Sesquiterpenos

PP l

Pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP)

: |

Diterpenos X2

— Escualeno ———= Triterpenos — » Esteroides

Apocarotencides
Secocarotenocides
Retrocarotenoides

=—— Carotenoides =~—— Fitoeno =—— |

Esquema 1.3. Biosintesis de isoprenil difosfatos.

Existen dos grandes tipos de mecanismos de construccién de esqueletos
isoprenilados.[1'43] Por un lado, las reacciones que dan lugar a los isoprenos lineales que
estan catalizadas por isoprenilatransferasas, pudiendo condensarse cabeza-cabeza o cabeza-
cola para formar el farnesil difosfatos o el geranilgeranil difosfatos. El segundo tipo de
esqueletos isoprenilados que se biosintetizan son producidos por reacciones de ciclacién
catalizadas por ciclasas. Después que los esqueletos isoprenoides son construidos y ciclados
se producen subsecuentes modificaciones y reordenamientos que otorgan complejidad
estructural a los productos finales como el limoneno, crisantemol, etc (Figura 1.19).

Las isoprenilciclasas tienen la funcion critica de producir un plegamiento especifico

en los isoprenoides para que, una vez que adopten la conformacion requerida, den lugar a
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un intermediario carbocatiénico y transcurra una reaccion concertada, para dar un producto
cuyos anillos y esteroquimica esta dirigido por la estructura de la enzima. Curiosamente, la

selectividad de estas enzimas puede variar dramaticamente de un organismo a otro.

ISOPRENOIDE LINEAL

ISOPRENOIDE HiBRIDO Escualeno

O OH

Napiradomicina A OH O Nafter;na
ISOPRENOIDE CiCLICO

Figura 1.19. Productos naturales que contienen isoprenoides en sus estructuras.

1.7 REACCIONES DE ISOPRENILACION EN LA NATURALEZA Y LAS
IMPLICANCIAS FARMACOLOGICAS.

En términos generales, las reacciones de isoprenilacién consisten en una adicién,
quimica o enzimatica, de una cadena hidrofébica a una molécula aceptora (otro terpenoide,
una molécula aromatica, una proteina, etc.). En particular, las reacciones de isoprenilacidon

mas importantes son las que ocurren en proteinas o en metabolitos secundarios.

1.7.1 ISOPRENILACIONES EN PROTEINAS

La isoprenilacion es un proceso de modificacion postraduccional de proteinas.
Durante la prenilacién, los isoprenos se anclan covalentemente a los polipéptidos que fueron
sintetizados de novo. Cuando las proteinas se isoprenilan, adquieren propiedades

hidrofébicas que les permite anclarse adecuadamente a membranas, organelas o inclusive a
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interactuar con otras proteinas. Aproximadamente el 2% de las proteinas codificadas por el
genoma de mamiferos son isopreniladas.[1'44] En particular, en humanos la disrupcion de la
isoprenilacién provoca el desarrollo de patologias, entre las que se incluyen desordenes
malignos, ceguera genética, osteoporosis y envejecimiento precoz.[1'45]

Kamiya y colaboradores reportaron en 1978 la primer proteina isopreniladas, la
rhodotorucina A proveniente del hongo Rhodosporidium toruloides.*®! Actualmente, se
conoce en eucariotas tres enzimas que catalizan la transferencia de estos lipidos, la
farnesiltransferasa (FT), la geranilgeranil transferasa tipo | (GGT1) y la geranilgeranil
transferasa tipo Il (GGT2). Las FT y GGT1 reconocen un motivo CAAX, ubicado en el extremo
C-terminal de las proteinas sustrato.™*”) Este motivo estd conformado por una cisteina (C),
seguido de dos aminodcidos alifaticos cualesquiera (AA) y finaliza con un aminoacido
cualquiera. (X) La funcidon de este motivo es etiquetar la proteina para que sea blanco de
farnesilacidn o de geranilgeranilacion. Se observé que si el residuo en la posicidn X es serina,
metionina o alanina, se conduce hacia la farnesilacion, mientras que un residuo de leucina
define una geranilgeranilacién.[1'48’ 1491 £ motivo CAAX es una condicién necesaria, pero no
suficiente para la isoprenilacién.

La ruta de isoprenilacion incluye tres reacciones (Figura 1.20). En el primer paso, una
FT o GGT1 coloca un farnesilo o un geranilgeranilo, en la cisteina del motivo de la proteina
sustrato. En un segundo paso, se produce la protedlisis de los aminoacidos AAX, catalizada
por la enzima CAAX prenil proteasa, ubicada en el reticulo endoplasmatico. Finalmente, en el
tercer paso, que tiene lugar nuevamente en el reticulo endoplasmatico, la cisteina terminal
es metilada por la isoprenilcistein carboximetil transferasa (ICMT).

La geranil geranil transferasa tipo 2 (GGT2 o RabGGT) opera por un mecanismo
diferente. La GGT2 reconoce el complejo de las proteinas Rab GTPasas con una proteina
accesoria Rab especifica (REP, por sus siglas en inglés) para conectar uno o dos

geranilgeranilos en cisteinas en un motivo tipo CXC C-terminal de una manera mas flexible.
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Figura 1.20. Mecanismo de la isoprenilacion de proteinas.

Las proteinas de unién a guanina (proteinas G) tales como Ras, Rap, Rho y Rab
comprenden el grupo mas grande de proteinas isopreniladas. Entre estas, las proteinas Ras
han atraido particular atencion debido al importante rol que ocupan en la carcinogénesis.
Las funciones normales de estas se desarrollan en las vias de transduccidon de sefiales
celulares, esenciales para el crecimiento celular y la diferenciacién. Las mutaciones
especificas encontradas en las proteinas Ras, las vuelven oncogénicas, y encontrandose en
alrededor del 30% de todos los tumores humanos, incluyendo cerca del 90% de los canceres
de pancreas y en el 50% de los canceres de colon.™*% Debido a que la farnesilacion es un
requisito absoluto para la funcidn oncogénica de Ras; la inhibicidn de este proceso abrié un
nuevo campo en el desarrollo de agentes quimioterapéuticos contra estos canceres.™Y Las
extensas campaias de generacidon de nuevos inhibidores de las FTasa llevadas adelante por
las grandes corporaciones farmacéuticas han logrado posicionar a varios de estos
compuestos en etapas clinicas, con amplias posibilidades de que se encuentren en el

mercado en corto tiempo.
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1.7.2 ISOPRENILACION DE METABOLITOS

La isoprenilaciéon de metabolitos aromaticos secundarios juegan un rol critico en la
biosintesis de un amplio rango de moléculas que ejercen importantes efectos a través de
diferentes clases de organismos filogenéticamente distintos, desde bacterias hasta células
animales y vegetales. Frecuentemente, la adicién de un isopreno a una molécula, la hace
mas activa comparada a su precursor. Estos productos naturales hibridos representan una
nueva frontera para el desarrollo de farmacos, en particulares antiinflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos, antibacterianos o antiparasitarios.“'sz]

La complejidad lograda en los productos es altamente importante debido a la gran
cantidad de procesos biolégicos que dependen de interacciones entre proteinas. Muchas de
las moléculas pequeias que tienen la capacidad de alterar estas interacciones son productos
naturales con estructuras moleculares de alta complejidad.!***!

El fendmeno de moléculas decoradas con motivos isoprenoides puede ser analizado
desde dos perspectivas:

1- Segun el tipo de isopreno que se transfiere (isoprenil transferasas)

2- Segun el metabolito secundario o molécula pequeia aceptora
1.7.2.1 ISOPRENIL TRASFERASAS

Dentro de las enzimas que participan en reacciones con isoprenos existen un tipo
particular que catalizan la transferencia de unidades de isoprenos a distintos tipos de
sustratos. De acuerdo al tipo de isopreno que es transferido podemos clasificarlas en:
dimetilalil transferasas, geranil transferasas, farnesil transferasas, geranilgeranil transferasas
y hexaprenil transferasas (Figura 1.21).

Entre las primeras se encuentra la adenilato isopenteniltransferasa aislada de

1.53] gue cataliza la transferencia de dimetilalilo al grupo N6-amino de

mulberry (Morus alba)[
adenosina fosfato. Dentro de este mismo grupo existen distintas enzimas que catalizan la
incorporacion de dimetilalilo en triptofano o moléculas que lo contienen. Estas son las
dimetilaliltriptofano sintasa, que han sido aisladas en distintos organismos, catalizando la
. ., . - .y [1.54] . [1.55] p

incorporacion del dimetilalilo en la posiciéon 4 o en la posicién 7. Finalmente

podemos mencionar la enzima CloQ que cataliza la unién del dimetilalilo en la posicién 3 del

4-hidroxifenilpiruvato.[l'SG] Entre las geranil transferasas podemos mencionar Orf2, que
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produce la unién de geranilo en forma inespecifica en hidroxinaftalenos y otros

sustratos, "}

y la Fng que puede catalizar la incorporacién del geranilo en la posicion 3 de
flaviolin, en C1 o C3 del geranilo.*® Dentro de este mismo grupo podemos mencionar la 4-
Hidroxibenzoato geraniltransferasa [1.59] y la brevianamide F preniltransferasa. (1601 a5 farnesil
transferasas conocidas hasta el momento son las mencionadas anteriormente que produce
la modificacién postraduccional de proteinas y la proteina Cox10, que incorpora la cadena de
farnesilo en el grupo vinilo del pirrol A del hemo.**" Finalmente, la proteina Cogq2 que
pertenece a la biosintesis de ubiquinona y produce la unién de un hexaprenilo en la posicidn

[1.62]

3 de éacido 4- hidroxibenzoico. Muchas de estas enzimas han sido recientemente

caracterizadas por lo que es muy poco lo que se conoce de ellas.

/\)\ 9
NH, HN N
NN N
</ ) Adenilato </N ‘ J MeN \OH \OH
Isopentenil N
-2, -2,
0O3PO transferasa 37O o N
DMAPP N
H H H H
OH OH OH OH
Adenosina HO OH
COOH COOH HO OH — > O‘ B N
Geranil O‘
Transferasa OH O fo)
—_—
GPP OH O FNQ26 HO OH
b 1)
= = = OH O~
CH, HoC
CH CHsy HO-CH CHs COCH COOH
HsC C=CH, |, HsC C=CH, coQ, .
H emo O H N N
Sintasa HPP
FPP OH OH 5
HsC CHs HsC CHg
COOH COCOH
CHy CH, CH, CH, o o
CH, CH, CH, CH2
COOH COOH COOH COOH CloQ
_—
Hemo B Hemo O DMAPP X
NH, OH OH
Dimetilalil COOH
COOH  triptofano COOH
N\ smtasa
N DMAF’P
H
L-triptofano
Figura 1.21. Ejemplo de isoprenil transferasas
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1.7.2.2 FENOLES C -1SOPRENILADOS

Segun lo reportado en la literatura, fenoles y naftoles isoprenilados tienen la
particularidad de aumentar la actividad bioldgica de los sustratos que los contienen. 6% 164
Los fenoles isoprenilados constituyen una interesante familia de productos naturales
presentes en plantas y en organismos marinos. Estos compuestos tienen una amplia
variedad de actividades bioldgicas, entre las que se destacan la antiinflamatoria, la
antifungica, la anti-HIV, la anti-Alzheimer y mas frecuentemente, las antineoplasicas. Los
fenoles orto-isoprenilados juegan un importante rol en la mediacién de muchos procesos
bioldgicos tales como la respiracidon celular mediadas por ubiquinonas isopreniladas. A su
vez, han mostrado tener actividad contra distintas enfermedades parasitarias. Como
ejemplo se pueden mencionar el acido grifélico, la grifolina y la piperogalina, aislados de
Peperomia galioides, activos contra Leishmania y Trypanosoma cruzi, agentes etiolégicos de
la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, respectivamente (Figura 1.22).[1'65] Otro
ejemplos lo constituye la Ascofuranona, un antibidtico producido por el hongo Ascochyta
viciae,[2] que inhibe la deshidrogenasa del dcido dihidroordtico y presenta actividad (tanto
in vitro, como in vivo) contra Trypanosoma brucei (agente etiolégico de enfermedad del
suefio 6 Tripanosomiasis africana),[1'66] antitumoral,!*¢”! y como modulador del sistema

inmune.“'ss]

OH

OH

OH Piperogalina
Peperomia galioides
Leishmanicida
Tripanomicida

OH Acido grifésico
COOH Peperomia galioides
Leishmanicida
Tripanomicida

OH OH

OH Grifolina OH Ascofuranona

Peperomia galioides Cl ASCOChyta viciae
Leishmanicida Anti-tumoral
Tripanomicida Enfermedad del suefio

Figura 1.22. Fenoles C-Isoprenilados
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1.7.2.3 QUINONAS C-ISOPRENILADAS

Las quinonas actuan principalmente como agentes oxidantes y electrdéfilos. Por este
motivo tiene un rol preponderante como farmacos biorreductivos, como potenciadores de
estrés oxidativo y como catalizadores redox. Se les asocia dos tipos diferentes de mecanismo
de accién, por un lado la estimulacién del estrés oxidativo y por otro, la alquilacién de
nucledfilos celulares.!

Los productos naturales que derivan de quinonas 6 naftoquinonas y que contienen
isoprenilos en su estructura muestran actividades biolégicas muy interesantes. De hecho, las
plantas que producen estas clases de compuestos son reconocidas por poseer usos
terapéuticos. Algunos ejemplos interesantes incluyen la planta Rubia cordifolia, utilizada en
la medicina tradicional china, de donde se aisla mollugina y rubicordifolina, ambos
compuestos con actividad antitumoral. La Firmianona, recientemente aislada como un unico
enantiomero del arbol Firmia plantanifolia, cuyas raices se usaban en China para tratar el
reuma y el asma. Los extractos de las raices de Lippia microphyla, cominmente conocida
como “alecrim de tabuleiro”, eran usados como expectorante, astringente y diurético en la
medicina tradicional de Brasil.

Por otro lado, la vitamina K, también conocida como fitomenadiona o vitamina
antihemorrdgica, es un compuesto quimico derivado de la 2-metil-naftoquinona. Son
vitaminas lipofilicas e hidrofébicas, principalmente requeridas en los procesos de

coagulacion de la sangre, estando involucrados ademas en la generacién de glébulos rojos.

Piperogalona Vitamina K2
Peperomia galioides Baf:ter{as i.ntestinales
Leishmanicida Vitamina liposoluble

Tripanomicida

Figura 1.23. Ejemplo de quinonas isopreniladas bioactivas

1.7.2.4 FENIL PROPANOIDES ISOPRENILADOS

Los fenilpropanoides son una familia diversa de compuestos organicos que son

sintetizados por las plantas desde el aminodcido fenilalanina. Estos compuestos se
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encuentran en todo el reino vegetal, donde sirven como componentes esenciales de una
serie de polimeros estructurales, proporcionan proteccidon contra los rayos UV, defensa
contra los herbivoros y patégenos y median las interacciones planta-polinizador como
pigmentos florales y compuestos de aroma. De hecho el primer reporte literario de un
metabolito secundario isopreniloxigenado, fue un derivado de un fenilpropanoide
lactonizado, el aureptano (aislado de Citrus aurantium L).

Muchos fenilpropanoides isoprenilados exhiben diversas actividades como agentes

[1.70]

antimicrobianos, anticancerigenos vy tienen propiedades hipotensivas. Pueden

[1.71]

nombrarse, por ejemplo, la pondaplina aislada de Annoba glaba o el boropinal aislado

[1.72]

de Boronia pinnata que tienen actividades en lineas celulares; o las marianinas A y B,

aisladas del hongo Mariannaea camptospora, que tienen actividad antimicrobiana.*”*!

PPN o 0

Marianina A Boropinal A Pondaplina
Antimicrobiano citotoxico citotoxico
Mariannaea camptospora Boronia pinnata Annoba glaba
Figura 1.24. Ejemplos de fenilpropanoides isoprenilados con actividad bioldgica.

1.7.2.5 FLAVONOIDES ISOPRENILADOS

Los flavonoides son abundantes en plantas, especialmente en leguminosas. Algunos
de ellos tienen la propiedad de unirse al receptor de estrégeno humano con afinidad similar
al estradiol. Por este motivo ha generado en la comunidad cientifica un gran interés, en
particular hacia la busqueda de terapias contra desordenes cardiovasculares u
osteoporosis.[lm Como sucede con todas las moléculas que se isoprenilan, esta decoracion
incrementa la hidrofobicidad, resultando en un aumento en la afinidad a membranas
biolégicas y una mejora en la interaccién con el blanco proteico.[1'63] La mayoria de los
flavonoides son C-isoprenilados y son considerados metabolitos inducibles (en este caso,
fitoalexinas), actuando en mecanismo de defensas a patégenos. En los ultimos afios se ha
comenzado a estudiar el efecto de la prevencion contra el cancer, con el enriquecimiento de

) . . 1.
estas fitoalexinas en las comidas.*”!
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Figura 1.25. Ejemplo de flavonoides isoprenilados con actividad bioldgica.

1.7.2.6  ALCALOIDES ISOPRENILADOS

El primer ejemplo de un alcaloide conteniendo una cadena isopreniloxigenada fue
aislado de Haplophyllum perforatum, en un trabajo realizado por Rasulova y Bessonova.!*7®!
Este compuesto, la 7-isopenteniloxi-y-fagarina, es encontrado también en H. latifolium, H.
ferganicum y Zanthoxylum arborescens. De estas Ultimas fuentes también se aislaron otros

alcaloides isopreniloxigenados, llamados evoxina, acetilevoxina, anhidroevoxina, evodina y

haplatina.[l'm
O/
"0 N O
7-Isopenteniloxi-y-fagarina
Haplophyllum perforatum
Figura 1.26. Ejemplo de alcaloides isoprenilados con actividad bioldgica.
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ENFERMEDADES DESATENDIDAS

: Las enfermedades tropicales desatendidas son principalmente enfermedades infecciosas

gue proliferan en entornos empobrecidos, especialmente en el ambiente caluroso y

himedo de los climas tropicales, condiciones que se pueden encontrar en el norte de
nuestro pais y nuestra region.
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ausante de millones de muertes sobre la faz de la tierra, sobre todo a nifio menores
de 5 afios y afectando a mas de mil millones de personas, las enfermedades
tropicales desatendidas (ETD) reducen de manera permanente el potencial
humano, manteniendo a las personas sumidas en la pobreza. La desatencion en el sector
publico se establece cuando se dejan de lado en las agendas de gobierno y no se transfieren
recursos suficientes de los ya limitados presupuestos en salud de la mayoria de los paises en
donde son endémicas. Suponen por lo tanto una enorme carga econdmica, recibiendo el
mote de “las enfermedades de la pobreza”. Una de las caracteristicas mds importantes es el
caracter global de las ETD, puesto que prevalecen en todos los continentes, a excepcién de

la Antartida (Figura 2.1).

Namero de ETD
endémicas ceoe

Figura 2.1. Numero de ETD endémicas por paises. El darea endémica afecta al 50% de la

poblacién mundial (Imagen adaptada de psiimpact.com).

Fundamentalmente el término desatendido hace referencia a la nula asignacion de
recursos de la industria farmacéutica para combatirlas y erradicarlas de la faz de la tierra.
Una de las razones es que deben competir con otras dolencias mas notorias, que pueden
causar una mortalidad mayor y despiertan una mayor atencién a nivel nacional e
internacional. La consecuencia inmediata es el inadecuado e ineficiente arsenal
guimioterapéutico con los que se combaten a las ETDs, practicamente inalterado en los
ultimos 50 anos. Adicionalmente, la continua aparicion de cepas resistentes a medicamentos

comerciales, encienden las alarmas en todo el mundo.
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La desatencién también se propaga en la investigacidn y el desarrollo. Los incentivos
para crear nuevos medios de diagndstico, medicamentos y vacunas son escasos para estas
enfermedades que suponen un mercado de clientes sin capacidad de pago. Por ese motivo,
los circulos académicos trabajando en conjunto con organismos publicos o privados, tienen
el deber y la obligacién de hacerse cargo del escaso aporte en la investigacién y el desarrollo
que dejan otras dareas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)[Z'“ afronta a estas enfermedades en
forma agrupada por dos cuestiones. En primer lugar, aunque clinica vy
quimioterapéuticamente son distintas si se consideran sus causas y sus efectos fisicos, todas
esas afecciones causan graves incapacidades y deficiencias a las personas de por vida. La
segunda razén, la asociacién estrecha que tienen con la pobreza tienden a solaparlas
geograficamente. Todas estas enfermedades aparecen en regiones donde las condiciones de
higiene y la precariedad se hacen presentes.

Muchas de ellas requieren de un vector para afectar al hombre, por lo tanto el factor
de distribucion geogréafico del mismo es critico en estas dolencias. En zonas tropicales o
subtropicales abundan los insectos vectores de enfermedades, lo que constituye una
problematica crénica, a la que debe sumarse que cada dia hay mds personas que sufren
simultaneamente dos o mas de esas infecciones.

Estas enfermedades afectan enormemente la productividad econémica de adultos
jévenes, entorpecen el crecimiento y el desarrollo cognitivo de los nifios y causan un gran
sufrimiento humano, con problemas frecuentes de estigmatizacion social y discriminacién.
Entre las dificultades que presentan, se enumeran ceguera, debilidad, deformidades o
amputaciones.

Su progresividad es insidiosa, puesto que recurrentemente aparecen graves
trastornos después de varios anos de infeccién asintomatica, en la que no se desperté la
necesidad a procurar atencién médica por parte de los infectados. En esa etapa asintomatica
los pardsitos se multiplican en el hospedador, migrando a través del cuerpo y
multiplicdAndose en los tejidos, los drganos internos, los ojos o el sistema linfatico. Algunos
destruyen la piel y todo el tejido subcutdneo. Entonces, de no detectarse y tratarse a
tiempo, el dafio causado es irreversible. Otras ETD pueden matar al paciente en el

transcurso de semanas o meses una vez que se alcanza la fase avanzada de la afeccién.
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La erradicacién de las ETD requiere un estrecho vinculo interdisciplinario entre los

N

diferentes estamentos (investigacién académica, hospitales, gobiernos) y los programas de
control, entre los que se puede encontrar el Programa Especial para la Investigacion y el
Entrenamiento en Enfermedades Tropicales (TDR, por sus siglas en inglés), un programa
global soportado por la OMS.!>%

La cartera actual de enfermedades de la pobreza del programa TDR incluye las

dolencias que se detallan en la Tabla 2.1

Tabla2.1. Cuadro comparativo de las principales enfermedades tropicales desatendidas, segun
el programa TDR.
Enfermedad Agente etiolégico Individuos afectados Area Incidencia

Malaria

Tripanosomiasis
africana
Enfermedad de

Chagas

Leishmaniasis

Dengue

Esquistosomiasis

Plasmodium
falciparum
(protozoo).
Vector: mosquito del
género Anopheles

Trypanosoma brucei
(Protozoo)
Vector: Mosca Tse-
Tse

Trypanosoma cruzi
(protozoo)
Vector: triatominio

Protozoos del género
Leishmania.
Vector: mosquitos
del género
Phlebotomus'y
Lutzomyia.

Virus del género
Flavivirus.
Vector: Mosquito
Aedes aegypti

Gusano platelminto
de la clase
trematodos

500 millones de casos
anuales y 1 millén de
muertes al afio.
(23] £5 |a enfermedad
global parasitaria mas
importante.

500 mil personas en
Africa infectadas.*"!

Entre 14 y 16 millones de
personas se infectan
[2.4]
anualmente.

12 millones de personas
infectadas. 2 millones de
nuevas infecciones

[2.1]
anuales.

100 millones de
infectados y 2,5 millones
de muertes anuales.*"

200 millones de
personas infectadas. 120
millones sintomaticos y
20 millones con secuelas

graves.[z'”
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Enfermedad Agente etioldgico Individuos afectados Area Incidencia

14,6 millones de casos
cronicos activos; 8,6

Mycobacterium .
millones de casos nuevos

Tuberculosis

] ‘\‘;“
tuberculosis. v 1.3 millones de .
[2.1; 2.5]
muertes.
Mycobacterium 232 857 nuevos casos
Lepra o]
leprae en 2012.
Nematodos filarios R

120 millones de personas
infectadas y la mitad de

Vector: mosquitos de .,
. O la poblacidn es portadora
las familias Culicidae , ..
en areas endémicas

o Phlebotomidae o [2.1]
. severas.
moscas Tabanidae

del orden Spirurida.

Filiariasis linfatica

Gusano parasito
. llamado Onchocerca 37 millones de personas
Oncocercosis . [2.1]
volvulus. infectadas.

Vector: Jejenes.

. . 80 millones de personas
Tracoma causante de Bacteria Chlamydia . .
infectadas. 6 millones

ceguera trachomatis ) )
: perdieron la vista 2.1

Como se puede observar, parte de estas afecciones son causadas por parasitos
protozoarios y tienen una altisima incidencia en nuestro pais y la regién. En particular, la
enfermedad de Chagas, la malaria y las variantes de leishmaniasis revisten de mayor
gravedad, teniendo en cuenta sus elevados indices de mortalidad y morbilidad. Por otro lado
la enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana tienen un altisimo impacto en el
continente africano. Todas estas dolencias, a excepcidn de la malaria, son producidas por
pardsitos filogenéticamente emparentados (Trypanosomatidae), por lo que la comunidad
cientifica tiende a desarrollar estrategias en forma agrupada para crear nuevos agentes
destinados a combatirlas.

Las infecciones parasitarias tienen ciclos de vidas complejos que transcurren entre
dos organismos, un vector invertebrado y un hospedero vertebrado como el hombre.

Ademas, dentro de cada hospedador los parasitos pasan por diferentes estadios cambiando
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su morfologia y bioquimica. Esta complejidad dificulta enormemente el desarrollo de nuevos

agentes quimioterapéuticos que son requeridos urgentemente ya que los medicamentes

actuales son considerados obsoletos. La Tabla 2.2 permite ilustrar la complejidad de los

ciclos de vida y la quimioterapia actual de estas enfermedades.

Tabla 2.2.

Comparativa entre ETD producidas por pardsitos protozoarios.

Enfermedad de Chagas

En el triatomino

Flcadura del triatoming
(pasode los tripomastigotos
metaciclicos en las heces del animal)

Tripomastigotos metaciclicos
en el Intestin

Multiplicacion en

\el Intesting

AR,

Eplmastigoto en
el estomago

Ciclo de Vida

Flcadura del triatomino
e {Ingestion de
tripomastigotos)

h: Iniclo de la Infeccion
,ﬁﬁ Clagnostico posible

En el hombre

e Los tripomastigotos metacicllcos
penertan en las diferentes células
alrededor de |a plcadura. En su Interior
se transfroman en amastigotos

Los amastigotos
se multiplican por

Los
tripomastigotos
pueden Infectar
otras ceélulas y se
transforman en
amastigotos Intracelulares
en los nueves sitlos de Infeccion.
Pueden aparecer
los slgnos clinlcos
. a partirde este
clclo Infeccloso

fision binaria en las
células de los tejidos
Infectados

Los amastigotos Intracelulares

se transforman en tripomastigotos,
salende lacélulay despues
entran en la circulaclon sanguinea

Las Unicas drogas disponibles son el nifurtimox y el benznidazol.
Ambos compuestos exhiben una importante actividad para el
tratamiento de la enfermedad en la fase aguda, con una cura
parasitolégica de mas del 80% de los pacientes tratados. La
efectividad varia de acuerdo a la region geogréfica, probablemente
debido a la diferencia de susceptibilidad de las cepas de T. cruzi que
se encuentren en esas areas. Sin embargo, hay menos del 20% de
cura parasitoldgica en pacientes en fase crénica de la enfermedad.

Quimioterapia

Estas drogas poseen variados efectos secundarios, sin embargo son

mejor toleradas por nifios que por adultos.

NO
o) 4 ’ H
N 0 e N= N
O// N=0O =~ N/\”/
A (o]
O@
Nifurtimox Benznidazol

(introducida en los "60)

(introducida en los "70)
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Leishmaniasis

Estadio mosquitos ) ] Estadio humanos
o El mosquito se alimenta de sangre
( imyecta promastigotes en la piel ) e Pronlastlgotes fagocitados

e e o por macrofagos
e dividen en el intestino
omedioymjgrana / J

- A

proboscide

o)

Amastigotes se transforman

o &B

Promastigotes se transforman
en amastigotes dentro
de los macrofagos

Ciclo de Vida

en promastigotes dentro del
intestino
medio \ W
L0
Y 0 Q
2048 o o
& Q@ > AmastlFotes se multiplican
: 9 g /\ - en células de distintos
I S — L \ tejidos

»
v

Ingestion d élul
pa%'g; oga i 6 Mosquito se alimenta de sangre
(mmgiere macrofagos mfectados
con amastigotes)

La principal quimioterapia para el tratamiento de la leishmaniasis es el
estilbo-gluconato (Pentosam), que es un derivado de antimonio
altamente tdxico. Otras drogas utilizadas cuando los pacientes no
responden a las drogas derivadas de antimonio, son la anfotericina B
con una toxicidad relativamente baja pero con un alto costo y la
pentamidina que es aun mas tdxica que los derivados de antimonio y
debe ser suministrada intrahospitalariamente.

O~ ~0

Quimioterapia H2N NH,

NH Pentamidina (1941) NH
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Tripanosomiasis africana (Enfermedad del suefio)

_ Estadln en l; mosca Tse-Tse Estadio Humano Inyectados los
El epimastigote se multiplica en ol_a mosca TseTse toma sangre, e Tripomastigots
las glandulas salivales v se inyecta los Tripomastigotes metaciclicos ze

transforma en el tﬁput:;sﬂgmg.—‘ etaciclicos "—---"‘ 9 transforman en la
3* sangre a

Metaciclico. =
Q ﬁ‘ = ' Tripomastigotes.
B
A
ST v gﬁ/
. . @ L5 /R 0 ==
Ciclo de Vida La forma Prociclica deja el intestino Los tripomastigotes se
v se transforma en epimastigote. multiplican por fision binaria
Lamosca TseTse en los fluidos Sangre, linfa,
toma la sangre I_iq Cefalorraquideo.
e infectada con
(s
ﬁ; tripomastizotes).
ﬁ Estado infectivo
=1 /h—ﬁ@
La forma tripomastigote se transforma ——/ \—— Tnpomasugote en Diag:nusticu.
en el instestino de lamosca v se sangre.
multiplica como tripomastigote = -
prociclico. mediante fision binaria.
Los antiparasitarios utilizados en la primera etapa de la enfermedad del
suefio tienen poca toxicidad y pueden ser administrados facilmente,
siendo vital el diagndstico temprano de la enfermedad. En cuanto al
tratamiento en la etapa crénica, se requiere de drogas capaces de
atravesar la barrera hematoencefdlica. En la actualidad se encuentran en
uso cuatro drogas antiparasitarias:
HOSS
Quimioterapia )KQ/\)‘/@ Q\,(D)LNH SO3H
H038 SOzH
NH> Suramina (1921) SO3H
HzN/\/\/tCOOH SOzH
F7OF NH;
Eflornitina (1990) OH N)\N

O~ O S !
K[ ASONJ\\NJ\NHZ
NH, S H

NH Pentamidina (1941) NH Melarsoprol (1949)

HoN
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Malaria

s Se transfieren "%
durante

la picadura

Promastigotes
i metaciclicos
mastigotes migran

1 faringea

Ciclo de Vida

-

Mosquito hembra Mamiferos

transiorman e
promastigotes i Se transfieren
DI ) Pog? sl durante

la picadura
Los amastigotes se
liberan en los intestinos

lo
L

Los promastigotes puede
invadir activamente los
ranulc s 0 ser fagc

amastigotes
infectan nuevos
macrofagos

Los promast

transforman en

nastigote

y se multiplican por mitosis

LLos amastigotes dejan
las células infetadas

Entre las drogas mas importantes para el tratamiento de la malaria se
encuentran la cloroquina y la primaquina (que estd contraindicada para el
embarazo). La cloroquina raramente presenta efectos secundarios, pero se
ha observado una creciente resistencia en P. falciparum en distintas areas
endémicas. Con el fin de tratar a estas cepas resistentes se utiliza una
combinacién de pirimetamina-sulfadoxina y primaquina como gametocida.
También se utilizan derivados de artemisinina para tratar cepas multi-
resistentes y terapias combinadas con el objeto de evitar desarrollo de

Quimioterapia resjstencias.

Iy

X

—

Cl N
Cloroquina (1934)

Primaquina (1940)

Artemisina (1979)
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3. BIOINFORMATICA Y QUIMIOINFORMATICA

3.1. SOBRE LA BIOINFORMATICA Y LA GENOMICA COMPARATIVA

Segun la definicién del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (2001)"

la bioinformatica es un campo de la ciencia en el cual confluyen varias disciplinas que
incluyen la biologia, la computacién, la matematica aplicada, la estadistica, la inteligencia
artificial, la quimica, la bioquimica y la tecnologia de la informacién. El fin Gltimo de este
campo es facilitar el descubrimiento de nuevas conceptos y generar conceptos
globalizadores a partir de las cuales se puedan discernir principios unificadores en biologia.

Los principales areas de investigaciones de esta disciplina incluyen el alineamiento de
secuencias, el montaje del genoma, la prediccidon de genes, el alineamiento estructural de
proteinas, la prediccién de la expresién génica y de la estructura de proteinas, las
interacciones proteina-proteina y el modelado de la evolucién.?%

En 1984 Bach y Friedland reportan el desarrollo de un sistema computacional
inteligente para la asistencia de disefio experimental en biologia molecular (en particular
para experimentos de clonacion), denominado proyecto MOLGEN."? Desde ese momento y
hasta el comienzo de la "revolucion gendmica", el concepto de bioinformatica se referia sélo
a la creacién y mantenimiento de base de datos donde se almacena informaciones tales
como secuencias de nucledtidos y aminoacidos. El desarrollo de este tipo de base de datos
no solamente involucra el disefio, sino que requiere también el desarrollo de interfaces
complejas donde los investigadores pudieran acceder a los datos existentes, revisarlos o
suministrar nueva informacion.’**

Desde el apogeo de la biologia molecular hasta la actualidad, la bioinformatica ha

sufrido procesos de renovacion continuos, dirigido tal vez por un espiritu evolucionista

innato (Figura 3.1).
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Bioinformatica en el pasado
eFuncionalidad: Base de datos primaria y exhaustiva conteniendo datos
experimentales provenientes de la gendmica y la protedmica.
*Propdsito: Comprender el funcionamiento de genes o proteinas indivuales.
J
. . s )
Bioinformatica en el presente
eFuncionalidad: Bases de datos secundarias que contiene el cimulo de los
conocimientos bioldgicos adquiridos en el pasado.
*Propdsito: Entender el funcionamiento y la utilidad de organismos a nivel
molecular y celular.
J
. . s )
Bioinformatica en el futuro
eFuncionalidad: Representacion computacional completa de células y
organismos.
*Propdsito: Dilucidar los principios basicos de organismos de alta complejidad y
de sistemas bioldgicos.
J

Figura 3.1. Paradigmas de la bioinformatica.

La bioinformatica magnificd su proyeccién desde la conclusién del Proyecto Genoma

Humano en el afio 20015 3¢

y el desarrollo subsiguiente de otros grandes proyectos de
genotipado (Proyecto HapMap, Proyecto 1000 Genomas) destinados a explorar la relacién
entre variantes genéticas y la predisposicion a las enfermedades, diagndstico y respuesta a
los farmacos. (Figura 3.2) Estos proyectos requieren el desarrollo de herramientas
computacionales que permitan extraer toda la informacién contenida en las bases de datos
para generar nuevos conocimientos. Conjuntamente al avance unisono de la Biologia
Molecular y el desarrollo informdtico, ha aumentado las posibilidades de conocer el
funcionamiento de los seres vivos a nivel molecular y celular. Surge entonces la necesidad de
unificar toda esta informacién para alcanzar un panorama completo de la biologia de la
célula y asi poder comprender coémo se alteran distintos procesos en presencia de

enfermedades. Es por eso que hoy en dia es dificil entender la investigacion en el drea de las

enfermedades genéticas humanas sin la Bioinformatica.
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Figura 3.2. Publicaciones en bioinformatica desde la presentacion del primer borrador del
proyecto genoma humano. Fuente: Pubmed.

Por otro lado, la gendmica comparativa estudia las semejanzas y diferencias entre
genomas de diferentes organismos. Entre sus objetivos busca utilizar la informacién
proporcionada por las huellas dactilares de la evolucion para comprender la funcionalidad y
los procesos que actuan sobre el genoma. Aunque es todavia un campo de desarrollo
reciente, promete adquirir nuevas conocimientos sobre distintos aspectos de la evolucién de
las especies modernas. La cantidad total de informacidon contenida en los genomas mas
complejos (750 megabytes en el caso del ser humano) requiere la automatizaciéon de los
métodos de gendmica comparativa.

Para lograr el cometido, la gendmica comparativa recurre a las diferencias vy
semejanzas de proteinas, ARN y regiones reguladoras de diferentes organismos y asi
dilucidar como la selecciéon natural ha actuado sobre tales elementos. Sin embargo, a
menudo esta tarea se ve dificultada debido a la multiplicidad de eventos que han tenido
lugar a través de la historia de linajes individuales, dejando sdlo trazas distorsionadas vy
superpuestas en el genoma de cada organismo. Por esta razén, los estudios por gendmica
comparativa de pequeiios organismos modelo (la levadura, por ejemplo) son de gran
importancia para avanzar en nuestro conocimiento de los mecanismos generales.

Los paquetes bioinformaticos centrales para el abordaje de los analisis

3.7] [3.8]

bioinformaticos realizados son el BLAST,[ el T-coffee y el Clustalw2.B Todos son

plataformas virtuales libres disponibles en linea.
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('(_) El BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) fue desarrollado por el
> NCBI
B LAST Instituto Nacional de Salud del gobierno de EE. UU., por lo que es de

dominio publico y puede usarse gratuitamente desde el servidor del
NCBI. Entre las ventajas de esta plataforma se encuentra la actualizacidén constante de las
bases de datos por partes del servidor y la rapidez debido a la utilizacién de un cluster de
computadoras para efectuar los trabajos. BLAST busca regiones de similitud local entre
secuencias. El programa compara secuencias de nucleétidos o proteinas presentes en una
base de datos contra una secuencia de interés y calcula la significancia estadistica de los
alineamientos usando un enfoque heuristico. Segun los desarrolladores, BLAST puede ser
utilizado para inferir las relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como
ayudar a identificar miembros de una familia de genes.
= . T-Coffee (del inglés Tree-based Consistency Objective Function For
\(—\QJEIEIB[; alignment Evaluation) es un software para el alineamiento multiple
de secuencias que utiliza un enfoque progresivo. Genera una biblioteca de alineamientos de
pares para guiar el alineamiento multiple de secuencias. Puede combinar también,
alineamientos multiples obtenidos previamente o utilizar informacién estructural de
archivos PDB (3D-Coffee). Tiene caracteristicas avanzadas para evaluar la calidad de los
alineamientos e identificar la ocurrencia de motivos.
Clustal es un programa desarrollado por el University College Dublin y el
European Bioinformatics Institute (EBI, por sus siglas en inglés),

ampliamente utilizado para realizar alineamientos multiples de secuencias.

CLUSTAL

comando (ClustalW) o la interfaz grafica (ClustalX). Las principales tareas de este programa

La ultima versidn es la 2.0.12. Hay dos variantes, la interfaz para lineas de

son realizar alineamiento por pares, crear un arbol filogenético y utilizar el arbol filogenético

creado para realizar alineamientos multiples.

3.2. SOBRE LA QUIMIOINFORMATICA

Debido a la enorme diversidad de blancos farmacoldgicos es dificil encontrar un
denominador comun para disefiar fdrmacos y en su defecto, expresar caracteristicas
moleculares comunes. Sin embargo, criterios de cuantificacion simple (como limites para el
peso molecular, logP o el numero de dadores o aceptores de puentes de hidréogeno)

permiten establecer una primera linea de trabajo en la busqueda de nuevas moléculas
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bioactivas. En ese terreno es fundamental aplicar herramientas de la quimioinformatica en la
ingenieria de nuevos medicamentos.

La quimioinformatica es un término acuiado por F. K. Brown en el afio 1998 definida
como: “La mezcla de aquellos recursos informdticos para transformar datos en informacion e
informacidn en conocimiento, con el propdsito hacer mds rdpidas mejores decisiones en el
dmbito de la identificacion de los farmacos cabeza de serie (o de molécula inicial) y la
optimizacion de férmacos.”.**%

A pesar de su reciente aparicion, el uso de herramientas quimioinformaticas para
calcular las propiedades fisicoquimicas de una entidad molecular estd en plena expansiéon

(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Publicaciones en quimioinformatica desde su definicidn. Fuente: Scopus.

Los programas utilizados en este trabajo de tesis fueron Molinspiration

[3.11] [3.12]

Cheminformatics, Osiris Property Explorer y ChemMine Tools.**® Todos estos

programas se presentan como plataformas virtuales libres disponibles en linea.

.i"i".i..?:'.ai.; Hiﬁmﬁﬁiﬁﬁ Molinspiration Cheminformatics es un programa
cheminformatics desarrollado en Java por una compafiia privada

fundada en 1986 en la Universidad de Bratislava, Eslovaquia. Se pueden enumerar como
propiedades de prediccion del Molinspiration: LogP, drea superficial polar de la molécula,
volumen molecular, reglas de Lipinski, nimero de enlaces rotables, peso molecular, dadores
de puentes de hidrégeno y aceptores y peso molecular. En cuanto a los predictores de

bioactividad la compafiia define al Druglikeness como un complejo equilibrio de diversas
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propiedades moleculares y caracteristicas estructurales que determinan si la molécula
particular es similar a los fdrmacos conocidos. Estas propiedades que incluyen
hidrofobicidad, distribucidn electrdnica, caracteristicas de los puentes de hidrégeno, tamafio
molecular, flexibilidad y presencia de farmacéforos influyen en el comportamiento de la
molécula dentro de un organismo vivo (incluyendo biodisponibilidad, propiedades de
transporte, afinidad a proteinas, reactividad, toxicidad, estabilidad metabdlica y muchos
otros). Molinspiration desarrollé la tecnologia de sistemas expertos para el calculo de la
puntuacion druglikeness hacia ligandos GPCR, moduladores de canales idnicos, inhibidores
de quinasa, ligandos de receptores nucleares, inhibidores de la proteasa y otros blancos
enzimaticos.
OSIRIS Property Explorer es una herramienta desarrollada por el
Organic

((/ Chem|5tr}f departamento de investigacidon informdtica de la farmacéutica
Portal Actelion Ltd con asiento en Allschwill, Suiza. La version libre del
software estd disponible en formato Java en el portal de “Organic Chemistry”. Entre sus
principales herramientas se encuentra el calculo del drug score de una molécula
determinada. Este parametro combina propiedades calculadas por el sistema de
druglikeness, cLogP, LogS, peso molecular y riesgos toxicos (mutagénicos, tumorigénicos,
irritabilidad y efectos adversos utilizando algoritmos que permiten juzgar la calidad de un

compuesto como potencial farmaco.
_ ChemMiine Tools, es un servicio en linea para el andlisis de datos de
moléculas pequefias. Proporciona en una interfaz web, un conjunto
de herramientas quimioinformaticas de mineria de datos que son Utiles para diversas rutinas
de analisis realizados en gendmica quimica y el descubrimiento de farmacos. Las
funcionalidades principales de ChemMine Tools se dividen en cinco grandes areas de
aplicacion: visualizacién de datos, comparacién de estructuras, busqueda de similitud,

agrupamiento de compuestos y prediccidn de propiedades quimicas.

3.3. SOBRE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS

~  LogP: El coeficiente de reparto (P) se define como la relaciéon de las
concentraciones en equilibrio de una sustancia disuelta en un sistema bifasico consistente
en dos disolventes considerablemente inmiscibles: n-octanol y agua:

Pow = ([]n-octanol / [Jagua)
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El coeficiente de reparto (P) es entonces el coeficiente de reparto y se indica
generalmente en forma de su logaritmo decimal (log P).

~~L  El drea superficial polar (ASP): Se define como la suma superficial de todos los
atomos polares, principalmente oxigeno y nitrégeno y sus hidrégenos unidos. Es una medida
utilizada en quimica medicinal en la optimizacién de la capacidad de un farmaco para
penetrar células. Las moléculas con una superficie polar de mas de 140 A? tienden a ser
pobremente permeables a las membranas celulares. Para que las moléculas penetren la
barrera hematoencefdlica (y por lo tanto actuar sobre los receptores en el sistema nervioso
central), se requiere un ASP menor de 90 A?,

-4 Indice de similitud molecular: Se puede convertir toda la informacién
estructural de compuestos en mapas de caracteres binarios (mapa de bits), emulando a los
sistemas bioinformaticos. En este contexto es posible utilizar esas huellas digitales para
agrupar compuestos en clusteres estructurales segun la similitud entre ellos, mediante
algoritmos regidos por el coeficiente de Tanimoto. Este coeficiente es una estadistica que se
usa para comparar la similitud y la diversidad de conjuntos de muestras. El coeficiente de
Tanimoto da dimensién de medidas de similitud entre conjuntos de muestras finitas, y se
define como el tamafio de la interseccion dividido por el tamano de la unién de los
conjuntos de la muestra. El coeficiente de Tanimoto tiene un rango de 0 a 1, los valores mas
altos indican una mayor similitud. Es importante destacar que un coeficiente de Tanimoto de
1 no significa necesariamente que dos compuestos son idénticos. Sélo significa que tienen
descriptores estructurales idénticos o huellas digitales idénticas.*¥

~-.  Evaluacién de riesgos de toxicidad: El predictor del riesgo de toxicidad de
OSIRIS calcula de manera empirica los posibles riesgos de una entidad quimica comparando
la presencia de subestructuras de la molécula con una base de datos de fragmentos
estructurales exhaustiva. Estas bases de fragmentos fueron creados rigurosamente teniendo
en cuenta todos los compuestos de la base de datos RTECS, conocida por ser activa en cierta
clases de toxicidades (por ejemplo, mutagenicidad). Después del proceso de busqueda de
subestructuras, se determina la frecuencia de ocurrencia de los fragmentos. También
determina las frecuencias de estos fragmentos dentro de las estructuras de mas de 3.000
medicamentos comercializados, basandose en la suposicion de que estos farmacos son en

gran parte libre de efectos tdxicos. Finalmente, cualquier fragmento se considera un factor
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de riesgo si se presenta en forma periddica en subestructura de compuestos nocivos y nunca
o raramente en los medicamentos comercializados.

~~L  Puntaje como droga (drug score): Es un pardmetro que combina en una Unica
féormula todos los pardmetros fisicoquimicos de una molécula (LogP, peso molecular, etc.),

en combinacién con los posibles riesgos toxicoldgicos (mutagénico, irritante, etc.). Se calcula

. - . 1,1 . . . .
segun la siguiente ecuacion: ds =[] (5 + ESl) .[1ti. donde ds, es el puntaje como droga, si
es la contribucién de todos los parametros fisicoquimicos de la molécula y ti es el factor de la

contribucién de los riesgos toxicolégicos de la estructura. El valor de salida puede ser usado

para juzgar el potencial farmacoldgico de una entidad quimica.
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Cuadro “La leccién de anatomia del Dr. Nicolaes Tulp”.
Perteneciente a Rembrant.

Durante el renacimiento, Paracelso sugeria las propiedades curativas como algo
inherente a cada sustancia o farmaco. Con él se inicia un importante concepto que
derivaria en la busqueda de los principios activos de los medicamentos.

Por otro lado, en la ciudad de Florencia del afio 1498, se publica el “Recetario
florentino”, considerado la primera farmacopea del mundo.




WACION,
‘o,
%

&%, UNR CAPITULO 4: OBJETIVOS

o

SRS,

%

OBJETIVO GENERAL

La presente tesis doctoral tiene como objetivo general abordar problematicas en la
frontera entre la quimica y la biologia. Para abordar este encomiable desafio, es necesario
idear nuevas aproximaciones generando herramientas con recursos procedentes de ambas

disciplinas para buscar respuestas de esta area interdisciplinaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta tesis incluyen:

- Posicionar los isoprenos como una estructura privilegiada mediante estudios tedricos
y experimentales.

-~ Utilizar conceptos y herramientas provenientes de la bioinformatica y de la
quimioinformatica para el disefio de nuevas familias de compuestos isoprenilados.

-~  Desarrollar nuevas rutas sintéticas tendientes a preparar de manera sencilla
colecciones de compuestos isoprenilados.

~ Utilizar las herramientas desarrolladas parar encontrar nuevas entidades quimicas

con actividad frente a los agentes etioldgicos de enfermedades tropicales desatendidas.
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“La persistencia de la memoria”

Salvador Dali

Hace cien afios, Paul Ehrlich, el fundador de la quimioterapia, recibié el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina. Su postulado de la creacion de "balas mdgicas" para su uso en la
lucha contra las enfermedades humanas ha inspirado a generaciones de cientificos a
desarrollar el arsenal de eficaces terapias moleculares con que contamos en la
actualidad. Los avances excepcionales en la biologia molecular y la investigacion genética
han acelerado el desarrollo de farmacos. El paradigma declarado es el desarrollo de
"drogas personalizadas y adaptadas" que se dirigen con precision a blancos moleculares
especificos. Es conveniente volver a examinar los fundamentos que llevan al
descubrimiento de esos agentes para poder alcanzar los nuevos paradigmas.
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5. ISOPRENILAZIDAS COMO HERRAMIENTAS PARA LA GENERACION
DE DIVERSIDAD QUIMICA.

a busqueda de entidades moleculares capaces de generar diversidad estructural en
un numero discreto de reacciones es uno de los desafios mas importantes a la hora
de concebir nuevas estrategias en la ingenieria de farmacos novedosos.

En ese contexto, resulta promisorio posicionar a las azidas alilicas como un

importante sintdn que permitan generar compuestos con fines bioldgicos o sintéticos.
5.1 USO DE AZIDAS ORGANICAS EN LA PREPARACION DE FARMACOS.

Las azidas orgdnicas han ganado un gran interés en la comunidad cientifica desde su
descubrimiento por Johann Peter Griess en 1864. Existen numerosos reportes de estructuras
orgdnicas que contienen azidas, teniendo algunas de ellas interesantes propiedades
bioldgicas. Un ejemplo de esta es la Ziduvidina (3'-azido-3'-deoxitimidina, Figura 5.1), un
potente inhibidor de la replicacidn del virus T-linfotrépico tipo Il y del virus asociados a la

linfoadenopatia (HTLV-III/LAV, por sus siglas en inglés)™ utilizado en pacientes con HIV.

0]

| NH
N o

HO
N3

Figura 5.1.3'-azido-3'-deoxitimidina

Histéricamente, las azidas orgdnicas han sido preparadas como intermediarios
sintéticos comunes de grupos aminos. En tiempos recientes su uso se expandié a la sintesis
de péptidos y en quimica combinatoria para introducir grupos nitreno.? Son ademas un
sintén ampliamente usado en la sintesis de triazoles y tetrazoles, productos que tienen
actividades bioldgicas destacadas como agentes anti-VIH, antimicobacterianos®*! y

antiparasitarios.[5'4] Desde inicios del siglo XXI, el uso de las azidas organicas ha cobrado una

enorme revitalizacién con el uso extensivo de la sintesis de los 1,2,3-triazoles. Este
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renacimiento se debid al descubrimiento simultaneo de los grupos de los profesores
Meldal® y Sharpless®™® que introdujeron una versién catalitica de la clasica cicloadicion
1,3-dipolar de Huisgen entre azidas y alquinos. Esta reaccion catalizada por iones de cobre (1)
posee un una notable mejoria de la regioquimica y constituye uno de los ejemplos mas

representativos de lo que el Prof. Sharpless dio a conocer como “click chemistry” (Figura

5.2).
R
R-N [Cu(h)] N,
‘Nt R—= —— /[ N
- Y

Figura 5.2.Cicloadicion 1,3-Dipolar de Huisgen

Debido a que el grupo azida no estd presente entre los grupos funcionales presente
en moléculas de organismos vivos, su utilizacién en conjunto con la quimica “click” ha
permitido desarrollar poderosas herramientas bioortogonales que ha hecho sustanciales

contribuciones en el campo de las “omicas”.””!

2000
1500
1000
500
0
LS
NN23§§§

Figura 5.3.Publicaciones sobre azidas organicas. Fuente: Scopus.
5.1.1 AZIDAS ALILICAS Y EL REARDENAMIENTO SIGMATROPICO: HISTORIA Y

ESTADO DEL ARTE.

Dadas sus caracteristicas Unicas, los isoprenoles se enmarcan en el concepto de

estructura privilegiada. El sustento de este clasificacién no sélo se encuentra en la enorme
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diversidad y biodisponibilidad, sino también en la gran cantidad de principios activos en
donde el motivo isoprenilo se haya presente.

Se denominan isoprenilazidas al producto de sustitucidn del alcohol de los isoprenos
por un grupo azido. Estos compuestos, dada la particularidad de poseer el grupo azido en
una posicién alilica, son capaces de producir espontdaneamente una reorganizacién
estructural. En 1960 Young y colaboradores informaron el reordenamiento [3,3]-
sigmatropico de azidas alilicas (conocido como rearreglo de Winstein).[5'8] Los autores
lograron observar que las azidas alilicas coexisten como una mezcla regioisomérica que se
interconvierte rdpidamente a temperatura ambiente (Figura 5.4). Posteriormente,
VanderWerf y Heasley informaron que las azidas alilicas terciarias y secundarias se
reordenan mas rapido que las primarias;[5'9] siendo el regioisémero con el alqueno mas
sustituido el termodindmicamente favorecido.

Si bien esta reaccién presenta caracteristicas que la hacen sumamente atractiva, son
escasos los reportes en donde se usan este tipo de compuestos. Esto se debe principalmente
a que se requiere controlar la relacién de los regioisémeros de la azida para que sean utiles

sintéticamente. Esta dificultad depende en general de las caracteristicas sustrato.””*%

t
AR AR

Ns =N Ns, -N
N N

ﬁﬁN/\/LR N—\\N{IL\R ~ R
—N= N=N= ©®

Azida alilica primaria Trans Azida Alilica terciaria Azida alilica primaria Cis

Figura 5.4.Reordenamiento de Winstein de azidas alilicas

Estudios experimentales y tedricos han aportado evidencias que apoyarian que el
reordenamiento de las azidas alilicas transcurre a través de un mecanismo periciclico
concertado. En estudios tedricos ab initio de estos compuestos utilizando la teoria de
densidad funcional (DFT, por sus siglas en inglés) han mostrado que el reordenamiento
procede a través de un estado de transicién de media silla.l>1Y
Ante este universo poco explorado, resulté de interés estudiar el equilibrio de las

isoprenilazidas con el objeto de poder regular los factores que gobiernan el mismo. Es por

eso que nos propusimos estudiar el reordenamiento [3,3]-sigmatrdpico e indagar en el uso

Pagina 69



VA

)
— CAPITULO 5: ISOPRENILAZIDAS E ISOPRENILTRIAZOLES EEZ]

de las isoprenil azidas en reacciones de cicloadicidon. En este capitulo se detallaran los
estudios de un sistema que contiene en su estructura a un motivo privilegiado (isoprenilos)
para generar una herramienta sintética de enorme utilidad, modularidad, versatilidad y
potencialidad para la preparacién de nuevos farmacos en quimica medicinal. Una vez
generada esa herramienta, describiremos la preparacion de colecciones de nuevas entidades
quimicas en la busqueda de fdrmacos contra enfermedades tropicales desatendidas.
Finalmente se describen los ensayos de actividad bioldgica contra los agentes etioldgicos y
los estudios tendientes a validad su mecanismo de accidn. La Figura 5.5 ilustra la estrategia
de trabajo.

Generacion de

quimioteca con -
potencial accién '
contra ETDs
[ ) /
Ensayos in vitro 'y

estudios de
mecanismo de
accién moleculares

Sintesis de azidas

alilicas y estudios

del reordamiento
de Winstein

Reactividad
diferencial de la
mezcla de alilazidas

Figura 5.5.Estudio y aplicacién de isopenil azidas.

5.2 SINTESIS QUIMICA DE AZIDAS ORGANICAS

Sintesis de azidas Generacion de
alilicas y estudios quimioteca con
del reordamiento potencial accion
de Winstein contra ETDs
o o o /
Reactividad Ensayos in vitroy
diferencial de la estudios de
mezcla de alilazidas mecanismo de

accion moleculares

En afios recientes se han reportado numerosos protocolos para preparar azidas
alilicas por sintesis quimica a partir de bromuros o alcoholes.P*>21 sin embargo, los
halogenuros alilicos son especies muy reactivas y tienden a descomponerse. Para
salvaguardar esa problematica, las alilazidas fueron preparadas utilizando un protocolo
modificado de una reaccion de Mitsunobu (reaccion de Thompson) a partir de los

correspondientes alcoholes alilicos, por tratamiento con difenilfosforilazida (DPPA, por sus
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siglas en inglés) y 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU).’?? Los isoprenoles seleccionados
como material de partida fueron el prenol, el E-geraniol, el E,E-farnesol y el E,E,E-
geranilgeraniol.

Los productos preparados (IA-1 a IA-11) a partir de los alcoholes isoprenilicos fueron
sintetizados con un rendimiento promedio del 87% y estdn formados por una mezcla de
regioisdmeros que se interconvierten rapidamente a temperatura ambiente (Esquema 5.1).
En la Tabla 5.1 se detallan los rendimientos, la relacion de regioisémeros y la nomenclatura

de cada estructura.

DPPA

HO N;
n  Tolueno n N3
1a-d -
l\l\\
n=0,1,2y3 N O

N |
o)
©/ = DPPA

Esquema 5.1. Sintesis de las azidas alilicas a partir de los alcoholes correspondientes. En el
caso de la prenil azida, Unicamente se obtiene un regioisémero primario.

Tabla 5.1. Rendimientos y relacidn de isémeros

Entrada Azida Rendimiento Primaria E Primaria Z Terciaria
(Proporcion)  (Proporcion)  (Proporcion)

Isoprenil IA-1 1A-2

1 49
azida 84% (88% unico isémero) (12%)
IA-3 IA-4 IA-5

2 il azi 79
Geranil azida 87% (55%) (34%) (11%)
Farnesil 0 I1A-6 IA-7 1A-8
3 azida 85% (53%) (36%) (11%)
4 Ger.aml. 92% 1A-9 1A-10 IA-11
Geranil azida (54%) (35%) (11%)

5.3 ESTUDIOS EXPERIMENTALES Y TEORICOS DE LA COMPOSICION EN EL
EQUILIBRIO DE AZIDAS ALILICAS.

Una vez preparadas las azidas isoprenilicas, mediante RMN de 'H se dilucidé la

composicion del equilibrio de los isémeros a temperatura ambiente. Con el fin de clarificar la
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metodologia empleada, ejemplificaremos la sistematica utilizada con la mezcla de azidas
preparadas a partir del geraniol. En la Figura 5.6, se ilustran las estructuras de la mezcla
inseparable cromatograficamente de estas azidas monoterpénicas: geranilazida (IA-3),

nerilazida (IA-4) y linaloilazida (1A-5).

10 3 10

1A-4

Figura 5.6.Mezcla de azidas monoterpénicas

En la Figura 5.7 se observa el espectro de RMN de 'H de esta mezcla. La ventana
espectral correspondiente a la zona de protones olefinicos es la que confiere identidad para
resolver la composicién de la mezcla en equilibrio dindmico. Las 3 estructuras comparten
una misma sefial en ese rango del espectro y es la correspondiente al protén olefinico en C7.
Esta sefial corresponde al multiplete en 5,09 ppm y es la que se tomard como patrén
referencial, integrando para 1 protén. Por otro lado, la sefial correspondiente al sistema de
doble de doblete en 5,78 ppm es asignable al protdn olefinico del carbono 2 del doble enlace
terminal de la linaloilazida 1A-5. Este nucleo es perturbado por la polarizacidon provocada por
los protones olefinicos terminales, dando origen a los dos acoplamientos escalares de esta
sefial. El >J= 17,3 Hz es caracteristico para acoplamientos trans, mientras que el */= 10,3 Hz
pertenece al acoplamiento cis. De la misma manera el sistema AB de dos dobles dobletes en
5,20 ppm corresponde a los protones olefinicos terminales de esa azida (mismas constantes
de acoplamiento escalar). En comparacion con la sefial patrén, se observa que esta azida IA-
5 se encuentra en relacién 1:9 en la mezcla. Debido a que estructuralmente este compuesto
presenta el alqueno menos sustituido, era de esperarse que esté termodinamica

desfavorecida con respecto a IA-3 e IA-4 y se encuentre en menor proporcién en la mezcla.
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Figura 5.7.Espectro de RMN de 1H de la mezcla IA-3, IA-4 e IA-5.

Para resolver la composicién de la mezcla entre las azidas primarias se realizaron
experimentos de efecto nuclear Overhauser (enQ), irradiando selectivamente el protén
olefinico ubicado en el carbono B (C2) a la azida. La sefal asignable a ese protén
corresponde al triplete ubicado en 5,33 ppm (Figura 5.8).

Como este protén esta ubicado a mas de tres enlaces en relacion a los protones del
grupo metilo de la unidad isopreno que contiene a la azida, las interacciones escalares entre
estos protones es despreciable, por lo que la transferencia de energia en el fenémeno de
relajacion de los espines excitados es muy deficiente entre ellos. De haber interaccion (sefial
del espectro enO positiva) entre estos protones, se deberdn a interacciones en el espacio,
producidas por la proximidad entre ellos. Un arreglo cis es la Unica configuracién posible
para que estos protones se encuentren lo suficientemente cerca y haya transferencia de
energia.

Los experimentos de enO irradiando la sefial en 5,33 ppm mostraron efecto positivo

sobre el singlete ubicado en 1,79 ppm. Esta senal es asignable al metilo de la estructura I1A-4.
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Integrando con la sefial tomada como patréon fue posible determinar la proporcién en el

equilibrio de los regioisémeros en la mezcla.

* ™, H
H —C-H
N3 —
enO no enO
observado observable
1A-3 1A-4
M_MU\ ~ . L

T 1
C.5 popm

T T T T T T T T T T T T T T T T
6.9 v.0 .5 i.u €.y 6.0 3.9 5.0 1.3 1.0 3.3 3.c z.5 2.C 1.9 1.0 0.9 J.L

Figura 5.8.Espectros de enO sobre la mezcla de azidas alilicas.

Figura 5.9.1zquierda: Composicidn del equilibrio de las azidas terpénicas a temperatura
ambiente. Derecha: Espectro de RMN de 'H de la geranilazida.
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En conclusién, a temperatura ambiente los compuestos mayoritarios de esta mezcla
son las alil-azidas primarias (89%) frente a las alil-azida terciaria (11%). En cuanto a la
constitucién de las alil-azidas primarias, la mezcla estda compuesta por un 55% del isémero E
contra un 34% del isémero Z (Relacién 6:4 entre ellas, Figura 5.9).

Experimentalmente, se observa que la relacién de equilibrio es independiente del
numero de unidades isoprénicas (de la prenilazida a la geranilgeranilazida). Quedaba
entonces demostrar si esta independencia era extrapolable a la regioisomeria del alcohol de
partida. Para corroborar dicha presuncién, exploramos la sintesis de azidas monoterpénicas
utilizado nerol y linanalool en lugar de geraniol. Luego de la etapa de sintesis y purificacion
volvimos a obtener las misma relacion de isémeros (Esquema 5.2, 5 geranilazida : 3
nerilazida : 1 linaloilazida). Este resultado demostré que no seria necesario partir de
regioisdbmeros puros, pudiendo utilizar mezclas de alcoholes isoprenilicos para obtener los

productos, lo que se traduce en una importante reduccion de costos.

\/M
M HOM on
HO Nerol

Geraniol Linalool

| |

N3 Ns

55% Isomero E (I1A-3)
34% Isomero Z (I1A-4)

11% (IA-5)

Esquema 5.2. Sintesis de la mezcla partiendo de Nerol, Geraniol 6 Linalool.

Finalizados estos estudios se hacia necesario racionalizar el comportamiento
experimental observado, habida cuenta que no existe antecedentes en la literatura de
estudio tedricos de azidas terpénicas. Para lograr tal cometido era necesario hacer uso de la
quimica computacional.

La quimica computacional es una rama de la quimica que utiliza algoritmos
especificos para ayudar a resolver problemas quimicos. Los resultados aportados por la
guimica tedrica, provienen de software determinados que permiten calcular las propiedades
de moléculas. Mientras sus resultados normalmente complementan la informacion obtenida

en experimentos quimicos pueden, en algunos casos, predecir fendmenos quimicos no
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observados a la fecha. Por este motivo, la quimica computacional es una disciplina
ampliamente utilizada para el disefio de nuevos medicamentos y materiales.

Citando ejemplos de propiedades moleculares que son factibles de alcanzar en forma
tedrica mediante el uso de la quimica computacional, se pueden mencionar a energias
absolutas vy relativas, distribuciones de cargas electrdnicas, dipolos eléctricos y momentos
multipolares superiores, frecuencias vibratorias, reactividades, fendmenos espectrales y
secciones eficaces para la colisidn con otras particulas.

Los métodos empleados cubren situaciones estaticas y dinamicas. En todos los casos,
el tiempo de calculo aumenta rdpidamente a medida que el tamafio del sistema estudiado
crece, sobre todo cuando se incrementan el nimero de atomos pesados. Este sistema puede
ser una molécula simple, un grupo de éstas o un cuerpo sélido. Estos métodos, por lo tanto,
se basan en teorias que van desde la alta precisidén, apropiados para pequefios sistemas, a
una buena aproximacién, utilizadas para grandes sistemas y en la biologia. Los métodos mas
precisos son llamados ab initio, los cuales estan basados totalmente en la teoria de los
primeros principios. Los menos precisos son los empiricos o semi-empiricos, debido a que
son obtenidos a partir de resultados experimentales, a menudo de atomos o moléculas
relacionadas utilizadas en conjunto con la teoria.

Se partidé entonces de la mezcla de isdmeros del geraniol (IA-3 a IA-5). Esta mezcla
fue utilizada como modelo de estudio para realizar los cdlculos computacionales, debido a
gue constituye la isoprenil azida de menor tamafio que posee todos los ismeros presentes
en el equilibrio, permitiendo bajar los posibles costos de calculos. Todos los calculos ab initio
fueron realizados con el paquete de programas Gaussian 03.2% E| funcional hibrido
B3LYPP2% 521 gp conjunto con la base 6-3lG(d)[5'26] fue el utilizado para realizar los calculos
para cada conféormero (esterecisémeros formados por rotacidon de enlaces simples) en su
punto estacionario en fase gaseosa. La depuracién de los conférmeros de cada isémero fue
resuelta por una busqueda conformacional a nivel de mecdnica molecular (con un campo de
fuerza MM+). Los célculos de frecuencia se utilizaron para caracterizar los minimos. Todas
las reacciones, las entalpias de formacion y las entalpias de activacidon reportados fueron
corregidos a la energia de punto cero (ZPE, por sus siglas en inglés) con frecuencias sin

escala. Calculos de coordenadas de reaccion intrinsecos (IRC, por sus siglas en inglés) fueron
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utilizados para confirmar las conexiones entre los reactantes, los productos y los estados de
transicion.

El escenario mecanistico derivado computacionalmente pone de relieve la
correspondencia directa con los resultados experimentales, demostrando la robustez del
método y el modelo seleccionado. Los valores de diferencia de energia libre de Gibbs en fase
gas obtenidos para cada isomero presente en la mezcla tienen reciprocidad con lo
observado. El AG* de la linaloil azida (IA-5) es 3,50 kcal/mol mas grande que la
correspondiente geranilazida (IA-3), el is6mero energéticamente mas estable. Por otro lado,
la nerilazida (1A-4) difiere con la geranilazida en 0,54 kcal/mol, explicando el sutil predominio

del isémero E sobre el isémero Z (Figura 5.10).

I1A-3

1A-4
AG* = 0,54 keal/mol AG* = 0 keal/mol
|
1A-5 1,144A
AG* = 3,50 keal/mol
Figura 5.10. Calculos de las diferencias de energia libre de Gibbs entre los

componentes de la mezcla de alilazidas.

Los valores de angulos de enlaces N1-N2-N3 y C1-N1-N2, asi como las longitudes de
enlaces C1-N1, N1-N2y N2-N3 y el angulo diedro C1-N1-N2-N3 tienen valores analogos con

5271 con el uso

los valores tedricos y experimentales reportados por Chen y Wang,
azidometilo y la ziduvidina (Figura 5.1), sustentando nuevamente la solidez de nuestros

calculos (Tabla 5.2).
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Tabla5.2. Comparacion de los parametros estructurales entre los calculos realizados y los
valores reportados en la literatura

Parametros Estructurales Calculado Reportadol>27]
N1-N2 (A) 1,23 1,23
N2-N3 (A) 1,14 1,14
C1-N1 (A) 1,50 1,47
< N1-N2-N3 (°) 173,5 173,3
< C1-N1-N2 (°) 115,1 (116,3 terciaria) 116,1
< C1-N1-N2-N3 (°) 179,9 180,0

5.3.1 EXPANSION DEL SISTEMA EN ESTUDIO A SUSTRATOS AROMATICOS.

Como se describid en la introducciéon, compuestos aromadticos conteniendo
isoprenilos tienen la particularidad de ser interesantes principios activos. En esta direccion,
resultaba provechoso aplicar las herramientas generadas haciendo foco en la posibilidad de
preparar sintones de estructuras diversas. Siguiendo esa filosofia, nos propusimos preparar
las azidas 1A-12 a IA-17, inspirado en la mezcla de prenilazida (IA-1 e 1A-2), en el que se
sustituye uno de los metilos por un anillo aromatico, (IA-12 a IA-14) o se reemplaza por un

hidrégeno (1A-15 a 1A-17).

3 1A-1 :
IA-13 ©/%\ X “ : ©)\L IA-16
- N3 . N3 IA_2 - N3
H
% =
1A-14 N, Prenilazida Nj IA17

Reordenamiento sigmatropico [3,3]

Esquema 5.3. Diseno de las estructuras azidoisoprenil bencenos propuestas.
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Para sintetizar la mezcla de isémero 1A-12 a IA-14, se partid del reactivo comercial
acetofenona (lIA-18), al cual se le realizé una homologacién mediante una reacciéon de
Horner—Wadsworth—Emmons, utilizando trietilfosfonoacetato como reactivo. La eleccion de
ese fosfonato recae en la posibilidad de proveer el doble enlace con la estereoquimica
pretendida (E). Luego de 3 horas de reaccidn a temperatura ambiente se obtuvo el éster o, /-
insaturado 1A-19 (E:Z, 92:8) con un 60% de rendimiento. En un paso sintético posterior se
redujo el éster a,f-insaturado con LiAlH4, obteniendo el alcohol 1A-20 con un 80% de
rendimiento en 1 hora de reaccidn. En esta etapa, fue posible la separacidon cromatografica
del isémero de interés. Seguidamente se prepard la azida IA-12 utilizando la reaccion de

Thompson, con un 91% de rendimiento. (Esquema 5.4)

(0]
NN
—_— > >

1A-18 1A-19 1A-20 1A-12

a) Trietilfosfonoacetato, NaH, Dimetoxietano, 3h, TA, 60%; b) LiAIH,, THF, 1h, TA, 80%;
c) DPPA, DBU, Tolueno, 12h, 0°C =TA, 91%

Esquema 5.4. Sintesis de IA-12

Analizando el espectro de RMN de 'H del producto 1A-12 (Figura 5.11) podemos
observar la presencia de un multiplete en 7,42 ppm que integra para 2 protones y serian
asignados a los protones aromaticos en posicidén meta. El multiplete en 7,32 ppm que integra
para 3 protones corresponderia a los protones orto y para del sistema aromatico. En la zona
de protones olefinicos aparece una seiial a 5,88 ppm correspondiente a un doble triplete con
constante de acoplamiento 3)=6,7 Hz y #J)=1,3 Hz. Este sistema corresponderia de manera
inequivoca al Unico protén olefinico del sistema (en C8, Figura 5.11), acoplado con los
protones alilicos (C9) y con el metilo ubicado Trans. El cuatriplete en 3,99 ppm (*J=6,7 Hz),
gue integra para dos protones corresponde al metileno alililico. Finalmente la ultima sefal
pertenece a un doblete con %/=1,3 Hz ubicado a 2,12 ppm y que integra para 3 protones,
asignable al grupo metilo.

En resumen, en lugar de obtener la mezcla esperada se obtuvo un Unico producto,

cuya estereoquimica coincidia con la del alcohol de partida.
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Figura 5.11. Espectro de RMN de 'H de IA-12

Por otro lado, para la preparacién de la mezcla de 1A-15 a IA-17 se partio de cinamol,
que en las condiciones de Thompson provee la IA-15 en 12 horas con un 78% de

rendimiento (Esquema 5.5).

AN
©/\/\OH c ©/\/\N3
—

1A-21 1A-15

c) DPPA, DBU, Tolueno, 12h, 0°C™TA, 78%

Esquema 5.5. Sintesis de IA-15

Andlogamente a lo observado anteriormente, sélo se obtuvo la cinamilazida (IA-15)
como unico producto. IA-15 respeta la misma estereoquimica del cinamol 1A-21 utilizado
como material de partida, sin sufrir reordenamiento alguno.

El espectro de RMN de 'H (Figura 5.12) del producto IA-15 respalda esta observacion.
Un multiplete que integra para 5 protones en la zona baja y ubicado a 7,35 ppm es asignable

a los protones aromaticos del anillo. En 6,66 ppm aparece un sistema de doblete con un

Pagina 80



A

@ilune OB
= CAPITULO 5: ISOPRENILAZIDAS E ISOPRENILTRIAZOLES

3J=15,8 Hz. Este valor elevado de constante de acoplamiento entre protones es distintivo
para sistemas Trans de un alqueno y es asignable al protdén olefinico alfa al sistema
aromatico. El sistema de doble tripletes ubicado en 6,25 ppm con constantes de

TRANSj=15,7 Hz y *J= 6,6 Hz pertenecen al préton olefinico ubicado en el C-8 de

acoplamientos
la molécula. Por ultimo en 3,95 ppm aparece un doblete que integra para 2 protones y es

asociado al unico metileno de la molécula.

ik 6 7. 9
Y 1 NN
.r 5 8 3
2 4
3
J U_,.U' .l 'H { J o
EEN ¥
: ! 6 : 1 5 2 1 -
Figura 5.12. Espectro de RMN de 'H de 1A-15.

Estas dos evidencias experimentales sugieren que por razones estéreo-electrénicas
asociadas al anillo aromatico el reordenamiento [3,3] sigmatrépico de Winstein estaria
desfavorecido para este tipo de compuestos.

Un analisis exhaustivo de la literatura avalé estos resultados. En el afio 2013 Srinu y
Srihari sintetiza la o-hidroxi-cinamilazida primaria, partiendo del alcohol secundario.”?% sSin
embargo, los autores postulan que el mecanismo de la reaccién no involucra un

reordenamiento [3,3]-sigmatrdpico, sino que hay una activaciéon del alcohol bencilico

mediado por el trimetilsilil éter, con una consecuente adicion nucleofilica de la azida sobre la
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olefina y eliminacién simultanea el grupo trimetilsiloxilo a través de una migracién de doble

enlace (Esquema 5.6).

BF3Et,0
OH  BF3.Et,0 ¢OTMS
[ | E— 3
OH o oOR_ OH
™S Ns
1A-22 L i IA-23

Esquema 5.6. Reacciéon y mecanismo reportados por Srinu y Srihari

Con el fin de explicar estos comportamiento se hace necesario realizar un estudio
tedrico del sistema, para lo cual se tomd como base el trabajo reportado por Jabbari.>* En
sus estudios entre el 1-azido-2-buteno (IA-24, azida primaria) y el 3-azido-1-buteno (IA-25,
azida secundaria), la entalpia de activacion calculada es de 21,5 Kcal/mol y la diferencia de
estabilidad de 0,9 Kcal/mol entre los isdmeros. En cambio, cuando el reordenamiento se
produce entre 1-azido-3-metil-2-buteno (IA-1, azida primaria) y 3-azido-3,3-dimetil-1-buteno
(IA-2, azida terciaria), se requieren 22 Kcal/mol y la diferencia energética entre los dos
regioisdmeros aumenta a 2,4 kcal/mol. Es decir que la permutacion de un atomo de

hidrégeno por un grupo metilo en la estructura se traduce en un aumento de 1,5 kcal/mol

entre las diferencias energéticas de los isémeros secundario y terciario.

0= +
. 2.12 %2-10 _ N
P 2N 3 -— e)_g_g_i’ LSl )\/
IA-24 AG* = 0 kcal/mol Ea* = 21,5 kcal/mol TIA-25 AG* = 0,9 kcal/mol
D=5 ¥

3 Ao

IA-1 AG* = 0 kcal/mol Ea* = 22,0 kcal/mol IA-2 AG* = 2,4 kcal/mol

/k/\ 2'175 %2.16 N
t o > 3
S—

Figura 5.13. Reordenamiento sigmatropico entre alilazidas. Las distancias
internucleares estan expresadas en Angstrom.
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Prosiguiendo con la propuesta, se calculd el perfil energético de las estructuras
sintetizadas. El reemplazo del grupo metilo del compuesto IA-1 por un anillo aromatico (lA-
12) conduce a un aumento en el impedimento estérico. Adicionalmente, la estabilidad del
alqgueno al encontrarse en un sistema conjugado y el cambio en el efecto inductivo
desfavorecen termodindmicamente el reordenamiento [3,3]-sigmatrépico, elevando de 2,4 a
5,6 kcal/mol la diferencia energética. Sin embargo, el punto critico es que la barrera de
energia que el sistema debe vencer se eleva un 40% con respecto al equilibrio 1A-1/1A-2. No

permitiendo que ocurra el reordenamiento de Winstein a temperatura ambiente.

H —_— NCN\\N N
N T | A T

TA-1 AG* = 0 kcal/mol Ea* = 22,0 kcal/mol TA-2 AG* = 2,4 kcal/mol

/

N3

IR RRY -

Ny K=

TIA-12 AG* = 0 kcal/mol Ea* = 30,7 kcal/mol TA-14 AG* = 5,6 kcal/mol
Figura 5.14. Estudio mecanicista del reordenamiento de las moléculas sintetizadas.

En conclusion, la sustitucién de un metilo por un grupo aromatico impide estérica y

termodindmicamente que ocurra el reordenamiento [3,3]-sigmatrdpico.

5.4 REACTIVIDAD DE ISOPRENIL AZIDAS

Generacién de

guimioteca con

potencial accidn
contra ETDs

Sintesis de azidas

alilicas y estudios

del reordamiento
de Winstein

O O O O /
Reactividad Ensayos in vitro y

diferencial de la estudios de
mezcla de alilazidas mecanismo de
accion moleculares

Los estudios experimentales e in silico realizados sobre mezclas de azidas alilicas
permiten racionalizar el fendmeno de reordenamiento sobre este sistema particular. Sin

embargo, posicionar estos sintones como herramienta Util para la quimica medicinal
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requiere la generacion de estrategias sintéticas adecuadas para resolver las mezclas en

entidades moleculares de isomeria Unica.
5.4.1 CICLOADICIONES 1,3-DIPOLARES AZIDO-ALQUINO CATALIZADA POR Cu(I).

Con ese propdsito, el siguiente paso fue explorar la reactividad de estas mezclas de
isoprenil azidas en distintas reacciones. En particular se estudiaron reacciones de
cicloadicion 1,3-dipolares. Estas reacciones constituyen una poderosa herramienta sintética
debido a sus multiples aplicaciones, tanto en sintesis orgdnica, como en las ciencias
biomédicas o de los materiales.>?® > Estas reacciones se han establecido como un método
general para la sintesis de heterociclos de cinco miembros. Su importancia e interés en
guimica organica sintética se debe al amplio rango de 1,3-dipolos y dipolardfilos utilizables,
las diferentes regio y estereoselectividad que se pueden obtener, las variadas condiciones de
reaccidon y reactivos existentes y la posibilidad de realizar ulteriores transformaciones
permitiendo obtener heterociclos altamente funcionalizados.

En particular, la cicloadicién 1,3-dipolar entre alquinos y azidas, denominada reaccién
de Huisgen,®% ha sido la forma mas efectiva para preparar 1,2,3-triazoles. En estas
reacciones, que se llevan a cabo bajo condiciones térmicas, el grupo azido constituye el
dipolo y el alquino actia como dipolaréfilo. Cabe aclarar que las azidas orgdnicas son
termodindmicamente inestables y se descomponen, pero factores cinéticos permiten que
permanezcan practicamente inertes hasta reaccionar con un dipolardfilo adecuado. Esta
estabilidad cinética es la responsable de la baja velocidad de reaccidén en las cicloadiciones
entre azidas y alquinos, por lo que se requieren elevadas temperaturas y largos tiempos de
reaccidn, obteniéndose en la mayoria de los casos mezclas de los dos posibles triazoles
regioisoméricos 1,4 y 1,5-disustituidos (Figura 5.15). Recientemente, Meldal®™?! y

¢ desarrollaron en forma independiente reacciones de cicloadiciones 1,3-

Sharpless[S'
dipolares catalizadas por Cu(l), incrementando no sélo la velocidad de reaccién sino también

la regioselectividad de la cicloadicion, obteniendo exclusivamente el regioisémero 1,4.

R N, R N, TN
L Nt = dRin, R
— | —-— — N3 —» \—/
R2 R2 R2
Figura 5.15. Reacciones de cicloadicidn 1,3-dipolares entre azidas y alquinos
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Las extraordinarias caracteristicas que posee esta reaccién de cicloadicién han
determinado que sea considerada como el paradigma de las reacciones encuadradas dentro

531 Este concepto

del nuevo concepto de “click chemistry”, establecido por Sharpless.
incluye reacciones que deben poseer una amplia aplicabilidad, elevada eficiencia tanto en
términos de conversién, como de selectividad y que transcurran en condiciones suaves. Si
bien se han publicado diversos trabajos con nuevas condiciones de cicloadicidn entre azidas
y alquinos libres de catalizadores de Cu(l), la velocidad de estas reacciones sigue siendo lenta
y con regioselectividad impredecible, con lo cual la versién catalitica continda siendo la
mejor opcién.>3% >3]

En cuanto al mecanismo de reaccion involucrado, si bien la cicloadicidén térmica de
alquinos y azidas ocurre de manera concertada, para la reaccién catalizada por Cu(l) el
mecanismo postulado en un primer momento fue por etapas fundamentado en estudios

5341 o] cual suponia la formacidn inicial de un complejo de acetiluro de

tedricos y cinéticos,
Cu(l) por coordinacion del iédn metdlico con el alquino, seguido de la adicidon sobre el grupo
azido para dar el correspondiente 1,2,3-triazol. Sin embargo, estudios recientes mediante
experimentos cinéticos, estructurales y energéticos ha permitido generar un nuevo modelo.
Estos resultados sugieren que en primer término la coordinacién entre la azida y el acetiluro
no necesariamente dependeria de un Unico dtomo de cobre. Se produciria entonces la
formacién de agregados de cobre, que favorecerian la coordinacién por formacion y
mantenimiento de un estado de transicion de 6 miembros entre la azida terminal y el
carbono secundario cargado positivamente del acetiluro. Existen dos modelos de

5351 el modelo propuesto inicialmente, que no explica los resultados

intermediarios,
experimentales de cinética de segundo orden del Cu(l) ni las evidencias estructurales
observadas y el modelo moderno (Figura 5.16) que es consistente con la mayoria de los
estos datos. El mecanismo continda luego con una contraccién del anillo de 6 miembros
dando lugar al triazol, que continlda interaccionando con un cluster de cobre, para luego

tomar un grupo electréfilo (como por ejemplo un protén) del medio, desprenderse del

agregado de Cu(l) que vuelve al ciclo y liberar el 1,2,3-triazol.
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Figura 5.16. Mecanismo postulado de la cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cu(l)

El interés en la sintesis eficiente y regioselectiva de 1,2,3-triazoles a través de las
reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar se ha multiplicado en los ultimos afios y continda
incrementandose, debido principalmente a que permiten el acceso a la construccion de
diferentes heterociclos funcionalizados con probada actividad biolégica y a las importantes
aplicaciones en la industria, la agricultura y en la biotecnologia.

Con estos precedentes decidimos utilizar el protocolo descripto por Sharpless para
preparar 1,2,3-triazoles-1,4-disustituidos. Las mezclas de azidas utilizadas fueron las
provenientes de la prenilazida, geranilazida, farnesilazida y geranilgeranilazida. El alquino
modelo fue el propiolato de metilo. Se utilizaron CuSO, como fuente de cobre y ascorbato de

sodio como reductor.

i CUSO4 W
NaAscorbato @)
\0)\% _|_ N3/L%/\\/Q\/k>n / '/\l n
N=N

8 Horas —0
TA n=0,1,2y3

Esquema 5.7. Sintesis de triazoles terpénicos. Condiciones de reaccion y tabla con
compuestos y rendimientos.
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Tabla 5.3. Rendimiento de triazoles preparados por sintesis.

Entrada Producto n= Rendimiento
1 Triazol-1 0 70%
2 Triazol-2 (E) y Triazol-3 (2) 1 86%
3 Triazol-4 (E) y Triazol-5 (2) 2 72%
4 Triazol-6 (E) y Triazol-7 (2) 3 70%

Fokin y Sharpless realizaron en el afio 2005 un exhaustivo estudio de la reactividad
diferencial de las azidas alilicas en condiciones de cicloadiciones 1,3-dipolares con alquinos,
demostrando que en presencia del equilibrio dinamico de las alilazidas, sélo las azidas

5361 Afin con estos resultados, de los tres productos potenciales

primarias reaccionan.
(generados a partir de los dos isémeros de la azida primaria y por la azida terciaria), sélo se

obtienen los compuestos provenientes de la mezcla de azidas primarias (Esquema 5.8)

O

< : !

OJ\I < W) :

X % = |

— — > >\\(/\'/\l n oo

N3 n ,—0 N=N :

| P |

: = :

_ > > e !

R ;

N; 7O . N l
W) _N N

N n N=

n=0,1,2y3 o

Esquema 5.8. Modulacién de la ciclacién 1,3-dipolar de Huisgen hacia alilazidas primarias.

Este hecho es evidenciado por la falta de sefales de protones olefinicos del grupo
vinilo caracteristicos de la azida terciaria en el espectro de RMN de 'H de los compuestos sin

purificar (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Espectro de RMN de 1H de la muestra sin resolver de Triazol-6/Triazol-
7.

Sin embargo, la naturaleza quimica de estas moléculas permite resolver
cromatograficamente los regioisdmeros. Este hecho de vital importancia para el progreso de
nuestra estrategia sienta las bases para desarrollar nuevas entidades moleculares
farmacoldgicamente activas. Cabe destacar que en una Unica reaccidn una mezcla de 3
isdmeros permitiria producir potencialmente dos productos cromatograficamente
separables.

La sefial caracteristica en RMN de *H de estos compuestos se halla en campos bajos y
es asignable al protdon del anillo triazol (8,03 ppm y 8,02 ppm, en este caso). Debido a la
semejanza del entorno quimico de los protones del Triazol-6 y el Triazol-7, los
desplazamientos quimicos de las sefiales no son lo suficientemente distintos y aparecen
solapados. Las metodologias utilizadas para calcular la relacién de productos E (Triazol-6) y Z
(Triazol-7) se centraron en técnicas de deconvolucion espectral de los espectros de RMN de
'H (Figura 5.18) y cromatografia gaseosa acoplada a masa (CG-MS) previa a la resolucién

cromatografica de la mezcla de los dos regioisémeros.
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Previamente a la resolucion cromatografica
Deconvolucion espectral

60% isomero E
40% isémero Z

4.02

S e\
:’ oo \\
,’I o 0o ‘\
,,' "\r_-". ‘\‘
| \ Posterior a la resolucion
; : cromatografica
! ' Regioisémeros puros Triazol-6
5 ; — | 59,7% (E)
:I |: T
| . B 7
l'. _.lll ', il -
R - T 7
~- | Triazol-7
™ | 40,3% (2)
P
] T
Figura 5.18. Calculos de la relacidon de regioisdmeros previo y posterior a la

resolucién cromatografica.

En la Figura 5.19 se muestras los cromatogramas de CG-MS de los compuestos
Triazol-2 y Triazol-3 (panel de la izquierda) y Triazol-4 y Triazol-5 (panel de la derecha).
Como se puede observar la composicion de las mezclas es similar en los dos casos no
habiendo picos adicionales asignables al producto de la azida terciaria. La asignacién
inequivoca de las sefales se realizd con estandares puros de los dos isémeros,
determindndose fehacientemente la regioquimica del doble enlace mediante experimentos
enO de modo similar al descripto para las azidas ioprénicas. El andlisis de la composicion de
los isdmeros en las azidas revela que la geranil azida tiene una relacion Z/E de 38:62, siendo
para la farnesil azida de 40:60. Si se compara con los valores obtenidos para los triazoles se

observa que no ha habido un cambio significativo en la relacién Z/E.
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Figura 5.19.
(panel izquierdo) y compuestos Triazol-4 e Triazol-5 (panel derecho).

Cromatograma de CG-MS de los compuestos Triazol-2 e Triazol-3

En base a todos los datos recabados, se puede concluir en forma fehaciente que la
azida terciaria se equilibra rapidamente a las primarias y esta son las que reaccionan con el
alquino. En conclusién ha sido posible demostrar que la cicloadiciéon 1,3-dipolar entre
alquinos y azidas alilicas es una herramienta poderosa en la generacidn de productos
isoprenilados de distinta regioquimica que se fundamenta en la accesibilidad de su

separacion cromatografica.
5.4.2 CICLOADICION TERMICA INTRAMOLECULAR DE ISOPRENILAZIDAS

En condiciones térmicas es posible preparar triazoles 1,4-disustituidos y 1,5-
disustituidos. Estos diferentes patrones de sustitucion permiten introducir diversidad
estructural en una misma reaccidn. Si esa misma premisa es extrapolada al sistema de azidas
alilicas, potencialmente se podria duplicar el nimero de estructuras preparadas sin
modificar el nUmero de reacciones, comparados con las cicloadiciones catalizadas por Cu(l)

(Figura 5.20).
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Figura 5.20. Potenciales productos de cicloadicion térmica dipolar.
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Con el fin de comprobar esta hipétesis se ensayé la cicloadicién térmica de la mezcla
de azidas alilicas sesquiterpénicas (1A-6, IA-7 e IA-8) con propiolato de metilo en benceno a
reflujo. La reaccidn cursd hasta desaparicion del material de partida y una vez finalizada se
purificd el producto obtenido encontrado que los datos espectroscépicos no coincidian con
los esperados. Una hipodtesis preliminar fue que debido a la volatilidad del propiolato de
metilo durante el curso de la reacciéon se podria estar evaporando, siendo el producto
obtenido el formado por la descomposicién de la azida. Con el fin de salvaguardar este
problema, permutamos el propiolato de metilo por decino, un alquino de mayor punto de
ebullicion (174 °C). Sin embargo finalizada la reaccién y purificados los productos obtenidos
se encontré que se recuperaba el decino y se obtenia otro producto que poseia
caracteristicas espectroscépicas coincidentes que el sintetizado en la reaccién con propiolato
de metilo.

En base a estos resultados experimentales, consideramos posible que ese producto
provendria de una reaccion intrinseca de la mezcla de azidas alilicas. Bajo esta premisa, el
alquino no reaccionaria y por lo tanto es posible recuperarlo en la etapa de purificacion.

El paso légico fue minimizar el sistema a la dilucidn de la mezcla de farnesilazidas en
benceno vy llevar la solucion a reflujo del solvente en atmdsfera de nitrégeno. El producto
obtenido tenia nuevamente el mismo patrén de sefiales espectroscopicas que los productos

anteriores (Esquema 5.9).

0]

~

OJ\\\ Producto de reaccién de
_ _ la mezcla de azidas alilicas

N3 5 Benceno, reflujo, 12 h

p />2 /\/\/\/\

Benceno, reflujo, 12 h

W) N T )L\JMT"\;"Hdii
N 2 -

Benceno, reflujo, 12 h

Esquema 5.9. Reaccion térmica de la mezcla de farnesilazidas en presencia y ausencia de
alquinos. El producto obtenido por todos los caminos es el mismo.
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Dilucidar la estructura del producto requirié un profundo estudio espectroscopico.
Finalmente se logré esclarecer que el producto furtivo se trataba de una imina ciclica (Figura

5.21).

5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 5.21. Espectro de RMN 'H de la cicloadicién térmica de la mezcla de
farnesilazidas.

Las sefales caracteristicas de este producto es el doble doblete en 5,96 ppm que
integra para 1 protdn con constantes de acoplamientos 3Jirans= 17,1 Hz y 3= 10,4 Hz
asignable al protén vinilico ubicado en C-6. El solapamiento de sefales entre 5,12 y 5,01 ppm
engloba a los protones olefinicos de la unidad isoprénica (C-11) y a uno de los protones
olefinicos terminales. La sefial en 4,94 ppm correspondiente a un sistema de doblete con
*Jis= 10,0 Hz corresponde al restante protdn olefinico terminal. El metilo unido a la pirrolina
(C-5) aparece como un tipo singlete en 1,31 ppm, en cambio el metilo C-15 aparece como un
doblete en 1,12 ppm con >J= 6,9 Hz, acoplado con el protén ubicado en C-8, que aparece
como un multiplete en 2,58 ppm. Finalmente, los singletes a 1,67 y 1,58 ppm pueden ser
asignados a los metilos C-13 y C-14, respectivamente.

La generacion de este producto puede explicarse exclusivamente por la formacién de

un intermediario triazolina a partir de la azida alilica terciaria. En esta reaccién de ciclacién
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térmica, el grupo azida reacciona intramolecularmente con el doble enlace rico en
electrones que posee una distribucidon espacial propicia. En un segundo evento, la triazolina
sufre una extrusion de una molécula de nitrégeno y un posterior reordenamiento, para
genera la imina ciclica. Se experimentaron diferentes condiciones de reaccién variando
temperatura y presion (con agregado de nitrégeno gaseoso), aun asi no se pudo detectar la
triazolina intermediaria, obteniendo siempre la imina ciclica. Se encuentra reportado en la

literatura que las 1,2,3-triazolinas son compuestos inestables y tienden a

descomponerse.[5'37]
W)
N 2
Triazolina Imina ciclica
Esquema 5.10. Reaccidn de cicloadiciéon intramolecular de la farnesil azida.

En este nuevo escenario logramos de manera inédita encuadrar la modulacién de la
reactividad de la mezcla hacia alilazidas terciarias. Este valioso hecho permite que podamos
en forma selectiva hacer reaccionar uno de los componentes de la mezcla, de acuerdo a las
necesidades sintéticas que se requieran.

Extendiendo la reaccién a las otras mezclas preparadas, pudimos sintetizar un total
de 3 iminas ciclicas, segun se ilustra en la Tabla 5.4. Como era de esperar, no hubo reaccién
cuando la mezcla utilizada es la proveniente de las azidas IA-1 e IA-2, puesto que
estructuralmente no hay una distribucién espacial adecuada para que ocurra el evento de

ciclaciéon intramolecular.

Tabla 5.4.
Entrada Mezcla de Azidas Rendimiento Imina ciclica
Isoprenil azida .
1 (IA-1 e 1A-2) NR Imina-1A-2
5 Geranil azida 61% Imina-IA-5

(1A-3, 1A4 e |1A-5)

Farnesil azida . -
’ (IA-6, IA7 e IA-8) Al Imina-1A-8

Geranil Geranil azida
4 7 [0) . _ -11
(IA-9, IA10 e IA-11) 8% Imina-1A
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En forma paralela se ensayaron condiciones de reaccidén asistida por microondas a
temperatura constante de 150 °C en tolueno. En esas condiciones se logran disminuir los
tiempos de reacciéon de 12 horas a 20 minutos y aumentar el rendimiento de 80% a
cuantitativo.

En un intento por comprender el mecanismo de esta reaccion, decidimos hacer dos
abordajes complementarios. Por un lado realizar determinaciones cinéticas de la reaccién y
por otro lado una aproximacion tedrica para justificar la naturaleza de los productos
obtenidos.

54.2.1 DETERMINACION DE LA CINETICA DE LA REACCION DE CICLOADICION TERMICA
INTRAMOLECULAR DE LAS FARNESIL AZIDAS.

El uso de la espectroscopia de RMN de H para determinar el curso de una reaccion
es ampliamente difundido. En ese contexto, para completar los estudios de la reaccién de
ciclacion térmica intramolecular se llevé a cabo un experimento de seguimiento en el tiempo
(timecourse). El disefio experimental consiste en adquirir espectros de RMN de 'H cada 60
minutos en DMSO-d6, solvente polar de un punto de ebullicién alto y una ventana espectral
que no interfiere con la sefiales de los reactivos y productos.

Como se aprecia en la Figura 5.22, Unicamente la azida terciaria reacciona
(desaparicion de la sefiales de protones olefinicos del grupo vinilo caracteristicos de la azida
terciaria en la ventana espectral comprendida entre 6,0 y 5,5 ppm), mientras que la mezcla
de azidas primarias mantiene la relacién E/Z presentes en el material de partida. En ningun

momento se observaron sefiales atribuibles a la triazolina intermediaria.
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Mantiene la proporcion E/Z
(se observa en zona de
campos altos, no visible en

esta ventana espectral)

Desaparicion de la £
senal

- -
o

Figura 5.22.

La reaccidén entonces transcurre en dos pasos discretos, como se observa en el
Esquema 5.11.

a) Timecourse de la ciclacién térmica intramolecular de la mezcla de
farnesilazidas; b) Expansion en el area de los protones olefinicos (4,5 ppm a 6,5 ppm).
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W\)
N3
Triazolina Imina ciclica

Azida
Ecuacidn de formacién de la imina ciclica.

Esquema 5.11.
Una explicacidon plausible de la imposibilidad de aislar el intermediario triazolina es
gue el paso limitante de la velocidad sea la formacion de este intermediario. Entonces, bajo
ese modelo, una vez que ocurre el evento de choque efectivo entre el nitrégeno distal de la

azida y el doble enlace rico en electrones con la disposicion espacial éptima y la energia
necesaria, se forma el intermediario biciclico. Este sistema tiene considerablemente menos

grados de libertad lo que facilitaria la estruccion de una molécula de nitrégeno (fuerza

motriz de la reaccion) y el reordenamiento para formar la imina ciclica. En definitiva, son las
restricciones estéricas del biciclo frente al sistema terpénico lineal las que favorece un

aumento en la velocidad de reaccién de la segunda reaccidn, frente a la primera (k;<k,). En

ese contexto, segun las aproximaciones del estado estacionario la concentracion de un
intermediario en un sistema en evolucién tenderian a cero.
El perfil cinético obtenido a partir del experimento de seguimiento en el tiempo, en

donde se observa el consumo del reactante farnesilazida en funcién del tiempo de reaccion,

es el que se muestra a continuacion.
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Figura 5.23. Consumo del reactante en funcién del tiempo

Calculos preliminares sugieren que la reaccién es de orden 1,5 (Figura 5.24), sin
embargo se requieren repetir estos experimentos de timecourse para que la conclusidn sea

estadisticamente significativa.

& * T 100 - 10000 +
s + vE }1:505;6—3761556 - /'(‘/ e o *
gis ‘\ é 60 ‘),W/’/' é 6000 s * '
EB s %An S %mnn st
B s r ’,((
= .\ 2 = Zf 3240 2000 ’/ VS 1 42
. b\ . =0.9%08 , / =0.9644
‘\Kﬁ [ 5 10 15 20 o 5 10 15 20
e Tiempo (horas) Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Reacci6n Orden 1 Reaccion Orden 1,5 Reaccién Orden 2
2
R = 0,9636 R” = 0,9909 R® = 0,9644
Figura 5.24. Calculos preliminares del orden de reaccién

54.2.2 ESTUDIOS TEORICOS DE LA REACCION DE CICLOADICION TERMICA INTRAMOLECULAR
DE LA FARNESIL AZIDAS:

Con el fin de complementar los estudios experimentales realizados nos abocamos a
realizar estudios tedricos exhaustivos para demostrar el origen de la regioselectividad de la
reaccidon de ciclacién térmica intramolecular. Estos estudios buscan ademads justificar la
estabilidad termodinamica de la imina ciclica con respecto a la triazolina y por lo tanto,
revelar la imposibilidad de aislar este intermediario en las condiciones ensayadas.

La modularidad de la reaccién de cicloadicidon térmica intramolecular hacia un Unico

isdmero de la mezcla puede ser explicada termodindmicamente. Ateniendo esta cuestidn, se

Pagina 97



vsou S
A

)

R

5,

2
%,

= UNR CAPITULO 5: ISOPRENILAZIDAS E ISOPRENILTRIAZOLES :

desarrollé el perfil energético de la reaccidon de formacién de los intermediarios triazolinas
producidos a partir de cada una de las 3 regioisémeros de alilazidas que conforman la
mezcla.

Con el fin de obtener resultados comparables, metodolégicamente el trabajo se
realizé en las mismas condiciones que las desarrolladas en el apartado teérico de las mezclas
de alilazidas. Del mismo modo, se modelé la mezcla de azidas sintetizadas a partir del
geraniol, la estructura isoprénica mas chicas con las que se pueden realizar las reacciones de
ciclacion térmica intramolecular. En el Esquema 5.12 se detallan todas las reacciones

estudiadas, con la metodologia en B3LYP/6-31G(d).

Triazolina-A-3 Triazolina-1A-5 Triazolina-1A-4
|
_HY N\ N
N
H
Imina-l1A-3 Imina-l1A-5 Imina-1A-4
Esquema 5.12. Posibles productos de la reaccién de ciclacion 1,3-dipolar térmica

intramolecular.

Debido a la rigidez estructural de triazolinas e iminas ciclicas, el numero de
conformeros disminuye notablemente, traduciéndose en un menor tiempo de calculo.
Durante la ciclacion intramolecular de la linaloilazida IA-5, el ataque de la azida al alqueno se
puede realizar por cualquiera de las dos caras del doble enlace y la Triazolina-lA-5 formada
tiene dos centros estereogénicos, generandose potencialmente 4 mezclas de enenatidmeros

(Figura 5.25).
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X

Enantiomeros 1 Enantiomeros 2

Figura 5.25. Potenciales triazolinas generadas durante la cicloadicidn
intramolecular de la linaloilazida IA-5.

La estereoselectividad del sistema de anillos triazolina fue resuelta hacia la pareja de
enantidmeros 1, debido a que tienen menor contenido energético que los enantiémeros 2

(Figura 5.26, 1,43 Kcal/mol de diferencia).

Enantiomeros 1 Enantiomeros 2
AG* =0 kcal/mol AG* = 1,43 keal/mol
Figura 5.26. Diferencia de energias libres entre la triazolina (R,R) perteneciente a la

serie enantiomérica 1y la triazolina(R,S) perteneciente a la serie enantiomérica 2.

El resultado de los cdlculos revela que la estructura biciclica [5.3.0] decano
(Triazolina-1A-3) generada a partir de la geranilazida es la termodindmicamente menos
estable de las tres. Los valores calculados de energias para dicha triazolina muestran una
diferencia de mas de 32 Kcal/mol con el producto biciclico de menor contenido energético.
Asimismo, este es el Unico caso de los estudiados en el que el producto de reaccion tiene
mayor contendido energético con respecto al reactivo (AG* de reaccién positivo). La
explicacion logica de este resultado radica en la tensidn estructural del biciclo [5.3.0] decano

(Triazolina-1A3-3) por la presencia del alqueno trans interno.
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Triazolina-1A-4 Triazolina-1A-3
AG* = 0 Kcal/mol AG* = 32,31 Kcal/mol

Triazolina-1A-5

AG* = 4,72 Kcal/mol

Figura 5.27. Valores de diferencias de energia libre en fase gas calculadas con
respecto a la estructura mas estable por Ab initio de las triazolinas.

La triazolina formada a partir de la alilazida primaria Z es mas estable (Triazolina-1A-4,
biciclo [5.3.0] decano) que la alilazida terciaria (Triazolina-1A-5, biciclo [3.3.0] octano) en
4,72 Kcal/mol. Debido a la selectividad de la reaccién de ciclacién intramolecular cursa hacia
la alilazida terciaria, la justificacion para la formacion de ese isémero se encontraria en la
energia de activacién de la reaccién.

En este contexto, la siguiente etapa del estudio fue calcular las energias en el estado
de transicion para cada una de las 3 triazolinas (Figura 5.28). Los resultaron indican que para
formar la Triazolina-1A-5 a partir de la alil azida terciaria I1A-5 se requiere vencer una barrera
energética menor que para formar las otras triazolinas. Este hecho es trascendental, puesto
a que hay una diferencia de 5 Kcal/mol entre la energia de activacion para formar la
Triazolina-IA-5 frente a la Triazolina-lA-4. Se sugiere entonces que esta favorecida la

ciclaciéon de la azida terciaria en comparacion a las primarias.
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ET Triazolina-1A-4
Ea* = 32,51 Kcal/mol

ET Triazolina-1A-3
Ea* = 52,54 Kcal/mol

Figura 5.28.

ET Triazolina-IA-5
Ea* = 27,50 Kcal/mol

Valores de energia libre calculadas por Ab Initio de los estados de
transicion de las triazolinas formadas a partir de las alilazidas por ciclacidn térmica

intramolecular
El andlisis de las estructuras de los estados de transicidn muestra que las distancias
N-C entre el N1 y N3 del grupo azida y los carbonos reaccionantes del alqueno varian en
0,04 A (2,22 Ay y 2,18 A) para la Triazolina-1A-4 y 0,08 A (2,25 A y y 2,17 A) para Ia
Triazolina-1A-5. Estos valores indican que se trata de un estado de transicidon altamente

sincrénico. Con estos resultados fue posible completar el perfil energético de la reaccién
(Figura 5.29) para la mezcla de las 3 alilazidas modelo.

33,0%
30,5
219 \
52,532,5 27,5 *
Y35 0 J \
__________ Y 05
""""""" 0,0
10,4

Figura 5.29.

Diagrama de energia comparativo entre los perfiles energéticos de las
reacciones de cicloadicion térmica intramolecular de cada alil-azida. En azul alilazida

IA-3, en verde alilazida IA-4 y en rojo alilazida IA-5. Energia en Kcal/Mol en funcién de

coordenada de reaccion.
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continuar los estudios para comprender la imposibilidad de aislar este intermediario
triazolina.

Las iminas, debido a la mayor flexibilidad estructural con respecto a la triazolina,

esto aumenta el costo

isdbmeros conformacionales,

tienen un numero mayor de
computacional. Se contemplaron los diastereoisémeros de la triazolina de partida. Sin

embargo la extrusion del nitrégeno y posterior reordenamiento hace perder un centro
estereogénico de la molécula, generando iminas que son enantiomericas. Andlogamente, se

busco el estado de transicion de la reaccidon desde la estructura intermediaria Triazolina-1A-5

La molécula de N, tiene

hacia la Imina-1A-5 (Figura 5.30).
una longitud de 1,10A

1,254

ET Triazolina Terciaria
AG* = 89,80 Kcal/mol

Triazolina Terciaria
AG* = 60,76 Kcal/mol

Imina Ciclica
AG* = 0 Kcal/mol

Valores de energias libres de la imina ciclica y del estado de transicién

Figura 5.30.
Finalmente, se desarrollé el perfil energético completo desde el reactivo (1A-5) hasta

el producto (Imina-IA-5), contemplando el intermediario triazolina (Triazolina-lA-5) y los dos

estados de transicién (Figura 5.31).
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Figura 5.31. Diagrama de energia de la reaccidn de ciclacién térmica intramolecular

de la alilazida terciaria. Energia en funcidn de coordenada de reaccion.

Los célculos de energias libres en fase gas a nivel B3LYP/6-31G(d) muestran una gran
diferencia energética entre la imina y la triazolina (AG* = 60,76 kcal/mol), demostrando que
la triazolina seria termodindmicamente inestable en las condiciones de reaccién. En forma
consistente se puede concluir que la extrusidon del nitréogeno es la fuerza conductora de la
reaccion de ciclacién térmica intramolecular.

Fue posible obtener resultados tedricos satisfactorios en estos modelos. De este
modo se logré demostrar que las reactividades de las azidas alilicas y en particular las
isoprénicas pueden ser moduladas. Estos avances se podrian extender en su utilizacién en
sintesis orientada a la diversidad, amplidandose incluso hacia otras areas de investigacion.

En resumen, como se observa en el Esquema 5.13 y en concordancia con nuestros
resultados tedricos y experimentales, es posible modular la reactividad de las isoprenilazidas
dando lugar a productos de reaccién de sélo algunos de los componentes de la mezcla, al
mismo tiempo que se restablece el equilibrio. De esta forma posicionamos a estos sintones

como herramientas privilegiadas a la hora de generar compuestos con esqueletos

estructuralmente diversos para desarrollar nuevas quimiotecas.
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Nerilazida = AGr* = -10.98 Kcal/mol

Ea* =32,01 Kcal/mol
AG*(eq)

3,36 Kcal/mol y * %

AGr* = 9,61 Kcal/mol AG* = 60,76 Kcal/mol

LmalonlaZIda Ea* = 27,50 Kcal/mol Ea* = 29,03 Kcal/mol
AG*(eq) *
3,90 Kcal/mol
AGr* = 21,87 Kcal/mol
Ea* = 52,54 Kcal/mol
Geranilazida
Esquema 5.13. Perfil energético de la reacciones de azidas isoprénicas .

5.5 USO DE ISOPRENILAZIDAS PARA LA GENERACION DE COMPUESTOS
CONTRA ENFERMEDADES TROPICALES DESATENDIDAS

Sintesis de azidas < A Generacion de
alilicas y estudios ‘ Y quimioteca con
del reordamiento potencial accién

de Winstein - contra ETDs

Reactividad
diferencial de la
mezcla de alilazidas

A

Ensayos in vitroy
estudios de
mecanismo de
accion moleculares

El desarrollo de estrategias sintéticas Utiles tiene un fructifero campo de aplicacién
en quimica medicinal con la preparacidn de colecciones de compuestos novedosos con
potenciales actividades bioldgicas. Bajo este paradigma, el uso de las herramientas de
reactividad diferencial en estructuras privilegiadas, tiene la potencialidad de desarrollar

quimiotecas con fines bioldgicos. Sinérgicamente, el hecho que el metabolismo o las vias
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biosintéticas que involucran a terpenos poseen numerosos blancos privilegiados, tiene una
poderosa significancia al momento de diseiar nuevos inhibidores.

Existen dos grandes estrategias validas para desarrollar nuevos agentes
quimioterapéuticos. La primera es buscar inhibidores contra blancos moleculares validados y
la segunda buscar compuestos activos contra el microorganismo a combatir. Sin embargo,
como se enuncié oportunamente en la introduccidn de esta tesis, no es una tarea sencilla
puesto a que hay que sortear varios filtros antes de lograr un compuesto idéneo para el
tratamiento de una enfermedad; muchas de estas etapas requieren una estrecha
coordinacion interdisciplinaria.

Previamente, nuestro grupo de trabajo prepardé compuestos decorados con motivos
isoprenilicos con excelentes niveles de actividades in vitro contra diversos organismos

productores de enfermedades de alto impacto en humanos (Figura 5.32). 4 >38

IC59 C. neoformans = 1,77 uM

:)\FH N:’\\l ICs50 S. aureus = 6,51 uM
\/&N\HJJW ICso L. donovani = 5,94 uM
Esterol R=Ac ICs5¢ T. cruzi amastigote = 0,28 pM

ICs9 T. brucei = 1,25 uM

H 5 H N:[\‘j ICsq C. neoformans = 2,36 uM
(R) \/&N X" | ICs0 L. donovani = 2,72 uM
~
Esterol ~ ICso T. cruzi amastigote = 3,60 uM
R=Ac IC50 T. brucei = 0,63 uM

ICs9 C. neoformans = 1,20 uM

2)\;NH\/£:/N ~ ICsg L. donovani = 0,61 uM
Esterol N N\r”d\(\/\( ICsg P. faiciparum = 2,20 uM
R=H ICs5¢ T. cruzi amastigote = 10,00 uM
ICs9 T. brucei = 0,66 uM

ICsg C. albicans = 6,04 uM
Esterol H:H N= ICsq C. neoformans = 2,44 uM

ZN N _
(R) %\ S ICso S. aureus = 4,50 uM
Es\t];ol N\ N\”HW ICs0 L. donovani = 0,90 uM
IC5g P. falciparum = 2,30 uM

ICso T. cruzi = 3,17 uM
ICso T. brucei = 0,64 uM

H OH IC59 C. neoformans = 1,46 uM

<~ H N=N S ICsq S. aureus = 6,74 uM
sh\/N | )
( \&NJ\ ICso L. donovani = 0,44 uM
Esterol ICso P. falciparum = 2,30 uM

R=H ICso T. cruzi amastigote = 9,00 uM
ICs9 T. brucei = 0,65 uM
Figura 5.32. Triazolil azasteroles con potentes actividades en tripanosomatidos.
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Estructuralmente estas moléculas tienen 3 regiones bien definidas. Un motivo
esteroide, un arreglo 1,2,3-triazol y una porcién isoprenoide.

En base a estos datos y con el propdsito de aplicar la metodologia desarrollada con
las isoprenilazidas, disefiamos una nueva coleccién de productos triazélicos. El disefio
requiere mantener el motivo 1,2,3-triazol para generar una quimioteca en las que se
usufructien las ventajas de separacion cromatografica en la obtencidn de productos
regioisoméricamente puros. Por otro lado, se introdujo variabilidad en el largo de la cadena
de la fraccion isoprenoide y se reemplazd la regién esteroidea por un dominio hidrofébico de
menor tamaio. El doble propdsito de esta permutacion es el de reducir el peso molecular de
[5.39]

los compuestos a un tamafio menor a 500 daltons para ajustarse a las reglas de Lipinski

y el de validar el motivo isoprenil-1,2,3-triazol como farmacéforo.

Figura 5.33. Disefio de la quimioteca.
La coleccién de compuestos de 1,2,3-triazol-1-isoprenil 4 sustituidos (IT) se preparé a
partir de azidas alilicas y alquinos terminales, los dos bloques de construccidon necesarios
para desarrollar la metodologia sintética. La eleccién de los alquil derivados se adecua a la

filosofia de las reglas de Lipinski, conocida también como regla de los 5 (Figura 5.34).

No mds de 10 No mas de 5

aceptores de donores de
puente de puente de
hidrégeno hidrégeno

ClopP no mayor Peso Molecular
a5 menor a 500

(hidrofobicidad) Dalton

Figura 5.34. Reglas de Lipinski.
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Se utilizaron mezclas de azidas alilicas de 1, 2 y 3 unidades isoprénicas (prenil

geranil azida y farnesil azida) y se seleccionaron 5 alquinos terminales variando el volumen y
polaridad con el objeto de generar diversidad estructural (fenil acetileno, propiolato de
metilo, pentino, heptino y decino, accesibles comercialmente). La combinacién de la mezcla
de las alilazidas y los alquinos posibilitd la sintesis eficiente de 25 compuestos con un 83% de
rendimiento promedio. En aquellos casos en los que se encontraba presente una mezcla de

productos (E y Z isoprenil derivados), la posibilidad de separarlos cromatograficamente

permitié obtener estructuras regioisoméricamente puras.

= =
N3/%\"’/k</\/k>n R\(/\ l/\l N\/k(/\)\ )n
N

H20:t-BuOH N=

CuSO,
NaAscorbato

azida,

+
— R 8 h. Temp. Amb. Separables
cromatograficamente
n=0,1y2 R=Ph, COOMe, n-C3H,,
n-CsHqq, n-CgHy7
COOMe Fenilo Propilo Pentilo Octilo

Prenilo IT-1 83% IT-2 93% IT-3 74% IT-4 83% IT-5 80%

Z-geranilo| 1T-6 (1) IT-7 (1) IT-8 (1) IT-9 (1) IT-10 (1)
86% 75% 87% 85% 82%

E-geranilo | 1T-11 (1,5) IT-12 (1,5) IT-13 (1,5) IT-14 (1,5) IT-15 (1,5)

Z-farnesilo | IT-16 (1) IT-17 (1) IT-18 (1) IT-19 (1) IT-20 (1)
72% 81% 83% 89% 69%

E-farnesilo | IT-21 (1,5) IT-22 (1,5) IT-23 (1,5) IT-24 (1,5) IT-25 (1,5)
Figura 5.35. Compuestos preparados y rendimientos de la Quimioteca de 1,2,3-

triazoles preparados. Entre paréntesis la relacion de isomeros (en todos los casos se

observd una relacién 60:40 entre los isomero Ey Z.

En la Figura 5.36 se detallan graficamente el perfil fisicoquimico de los IT preparados.

Se describen los parametros mds relevantes (peso molecular, area superficial polar y LogP)

de la coleccion, que permitirdn predecir la potencialidad de los compuestos como lideres y

complementaran los estudios de estructura/actividad. Se graficod la distribucion de pesos

moleculares, el area superficial polar y coeficiente de reparto octanol/agua en funcion del

numero de compuestos.
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Compuestos

Figura 5.36.

Compuestos

Distribucidn de los parametros fisicoquimicos de la quimioteca IT.

5.6 ACTIVIDAD IN VITRO EN T. CRUZI Y L. DONOVANI

Sintesis de azidas

alilicas y estudios

del reordamiento
de Winstein

A

L '

Reactividad
diferencial de la
mezcla de alilazidas

Generacion de

quimioteca con ‘ =, ‘
potencial accidn
contra ETDs

Ensayos in vitro y
. estudios de
mecanismo de

accion moleculares

Una vez sintetizada y caracterizada la coleccidn, se procedid a realizar los ensayos de

actividades bioldgicas in vitro en dos tripanosomatidos, los agentes etioldgicos responsables

de la enfermedad de Chagas (T. cruzi) y la leishmanisis visceral (L. donovani). Esta tarea

requiere de estrechas vinculaciones y trabajo interdisciplinario.

Los ensayos de actividad bioldgica en T. cruzi fueron realizados en colaboracién con el

grupo de trabajo del Prof. Esteban Serra del Laboratorio de biologia y bioquimica de

Trypanosoma cruzi del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET-

UNR). Todos los compuestos fueron testeados en epimastigotes de Trypanosoma cruzi,
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usando la cepa CL-Brener. Los resultados se muestran en la Tabla 5.5, en formato de mapa

de calor.

Tabla 5.5. Mapa de calor de las actividades de la quimioteca en T. cruzi.

|C50 LLM

COOMe Fenilo Propilo Pentilo Octilo

Prenilo

Z-geranilo 34

E—geranilo 39 31 51 27 R\(\ |sopreno
N—'SOP

Z-farnesilo N=N

E-farnesilo

Los ensayos de actividad en L. donovani fueron realizados con la colaboracion del
Prof. Dr. Babu Tekwani del National Center for Natural Products Research de la Universidad
de Mississippi, en Estados Unidos de América. Todos los compuestos fueron ensayados en
promastigotes de L. donovani. Los resultados se muestran en la Tabla 5.6, en formato de

mapa de calor.

Tabla 5.6. Mapa de calor de las actividades de la quimioteca en L. donovani.

ICso UM COOMe Fenilo Propilo Pentilo
Prenilo

Z-geranilo

E-geranilo R\(\N/Isopreno
N=N

Z-farnesilo

E-farnesilo

El Dr. Babu Tekwani también fue el responsable de determinar la citotoxicidad de la
colecciéon en células VERO (células epiteliales de rifidn de mono verde Africano Chlorocebus,
es una linea celular iniciada en 1962 y es uno de los patrones farmacoldgico universales para
realizar este tipo de ensayo). Ninguno de los triazoles preparados posee citotoxidad a una
concentraciéon maxima de 4,75 ug/mL.

Con el objeto de vincular los datos fisicoquimicos de los compuestos preparados con
las actividades contra tripanosomatidos para correlacionar la estructura con la actividad, se

sintetizan los principales parametros fisicoquimicos con las actividades en la tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Pardmetros fisicoquimicos y actividades de las estructuras sintetizadas.

Entrada Compuestos

ICso T.Cruzi ICso 3
ASPT LogP PM Volumen (M) L. donovani
(uM)

1 IT-1 57,01

2 IT-2

3 IT-3

4 IT-4

5 IT-5

6 IT-6 260,549

7 IT-7 39 49

8 IT-8 44 44

9 IT-9 299,788

10 IT-10 6,92 317,52 350,193

11 IT-11 260,549

12 IT-12 39 49

13 IT-13 31 72

14 IT-14 275,2 299,788 51 -7
15 IT-15 6,92 317,52 350,193 27 57

16 IT-16 57,01 5,25 331,15 33813 15 11
17 IT-17 6,95 349,28 365,01 32 49

18 IT-18 6,5 315,39 343,766 33

19 IT-19 7,5 343,2 377,369

20 IT-20 8,76 385,52 427,775 52

21 IT-21 57,01 5,25 331,15 338,13 31

22 IT-22 6,95 349,28 365,01 34 48

23 IT-23 6,5 315,39 343,766 18 51

24 IT-24 7,5 343,2 377,369 29 44

25 IT-25 8,76 385,52 427,775 u

ASPT: area de superficie polar total; LogP: hidrofobicidad de un compuesto, expresado como el logaritmo del coeficiente
de reparto agua/octanol del compuesto.

Del analisis de la actividad in vitro de los compuestos en ambos parasitos se

desprende que los que contienen prenilo en su estructura son inactivos a concentraciones

menores a 100 uM en ambos parasitos, a excepcion de IT-5 (Tabla 5.7, Entrada 5) en T. cruzi.

Este compuesto tiene el mayor LogP y volumen de esta subfamilia. En un paneo general de

toda la quimioteca se observa que un aumento de estos dos parametros (hasta una

determinada cota mdaxima) se refleja directamente en una mejora en el valor de la actividad.

Los triazoles que contienen nerilos en sus estructuras (Tabla 5.7, Entrada 6 a 10)

tienen valores moderados de ICsg en ambos parasitos, a excepcion del compuesto que

contienen octilo (Tabla 5.7, Entrada 10) que tiene un valor de I1Cso de 16 pM.
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En cambio cuando el triazol estd derivatizado con geranilo (Tabla 5.7, Entrada 11 a
15) y derivados sin funciones oxigenadas, practicamente no hay diferencias en el orden de
actividad (entre 34 y 44 uM). Globalmente, en triazoles que contienen monoterpenos, si hay
presente grupos oxigenados, los compuestos pierden actividad en T. cruziy en L. donovani.

Las ultimas dos subfamilias son los compuestos que tienen, en su conjunto, las
mejores actividades para ambos parasitos. Los compuestos IT-16 (R=COOMe) e IT-19
(R=pentilo) son los mejores candidatos como agentes leishmanicidas. A su vez estos
compuestos tienen valores de peso molecular, LogP y volumen similares. En cambio, el
mejor compuestos de toda la coleccidn contra T. cruzi es IT-21 que (E,E-farnesilo, R=COOMe)
con un valor de ICsp de 9 uM.

Los compuestos IT-20 y IT-25 son inactivos en T. cruzi a concentraciones menores a
100 uM y moderadamente activos en L. donovani. Estas estructuras tienen los mayores
valores de PM, volumen y LogP de toda la colecciéon, sugiriendo que por encima de un
umbral de valores (LogP>8,76; volumen>427 A*y PM>385 Da), estas estructuras comienzan
a perder actividad.

En conclusién, los dos mejores compuestos contra L. donovani (IT-16 e IT-19) y el
mejor compuesto contra T. cruzi (IT-21) tienen parametros fisicoquimicos acotados. El LogP
de estas 3 estructuras se encuentran entre 5,25 y 7,50, los pesos moleculares entre 331 y
343 y el volumen entre 338 y 377 A>. La estereoquimica del doble enlace proximal al triazol
modula la actividad diferencial hacia uno u otro parasito. Moléculas con volimenes menores
a 260 A o mayores a 400 A? pierden actividad en ambos parasitos. En base a estos datos,
podemos resumir el perfil mostrado por esta coleccion incluyendo, las propiedades

fisicoquimicas y la actividad. (Figura 5.37).

Sustituyentes alifaticos de  Isomeria C/S modula actividad hacia L. donovani

hasta 5 atomos de Isomeria TRANS modula actividad hacia T. cruzi
carbonos. Grupos
aromaticos disminuyen la T . .
L . P Se requieren al menos 2 unidades
actividad. Carboximetilo son cTm i . -
los mas activos si el ‘ ! o _ _ isoprénicas para obtener valores
. - R—7/ Ni ' significativos de actividad. 3 unidades
sustituyente en el N es un ‘ ; /o ' -
farnesilo Lo NN l son éptimas.
LogP 6ptimo para ambos parasitos de [5-7,5]
PM 6ptimo [315-343 Dalton] para T. cruzi y [338-377 Dalton] para L. donovani
Volumen molecular 6ptimo de [320-380 A%] para ambos parasitos
Figura 5.37. Relacion estructura/actividad de la coleccién de ITs.
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5.7 ESTUDIOS DE LA QUIMIOTECA EN LA ENZIMA CYP51

Problematica e Ensayos de las
implicancias de las actividades
enfermedades bioldgicas de la
desatendidas coleccidn
o o o /
Busqueda de Estudios
blancos esenciales y moleculares sobre

sintesis de la el blanco
quimioteca.

De las rutas metabdlicas esenciales que involucran a isoprenos, dos son las que nos
suscitan mayor interés. Por un lado, la farnesil pirofosfato sintasa, una enzima clave en la via
biosintética de isoprenoides y un blanco molecular privilegiado para el desarrollo de
farmacos.“% por otro lado, la biosintesis del ergosterol, en la que coexisten varios blancos
enzimaticos claves para desarrollar inhibidores e involucra directamente a compuestos
terpénicos. Sin embargo, son dos las dianas que sobresalen por encima del resto: la C14-

)54y Ja C24-esterolmetiltransferasa

demetilasa (blanco de accién de azoles antifungicos
(blanco de los azasteroles).[5'42] El cardcter excepcional de estos blancos esta fundamentado

en la esencialidad que poseen en una gran variedad de organismos.

5.7.1 CYP51: ESTEROL 140-DEMETILASA

La citocromo P450 (CYP) es una superfamilia de proteinas compuestas por mas de
281 familias con 2.500 miembros totales. Se conoce la funciéon de una fraccién de esa
superfamilia, por ejemplo aquellas involucradas en la catalisis de la monooxidacién de mas

4 44 . P
[543, 5441 gjpy embargo, como contraste aln se desconocen

de 10.000 compuestos organicos.
las funciones de la mayor parte de la poblacién de CYPs. En lineas generales se puede dividir
funcionalmente a las P450 en dos grupos, el primero conformado por aquellas que
metabolizan xenobidticos (farmacos, venenos, agroquimicos) y aquellas que participan en
vias metabdlicas claves (sintesis de hormonas esteroides, biosintesis de esterol, vitamina D,
etc.). Mientras que el primer grupo esta compuesto por enzimas promiscuas, capaces de
unir una enorme variedad de sustratos posibles, el segundo grupo sélo cataliza reacciones
regio y estereoespecificas. Mutaciones en genes que codifican estas Ultimas enzimas

producen individuos con enfermedades severas, llegando a ser mortales.**!
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La esterol 14o-demetilasa (CYP51), descubierta en el afio 1984 en Sacharomyces

[5.46]

cerevisiea, es la unica familia de las P450 que estd ampliamente distribuida en los

diferentes reinos bioldgicos. Se encuentra en animales, plantas, hongos, levaduras,

protozoos y bacterias®>*”!

y se considera el mas antiguo de los miembros de esta
superfamilia.[5'48] En todos los casos la CYP51 cataliza una reaccion de tres pasos para la
demetilacion en el C14 de un esterol, cada paso requiere una molécula de oxigeno y NADPH.
El grupo 14oa-metilo es convertido a alcohol en primera instancia, luego a aldehido vy

finalmente es removido como acido férmico en el Gltimo paso de reaccién.

NADPH /)\ES\ NADPH;E;\' NADPH\jb\

- H' Q2 “.CHO. -
HO
Lanosterol + HCOOH
Figura 5.38. Mecanismo de accidn de la CYP51 en T. cruzi. T. brucei utiliza
[5.49]

obtusifoliol como sustrato.

Esta familia se encuentra altamente conservada y la explicacién de que exista un 22 a
33% de identidad de secuencia entre los genes de la CYP51 de los diferentes reinos es sélo
posible si el mecanismo se ha conservado a través de cientos de millones de anos en la
familia de genes P450. Unicamente se conocen cuatro sustratos para la CYP51, por lo que
estructuralmente es indispensable la presencia de un grupo hidroxilo en 3f3, la posicién 10
metilada, doble enlace en el en A*® y dos diferentes arreglos en la cadena lateral. La
esencialidad de esta enzima esta ampliamente demostrada.””>%

Los tripanosomatidos son sensibles a los inhibidores de CYP51 ya que no pueden
sobrevivir con el colesterol libre del huésped como Unica fuente. El bloqueo de esta enzima
altera la estructura de varias organelas y disminuye el nivel de esteroles en el parasito.
Ademas, la acumulacion de esteroles 14a metilados en tripanosomatidos produce efectos

citotéxicos y citostaticos. >
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Figura 5.39. Estructura tridimensional de la esterol 14a-demetilasa. Se observa el
canal de acceso al sustrato y la ubicacién del grupo prostético hemo.

En general los inhibidores de la CYP51 poseen en sus estructuras imidazoles o
triazoles del tipo 1,2,4-triazol, como el fluconazol, el ketoconazol o el itraconazol (Figura
5.40). A pesar del grado de conocimiento que se ha alcanzado en el entendimiento de la

[5.52, 5.53]

actividad de estos compuestos en tripanosomatidos, no existe un correlato en su

estudio con 1,2,3-triazoles.

F
N=\
M\ o 7
=X X j\/ N
F 0 N\ | | R IQ N
N traconazo N
=N OH N~/
Cl

fluconazol Ketoconazol R= CH,;CO X=CH

Figura 5.40. Inhibidores de la CYP51

Determinada la actividad biolégica de toda la quimioteca en tripanosomatidos, el
siguiente paso racional fue explorar un potencial mecanismo de accidén de estos compuestos
sobre el blanco CYP51.

Estos estudios fueron por una referente en el campo de las CYPs, la Prof. Dra. Galina
I. Lepesheva del departamento de bioquimica de la Universidad de Vanderbilt (Estados

Unidos). Se determind la actividad inhibitoria de la esterol demetilasa (CYP51-ERG11) de T.
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Cruzi de los mejores analogos de la coleccidn. Los compuestos seleccionados fueron el IT-16,
IT-18, IT-19, IT-21, IT-23 e IT-24, todos pertenecientes a la subfamilia de los derivados de

triazolil N-sesquiterpenos.

¥z = Pz = =
=
RN
N:
R~
N=N R= COOMe IT-16 R= COOMe IT-21

R= C3H7 IT-18 R= C3H7 IT-23

R= 05H11 IT'19 R= C5H11 IT-24
Figura 5.41. Compuestos con las mejores actividades en tripanosomatidos.

La metodologia utilizada involucra la expresion y purificaciéon de la CYP51 de T. cruzi
(TcCYP51) y el uso de la citocromo P450 reductasa como donante de electrones. La potencia
inhibitoria de los compuestos se expresé como porcentaje de conversion de sustratos en
presencia de los compuestos ensayados a concentracion fija (100 uM), a dos tiempos (5

minutos y 60 minutos). Los resultados se muestran en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8. Comparacion de la actividad antiparasitaria y la inhibicién en la CYP51 de los
compuestos mas activos.

1d Compuesto Actividad antiparasitaria Inhibicién TcCYP51
p ICso T. cruzi 1Cso L. donovani 5 minutos 60 minutos
1 IT-16 15 uM 11 uM 26% 59%
2 IT-21 9 uM 31 uM 35% 63%
3 IT-18 17 uM 33 uM 14% 49%
4 IT-23 18 uM 51 uM 27% 56%
5 IT-19 18 uM 11 uM 7% 39%
6 IT-24 29 uM 44 uM 9% 33%

Como puede observarse, uno de los compuestos mas activos en tripanosomatidos
(compuesto IT-19, entrada 5 de la Tabla 5.8) es que el presenta mayor potencia inhibitoria.
Si bien, aunque la concentracion de ensayo es elevada, la inhibicién es persistente en el

tiempo. Queda claro entonces que, si bien existiria una contribucién en su actividad
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antiparasitaria por inhibicién de esta enzima, estos compuestos poseerian ademds otro
mecanismo de accion alternativo.

Habiendo demostrado la accién inhibitoria del compuesto, queda por elucidar el
modo de acciéon de los compuestos de estas entidades quimicas novedosas sobre la
TcCYP51. Estos estudios son posibles debido a que la CYP51 pertenece a la familia de las
citocromos P450 y tienen la propiedad de producir un cambio en la banda Soret de
absorbancia maxima cuando hay un cambio en el Iigando.[5'54] La banda de Soret surge
principalmente por un movimiento de dipolo de electrones que permite una transicion m-nt *
y es caracteristicos de algunas familias de compuestos. Por ejemplo las citocromos P450
exhiben una banda soret a 450 nm en su forma reducida cuando es saturada con mondxido
de carbono. La interaccién entre un sustrato con la CYP51 produce un desplazamiento hacia
el rojo o hacia el azul del maximo de la banda Soret. Este desplazamiento esta intimamente
relacionado con el modo de unién sustrato-enzima y se diferencias en dos tipos. Un
desplazamiento hacia el azul en el médximo de esta banda (de 417 a 394 nm) es causado por
la expulsion de una molécula de agua de la esfera de coordinacidn del hierro presente en el
grupo hemo. Esta respuesta espectral (tipo 1) refleja la transicién del hierro desde el estado
de bajo espin hexa-coordinado con el estado de alto espin penta-coordinado. Por otro lado,
la coordinacidn directa de un atomo bdsico (por ejemplo, nitrégenos alifaticos o aromaticos)
al hierro hemo provoca un desplazamiento hacia el rojo en la banda de Soret (a valores de
426-429 nm) se denomina respuesta tipo 2. El modo de accidon del tipo 2 es caracteristico de
los azoles.

Interesantemente los compuestos de esta coleccidn producen un desplazamiento de
las bandas Soret del grupo hemo de la enzima que revelé que el modo de unién de estos
compuestos a la misma no se correlaciona con el observado con los azoles antifungicos (Tipo

2), presentando una unién Tipo 1 modificada (Figura 5.42).
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Figura 5.42. Estudios espectroscopicos del modo de unidn de los compuestos a la
CYP51.

[5.551 permite

Un andlisis de la estructura cristalografica de la CYP51 con su sustrato
visualizar que el sustrato tiene tres regiones diferenciales: un brazo hidrofébico (motivo
isoprenilico) que estd sumergido en la porcion mas profunda de una cavidad hidrofébica
Unica, caracteristica de la familia de la CYP51. Esta cavidad profunda para la unidén al sustrato
permite que la enzima interaccione eficientemente con el sustrato y lo ubique
correctamente en el sitio activo. La fraccidén esteroide, cuyo dtomo de oxigeno se ubica en
una porcidn cercana al canal de entrada al sustrato y a 3,5 A de la metionina 358, con la que
coordina por medio de un puente hidrégeno. Por ultimo la regién catalitica, ubicada
perpendicularmente a 4,5 A del hierro del grupo hemo y coordinada a la leucina 356 y la
tirosina 295 de la enzima. En un intento de comprender el mecanismo inhibitorio, se sugiere

gue la contribucién de la actividad del compuesto IT-19 en la CYP51 se podria proporcionar

por la interaccidon del motivo isoprenoide con la cavidad hidrofébica profunda de la enzima.
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En la actualidad, la interrelacion entre la quimica y la biologia marca nuevas direcciones
para enfocar investigaciones cientificas fascinantes. Prueba evidente de la enorme
relacidn entre la quimica y la biologia es el hecho que alrededor del 40% de los premios
Nobel en Quimica concedidos en los ultimos 60 afios son a estudios en temas bioldgicos,
en especial bioquimicos.
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6. REACCIONES DE ISOPRENILACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
COMO VIA DE GENERACION DE PRODUCTOS SINTETICOS CON ALTO
VALOR BIOLOGICO.

as moléculas organicas pequefias pueden ser una poderosa herramienta para

estudiar sistemas bioldgicos. Estas moléculas pueden actuar como principios activos

o como sondas para ayudar a elucidar la regulacion de procesos bioldgicos.

En el vasto universo del metaboloma, los metabolitos isoprenilados cumplen roles
esenciales y estratégicos, sin embargo, su utilizacion como herramienta quimiogenémica no
se encuentra extendida debido a que la preparacién de este tipo de compuestos siempre
constituyen un desafio sintético. Estas razones han sido la fuerza motriz para afrontar este
desafio, en donde la recompensa se verd reflejada en el desarrollo de nuevas metodologias
para preparar compuestos de gran relevancia bioldgica como vitaminas liposolubles,

coenzimas claves o estructuras bioactivas contra dolencias generadas por microorganismos

Expansién de la
metodologia a otros
sustratos

patégenos.

Relevancia de
metabolitos
secundarios
isoprenilados

o o o o /
1 Desarrollo de I— Sintesis de
metodologias compuestos
sintéticas biolégicamente
relevantes

6.1 RELEVANCIA BIOLOGICA DE FENOLES ISOPRENILADOS.

Relevancia de

metabolitos Expansion de la
secundarios metodologia a otros
isoprenilados sustratos
o o o o /
“Q Desarrollo de Sintesis de
) metodologias compuestos
sintéticas biolégicamente
relevantes

Los fenoles isoprenilados (y las quinonas derivadas de éstos) representan una

importante subclase de productos naturales sintéticamente versatiles. Algunos miembros de
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esta familia juegan un papel importante en la mediacién de diversos procesos bioldgicos

claves, entre los que se pueden mencionar el complejo ubiquinona-ubiquinol (conocido

[6.1]

como coenzima Q) pieza clave en los procesos de respiracién celular™™ o el complejo de

vitaminas A, D, E y K; un grupo de vitaminas liposolubles esenciales para el ser humano.

(Figura 1)
o 0
. 9@
o X l N l
O 6-10 (0] n
Coenzima Q Vitamina K,
Cadena Respiratoria Vitamina Esencial

Figura 6.1.Estructuras de la Coenzima Qy de la Vitamina K.

Asimismo, compuestos con este motivo estructural presentan actividades bioldgicas
promisorias, por ejemplo naftoquinonas isopreniladas como la shikonina (Figura 2) son
agentes antibacterianos muy potentes.[e'zl El Arnebinol, un fenol orto-isoprenilado, inhibe la

biosintesis de prostaglandinas.[e'al Han sido reportado también fenoles isoprenilados que

6.4] [6.7]

exhiben actividad antifungica,’®* antitumoral,’®® anti-HIVI®*® antioxidantes'®” y anti-
Alzheimer;[®8 &) y dimetil-benzopiranos isoprenilados que exhiben una gama aun mas
amplia de actividades.®1”

OH O 0] =

O |
OH O OH OH
Shikonina Arnebinol
Antibacteriano Inhibidor de Postaglandina

Figura 6.2.Estructuras de la Shikonina y del Arnebinol

, . 11 . .
Una busqueda exhaustiva en ChemNetBase@’,[6 I una base de datos online de libre
acceso que nuclea un extenso numero de estructuras reportadas, indica que un 2,05% de los
productos naturales hallados contienen el motivo orto isoprenil fenol. Sin embargo, este

porcentaje disminuye a 0,55% cuando la busqueda subestructural se realiza sobre farmacos
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»IC'0~.,

reportados. Esta merma se debe en parte a las bajas concentraciones con las que se extraen

WERS(p,
)

estos compuestos de las fuentes naturales, a la dificultad sintética para su preparacién
[6.12]

(menos del 0,15% de todos los compuestos sintetizados involucran estas estructuras) y que
este importante

’
muchos de estos hits no han avanzado en su desarrollo como farmacos
Si bien por lo expuesto y lo reportado por distintos autores
motivo estructural podria clasificarse como una estructura privilegiada; la sintesis de fenoles
7’

orto-isoprenilados no ha sido ampliamente estudiada. Esta situacidn es ain mas compleja
para sistemas en los que otros grupos hidroxilos coexisten en el anillo aromdtico, como
sucede a menudo en productos naturales que contienen este motivo estructural. En ese
contexto, modular reacciones que permitan diferenciar entre grupos funcionales presentes
en el sistema aromadtico no es trivial debido a que poseen entornos estructurales y

[6.14]

’
electronicos similares. Una posible solucién a este problema consiste en desimetrizar
guimicamente la molécula protegiendo uno de los motivos hidroxilo con un grupo protector

6.13]
el reordenamiento de

Ejemplos exitosos de metodologias de desimetrizacién incluyen las realizadas sobre dioles
i o enzimas dando lugar a productos quirales
Existien diversas estrategias para preparar fenoles o-isoprenilados. Entre las mas
[6.15]
7
L 5610

meso, usando catalizadores quirales

destacadas se pueden mencionar: el acoplamiento bencilico
el intercambio halégeno-metal y el acoplamiento mediado por metales

CIaisen,[6'16]
por nombrar algunos ejemplos (Esquema 6.1)
1) sec-BulLi
2) Bromuro Prenilo

Metalacion DHP, H* NaH, Mel 3) HCI

Orto-dirigida —_— —_— —_—

y alquilacién HO 30% HO 95% MeO 84% MeO A

OH OTHP OTHP OH
OH
OH
Hg®*
%OH | | -
H,O
Intercambio Pd(0), Cul Raney
Metal- MeO Pt MeO Ni/H, MeO p TSA MeO.
Halégeno ’ ’
90% MeOH 5%
OMe  cuant OMe OMe (1:9) OMe
OH 1)Na OH
Fenoxido 2) Bromuro Prenilo =z
-alquilacion
Eter
OMe 85% OMe
(Contintia en la siguiente pagina)
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OH \ Pd/BaSO4/H, O>§
K2003 1% Quinolina |
.

100%

Ki/Cul T H,C=PPHj;

Reordenamiento
de Claisen :%CI
0]
O><f

t-BuOK, 18-crown-6 f H ©/\)\

H
OMe AI\)\/

Acoplamiento MeO (CH,0), MeO Pd(O)
Bencilico . E———
HCI, 72% MeO 81%
OMe CI

Esquema 6.1. Estrategias sintéticas para preparar Fenoles Orto-isoprenilados.

A‘ 72%

6.2 SINTESIS DE FENOLES ORTO-ISOPRENILADOS (FOI).

Relevancia de
metabolitos
secundarios

Expansién de la
metodologia a otros

isoprenilados sustratos
o ( o /
Desarrollo de Sintesis de
metodologias compuestos
sintéticas biolégicamente

relevantes

6.2.1 REACCION DE FRIEDEL-CRAFTS COMO HERRAMIENTA PARA GENERAR FOls.

En nuestro grupo de trabajo hemos optimizado la sintesis fenoles isoprenilados

utilizando una alquilacién de Friedel-Crafts!®*®

entre fenoles y alcoholes isoprenilicos en
presencia de un 4acido de Lewis como catalizador. Las condiciones desarrolladas, en
consonancia con las reportadas por Ishibashi, utilizan borotrifluoreterato (BFs.Et,0) como
acido de Lewis.’* Esta reaccion puede generar el producto de alquilacién o mediante una
cascada de ciclacion m-catidnica, el producto policiclico. Este ultimo cursa un mecanismo
analogo a las de las ciclasas terpénicas que utilizan isoprenil difosfatos para dar los terpenos

ciclicos. Previamente se estudiaron las condiciones de alquilacién, encontrandose que la

cantidad de equivalentes del catalizador y de isopreno utilizados permitia modular el curso
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de la reaccidn hacia la preparacién preferencial del compuesto alquilado o hacia el producto
ciclico.'®?” Tratdndose de una sustitucion electrofilica aromatica (SeAr), la naturaleza del
anillo aromatico es un factor clave para el diseiio de la estrategia sintética. La presencia del
grupo oxhidrilo es indispensable por su doble rol, de fuerte activador del anillo aromatico y
de director orto, indispensable para obtener los productos de interés (FOI). En segundo
plano, es necesario analizar los pardmetros de simetria, los patrones de sustitucién y la
naturaleza de los sustituyentes para poder predecir el grado de alquilacién y la regioquimica
de los productos. En este contexto, el sustrato fendlico modelo seleccionado fue el p-
metoxifenol, conocido como mequinol, el ingrediente activo en preparados de uso tépico
para la despigmentizacién de la piel. Por lo tanto, no sélo se parte de un ingrediente activo
de amplio uso medicinal, sino también una estructura simétrica que permite disminuir los
grados de libertad de las variables en estudiar. Adicionalmente este compuesto es mas
estable comparada con la correspondiente hidroquinona, sin perder por esto la accesibilidad
sintética para formar su quinona correspondiente.

En lineas globales, el estudio y la optimizaciéon de la reaccidon de alquilacién y de
ciclacion se realizaron previamente con el p-metoxifenol como fenol modelo y geraniol como
alquilante. Los resultados encontrados mostraron que cuando se usaban 1,1 equivalentes de
fenol, 1 equivalente de geraniol y cantidades variables de BF3;.Et,0 (de 0,3 a 1,2
equivalentes) en tolueno a 4 °C se obtenian los productos alquilados y policiclados en
distinta proporcién. Esto permitié determinar que, de acuerdo a la cantidad de equivalentes
de BFs.Et,O utilizado, era posible modular la reaccién para obtener el producto de

alquilacién (FI-1) o el producto de ciclacién (FI-2, Esquema 6.2).

1,2 equivalentes (0]
BF3.Et,O
OH
OMe FI-2
OH
OMe = =

0,3 equivalentes
BF3.E,0 OMe  FI-1
Esquema 6.2. Preparacién de fenoles isoprenilados o cromanos en condiciones de Friedel-

Crafts catalizadas por acidos de Lewis.
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Mecanisticamente, la reaccién comienza con la formacién de la especie electrofilica,
el carbocation alilico. Este carbocation se genera por la deshidratacion del alcohol
isoprenilico conducida por el borotrifluoreterato (Esquema 6.3). A continuacién, la reacciéon
entre el carbocatiéon generado con los electrones m del sistema aromatico dirige a un
intermediario carbocatiénico denominado complejo sigma que, en ultimo término, pierde el
protén y se convierte en el producto final. Dada las caracteristicas de la reaccidn, existe la
posibilidad de que se genere un carbocatién terciario termodindmicamente mds estable por
medio de la transposicion de un hidrogeno (reordenamiento del carbocation). Si la
temperatura se mantiene baja, la reaccién se desarrolla bajo control cinético y el producto
mayoritario se obtiene por reaccion de la especie carbocatiénica primaria. Por el contrario,
temperaturas mas altas favorecen la formacion del carbocatidn terciario.

Otro factor clave es mantener estrictamente el regiocontrol de esta reaccién para
evitar la formaciéon de productos polialquilados. El hecho de que los grupos alquilos activen
el anillo aromadtico ante una sustitucion electrofilica aromatica produce que la especie
monoalquilada sea mds reactiva que el propio fenol de partida. En nuestro caso el
regiocontrol se logré manteniendo la relacién del isoprenol por debajo de un equivalente, en

comparacion con el fenol de partida.

BFs@W)n
on '
el bl —

Esquema 6.3. Mecanismo de reaccidn de la C-orto-isoprenilacidn del fenol.

OI—L| OH

Complejo Sigma

En cuanto a los productos de ciclacion, existen distintos antecedentes en la literatura
en donde la reaccién de alquilacién produce cantidades significativas del cromano.'®?Y Esta
reaccion secundaria se ve desfavorecida cuando se usan acidos de Lewis como el
borotrifluoreterato en lugar de acidos proticos, en particular cuando no se exceden las
cantidades cataliticas. En estas condiciones se evita la formacién del aducto de un protén y
enlace m del alqueno y posterior ataque intramolecular del grupo hidroxilo al

correspondiente carbocatidon terciario. En cambio, cuando se emplean mas de un
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equivalente de d4cido de Lewis se producen ciclaciones que son gobernadas por la

SWVERSD,

coordinacion del BF3.Et;0 con los electrones 1 y el posterior ataque intramolecular de los

centros nucleofilicos presentes en la molécula (oxhidrilo y electrones m olefinicos).

Esquema 6.4. Mecanismo de reaccidn de la ciclacién n-catidnica.

6.2.2 SINTESIS DE FENOLES ISOPRENILADOS A PARTIR DE METOXIFENOLES

En vista de la relevancia de los fenoles isoprenilados comentados en la seccién
anterior resultaba imperioso un estudio mas exhaustivo para posicionar esta metodologia
como una herramienta aplicable en quimica medicinal. Se buscé entonces, estudiar la
aplicaciéon de esta reaccion a nuevos sustratos, comenzado por los distintos isémeros de los

metoxi-fenoles. (Figura 6.1) El objetivo perseguido fue generar una coleccién de productos y

estudiar sus propiedades bioldgicas para encontrar nuevas entidades quimicas orientadas

principalmente hacia enfermedades desatendidas.

OH

Me0\©“‘ ) L™
OMe
4-metoxifenol

3-metoxifenol

2-metoxifenol

Figura 6.1.1someros de metoxifenol. En azul, las posiciones con potencialidad de ser
isopreniladas.

En primer lugar se volvieron a realizar las reacciones de ciclacién y alquilacion del 4-

metoxifenol con geraniol con el propdsito de generar material para los ensayos biolégicos

(Esquema 6.1). Siguiendo el procedimiento optimizado se obtuvieron el producto de
alquilacién FI-1 y de ciclacién FI-2 con 45 % y 52 % de rendimiento, respectivamente. Los

productos fueron completamente caracterizados con fines comparativos. Como se puede

observar en la Figura 6.2, FI-1 presenta en su espectro de RMN de 'H singletes a 1,60 ppm
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(C16), 1,68 ppm (C15) y 1,76 ppm (C17) asignables a los grupos metilos de la cadena del
geranilo. A su vez, posee un multiplete en 2,09 ppm que integra para 4 protones que
pertenece a los metilenos alilicos de C11 y C12 de la porcién isoprénica distal al anillo
aromatico y doblete en 3,33 ppm correspondiente al metileno alfa al anillo aromatico. Por
otro lado, un singlete que integra para tres protones en 3,75 ppm pertenece al grupo
metoxilo y el de 4,77 ppm al protén del fenol. Se observan ademas dos tripletes en 5,08 ppm
y 5,31 ppm, caracteristicos de los protones olefinicos del geraniol. Por ultimo, un doblete en
6,74 ppm con una constante de acoplamiento J= 8,5 Hz corresponde al protdn aromatico en
posicion orto (C6). El doblete en 6,69 ppm con una J= 2,6 Hz es asignable a C3-H, ese valor
bajo de acoplamiento indica interacciones a larga distancia entre protones (acoplamiento 4
entre el C3-H y el C5-H) y por ultimo el sistema de doblete de dobletes a 6,65 ppm con un *J=

8,5 Hzy *J= 2,5 Hz asignable al protén aromatico en C5.

| |
B b

T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 6.2.Espectro de RMN de "H del compuesto FI-1.

. 1
Por otro lado, en la Figura 6.3 se observa el espectro de RMN de “H del cromano FI-2,
que presenta sefales que inequivocamente permiten determinar su estructura. Las
principales diferencias entre los dos productos es la desaparicion de las sefiales asignables a

protones olefinicos y la sefal del protén del grupo fenol. En la zona de protones aromaticos,
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debido al cambio en el entorno quimico, hubo desplazamientos en las sefales. Por ejemplo
el doblete asignable a C6-H que en el producto alquilado se ubicaba a 6,74 ppm, migrd a
6,70 ppm en el producto ciclado. El multiplete a 6,64 ppm corresponde a C5-H y el doblete
en 6,69 ppm se puede asignar a C3-H. Por otro lado, el singlete del grupo metoxilo se
mantiene en 3,75 ppm y se observa un multiplete en 2,65 ppm correspondiente al metileno
C8-H del anillo central. En la zona de 2,00-1,20 ppm aparecen las sefiales de todos los
metilenos que conforman los ciclos B y C. El singlete en 1,20 corresponde al metilo C17. Por
ultimo, los singletes en 1,00 ppm y 0,91 ppm corresponden a los metilos C15 y C16, siendo

intercambiables.

o
6

1.20

—1.00

-0.91

| \% |
L
| W UND WU . SO I A7, R
[ . A - | . (S o Jm . H|
T T ‘: T |Wzr Tif T }3{ :';:‘;\:. T
8 7 6 5 4 3 2 1 0 pom

Figura 6.3.Espectro de RMN de H del compuesto FI-2.

El paso siguiente fue realizar la reacciéon permutando el geraniol por farnesol. Como
era de esperar, las reacciones proveen en los mismos tiempos y eficiencia que las anteriores,
los productos de alquilacion FI-3 y el de ciclacion FI-4 con un 50% y un 48% de rendimiento,
respectivamente (Figura 6.4). Estos nuevos productos, poseen caracteristicas
espectroscopicas similares a su contraparte sintetizada a partir de geraniol, siendo de este

modo facilmente asignables. Este resultado puso en evidencia que el curso de las reacciones
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es independiente de la cantidad de unidades del sustrato isoprenilico, ampliando por ende,

la aplicabilidad de la reaccién en la generacion de nuevos productos.

OH O

OMe FI-3 OMe Fl-4

Figura 6.4.FOlI sintetizados utilizando farnesol.

En este punto, es importante realizar un andlisis profundo de estas reacciones a nivel
mecanistico. Si bien el oxigeno es el segundo elemento mas electronegativo de la tabla
periddica, es capaz de donar densidad electrénica para estabilizar el estado de transicién y el
complejo sigma. Esto es posible porque los electrones no enlazantes del oxigeno adyacente
a un carbocatidn estabiliza la carga positiva mediante resonancia. Por esta razdn, el grupo
oxhidrilo es un poderoso activante y director orto en sustituciones electrofilicas aromaticas.
El grupo metoxilo le sigue en fortaleza como grupo activante y tiene el mismo efecto
directriz. Como el oxhidrilo es un grupo activante mas fuerte que el metoxi, la alquilacién
estd casi exclusivamente gobernado por este fendmeno, no observandose el compuesto
alquilado en la posicion 3. A pesar que estos dos grupos sustituyentes dirigen al electréfilo
hacia diferentes sitios de reaccion, predomina el sustituyente con mayor poder director
(Figura 6.5). El comportamiento, como se sugirié anteriormente, es independiente del
sustrato electrofilico en este sistema, entonces todo el efecto estructural que dirige la
formacién de los productos esta regido por la cantidad de BFs.Et,0 y por la naturaleza del
fenol de partida.

OH grupo activante fuerte, director orto

'

OH Posicion favorecida por efecto directriz del OH

+~ Desfavorecida por efectro directriz del OMe

~_ Posicion desfavorecida por efecto directriz del OH
OMe Favorecida por efectro directriz del OMe

}

OMe grupo activante fuerte a moderado, director orto, efecto menor que el OH

Figura 6.5.Analisis estructural de la reactividad del 4-metoxi fenol.
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En conclusion, la combinacién de un unico fenol de partida, con dos alcoholes
isoprenilicos en condiciones de alquilacion y de ciclacién, nos permitid preparar un total de 4
compuestos (FI-1 a FI-4).

Optimizadas las condiciones de ciclacién y de alquilacion con el p-metoxifenol, nos
abocamos a extender el estudio aplicando las reacciones desarrolladas a los otros dos
isomeros del p-metoxifenol: el o-metoxifenol y el m-metoxifenol.

El o-metoxifenol, que se conoce también como guayacol, es biosintetizado por una
gran variedad de microorganismos y se encuentra disponible comercialmente. Derivados de
este compuesto son ampliamente utilizados en medicina como agentes expectorantes,
antisépticos y anestésicos locales. Por otro lado, el m-metoxifenol es un antiséptico dermal.
Si bien es accesible en el mercado, fue sintetizado a partir del resorcinol (Figura 6.6) por

metilacidn con ioduro de metilo en presencia de base (K,COs).

OH 1,‘3 eq. Mel OH
1,5 eq. K,CO,

—_—

DMF
OH 8h, TA OMe
78%

Figura 6.6.Sintesis del m-metoxifenol.

A diferencia del p-metoxifenol, estos dos fenoles no poseen simetria. EIl m-
metoxifenol podria producir potencialmente mds de un producto, debido a que posee dos
posiciones orto diferenciadas con respeto al grupo oxhidrilo. En cambio el o-metoxifenol
tiene Unicamente una posicidn orto libre.

Cuando se realizaron las reacciones de Friedel-Crafts sobre el 2-metoxifenol en las
condiciones de alquilacién, se obtuvo el producto geranilado en la posicién 3 (FI-5) en un
48% de rendimiento. Cuando se utilizé farnesol se obtuvo FI-6 en un 54% de rendimiento,
también alquilado en la misma posicién. Para el caso de las reacciones en condicidn de
ciclaciéon, fue posible acceder a los productos usando geraniol (FI-7, 51%) y farnesol (FI-8,
58%).

En el caso del 3-metoxifenol se logrd preparar los dos derivados mono-isoprenilados
en la posicion orto (C2 y C6), en las condiciones mencionadas anteriormente, siendo posible

su separacion cromatografica (Esquema 6.5).
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OH OH 0,3 equivalentes 0,3 equivalentes OH + OH
LS + LS BF3.Et,0 BF3.Et,0 2N 4
OMe MeO 12h OH 12h OMe MeO

FI-10  (1,1:1) 7% i ) 76% FI3  (1:1,1) FI-14

Geraniol Farnesol

Fl-12 - (1.21) Fl-11 FI-15  (1:1,2) FI-16

Esquema 6.5. Sintesis de FI-9 a FI-16.

En lineas generales, los FOIs preparados a partir del m-metoxifenol (FI-9 a FI-16) se
obtuvieron con rendimientos levemente mejores que los sintetizados a partir del guayacol
(FI-5 a FI-8), probablemente este efecto se deba a la sinergia en el efecto directriz que ejerce
el grupo metoxilo ubicado en la posicion 3. De la misma manera, para el caso de los
productos FI-9 a FI-16, inicialmente se podria conjeturar que la posicién orto del C2 estd
estéricamente impedida por el posicionamiento de los grupos oxhidrilo y metoxilo en sus
adyacencias, esperando que se forme mayoritariamente el producto alquilado (o ciclado) en
la posicion 6. Sin embargo se observa que la reaccidn no es selectiva, obteniéndose en una
relacién 1,2:1 (C6: C2) los isdmeros correspondientes a ambas alquilaciones. Una posible
explicacion para esta conducta es que el grupo metoxilo, que tiene efecto director orto, esté
potenciando el efecto directriz del grupo oxhidrilo en la posicién orto que comparten (Figura

6.7).

OH

Posicion favorecida por Posicion favorecida por efecto
efecto directriz del OH ™~ #~ directriz del OH y del OMe
y favorecida estéricamente
(Producto mayoritario) OMe

Figura 6.7.Analisis estructural de los productos preparados a partir 3-metoxifenol.

Para dilucidar el patrén de sustituciéon del anillo aromdatico se analizd
cuidadosamente la regién de campos bajos de los espectros de RMN de 'H, donde aparecen

las sefiales asignables a protones unidos a anillos aromaticos. En la Figura 6.8 se observan

A,

FI-9
12h OMe  12h
0 o 70% 72%
+ 1,2 equivalentes 1,2 equivalentes o 0
BF3.Et,0 BF;.Et,0 +
OMe MeO
OMe MeO
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una ampliacién de la zona entre 6,30 y 7,30 ppm de los espectros de RMN de H asignados a

cada estructura.

il 1
Isoprenilo
| HO__2 s
1
l 2 s
| MeO 5
| | I‘
| ‘ I 6,85 ppm (triplete, 1 protdn,
j‘. “ i \ ‘ I 3./|-|3_|-|4_|-|5= 8,3 Hz, C4—H)
g\ VUL IV A 6,48 ppm (doblete, 2 protones,
*Juz-1a= 8,4 Hz, C3-H y C5-H).
| |
OH
6 ! Isoprenilo
3
I\ 5 OMe
4
n I 7,05 ppm (triplete, 1 protdn,
| : | *Jua-ns-e= 8,2 Hz, C5—H).
- R 6,48 ppm (doblete, 2 protones,
— *Jus-ne= 8,2 Hz, C4—H y C6-H).

6.44
—6.41

—6.39

6

| MeO 1_OH
L
| 4 5 2 ~|soprenilo

6,98 ppm (doblete, 1 protdn,
| | 3Jv3-a= 8,4 Hz, C3-H).

6,42 ppm (doblete de dobletes,
| . i 1 proton, *Juans= 8,4 Hz, “Juave=
i } i 2,6 Hz, C4—H)

T " 7 641 ppm (singlete ancho, 1
¢l protdn, C6—H)

Figura 6.8. Ampliacin de espectros de RMN de 'H (de 6,3 a 7,3 ppm).
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En conclusion, la combinacién de estos dos fenoles con los dos alcoholes isoprenilicos

en las dos condiciones descriptas, permitieron obtener un total de 12 FOIs (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Tabla de rendimientos de los FOI preparados.
Feno! de Condiciones Geranilo Farnesilo
partida
Alquilacién FI-5 48% FI-6 54%
2-OM
© Ciclacion FI-7 51% FI-8 58%
3.0Me Alquilacién | FIF9yFI-10 | 77%(1:1,1) | FI-13yFI-14 | 76% (1:1,2)
Ciclacion FI-11yFl-12 | 70% (1:1,2) | FI-15yFI-16 | 72% (1:1,1)
Alquilacién FI-1 45% FI-3 50%
4-OM
OMe Ciclacion FI-2 52% FI-4 48%

6.2.3 EXPANSION DE LA METODOLOGIA A OTROS SUSTRATOS: ANILLOS
AROMATICOS MONOHIDROXILADOS.

Relevancia de
metabolitos
secundarios

Expansion de la

metodologia a

isoprenilados

otros sustratos

o ® ® @ /
Desarrollo de Sintesis de
metodologias compuestos
sintéticas biolégicamente
relevantes

Finalizado los estudios de desimetrizacion de sustrato con el uso de los distintos
regioisomeros de metoxifenoles, se amplié la gama a nuevos fenoles con el fin de estudiar
los alcances y limitaciones de las condiciones desarrolladas. Se amplié la variabilidad con el
uso de otros grupos activadores y desactivadores del anillo aromatico y variando el patrén
de sustitucion para observar los efectos directores de la alquilaciéon de Friedel-Crafts en la
selectividad de la reaccion. Los fenoles seleccionados fueron el 2-metilfenol (o-cresol), el 2-
(Figura 6.9).

y el 2-metil-4-clorofenol

nitrofenol, el 4-clorofenol, el 4 nitrofenol
Adicionalmente se extendio el estudio al 4-metoxinaftol para evaluar la reaccién en fenoles
policiclicos. Por otro lado, los productos de las reacciones de naftol y los fenoles escogidos
permitirian diversificar estructuralmente la coleccién de FOl preparados, permitiendo
ademas validar esta reaccién como una nueva herramienta de sintesis orientada a la

diversidad.
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OH OH OH OH OH OH

Cl NO, Cl OMe

2-Metilfenol 2-nitrofenol 4-Clorofenol 4-nitrofenol 2-Metil- 4-Metoxinaftol
4-clorofenol

Figura 6.9. Compuestos aromaticos monohidroxilados utilizados.

Tabla6.2. Rendimiento de los FOI preparados
Feno! de Condiciones Geranilo Farnesilo
partida
7-Me Alquilacién FI-17 41% FI-18 39%
Ciclacion FI-19 32% FI-20 41%
4-C| Alquilacién FI-21 42% FI-22 38%
Ciclacion FI-23 45% FI-24 50%
Alquilacién FI-25 25% FI-26 29%
2Me-4-Cl
© Ciclacion FI-27 23% FI-28 28%
4-OMe- Alquilacién FI-29 61% FI-30 60%
Naftol Ciclacién FI-31 49% FI-32 55%
En general las reacciones cursaron produciendo similares rendimientos vy

selectividades a las encontradas para los sustratos previamente estudiados. Por el contrario,
no fue posible la preparacién de productos de isoprenilacidn de nitroderivados (2-nitrofenol
y 4-nitrofenol) en las condiciones optimizadas, evidenciando el caracter fuertemente
desactivante del grupo nitro. Debido a que el nitrégeno tiene densidad de carga positiva
atrae por induccién la densidad electrdnica del anillo aromatico, siendo por lo tanto menos
nucleofilico. Ergo, desfavorece la reaccidn con los electréfilos proveniente del isoprenilo.

Por otro lado, a pesar de que el cloro sea un débil desactivante del anillo aromatico,
la utilizacién de derivados de 4-clorofenol es util para sintetizar FOIs con potenciales efectos
bioldgicos. La causa de la débil desactivacién se debe buscar en la polarizaciéon del enlace
carbono-cloro. Esta polarizacién atrae la densidad electrénica del anillo benceno y lo hace
menos reactivo para la sustituciéon nucleofilica. Por esta razén, en ningln caso se obtuvieron

rendimientos por encima del 50%.
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OH Posicion favorecida por efecto
R & directriz del OH

y desfavorecido por ClI

Cl

R=H o Me

Figura 6.10. Reactividad de derivados de 4-clorofenol.

El caso del 4-metoxinaftol es particularmente interesante, dado que si bien este

compuesto posee una Unica posicidn alfa al fenol, dispone de otras posiciones susceptibles
la reaccién curso con buen control regioquimico,

de ser alquiladas. Afortunadamente,
obteniéndose, como en casos anteriores, el producto alquilado en la posicién orto

’
En resumen, merced a la generalidad de la reaccién de isoprenilacién y de ciclacion
implementas sobre 3 nuevos fenoles y un naftol con geraniol y farnesol permitieron

expandir la colecciéon en 16 nuevos derivados con diversos sustituyentes en el anillo

aromatico (Figura 6.11).

o F7 Fl-25
“~c77~0 FI-18 FI-26 -~ Sy-7~

-

4 productos

4 productos
FI-19 Fl1-27
FI-20 FI-28
OH OH
Y- Cl

l
cl e
<
\
~ -

Figura 6.11. Productos obtenidos (FI-17 a FI-32)
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De manera andloga a lo resuelto en el apartado anterior, la elucidacién estructural de
los FOIs sintetizados requirié un andlisis exhaustivo de una combinacién de técnicas
espectroscépicas. En particular el andlisis del sistema de espin en el espectro de RMN de H
de los protones aromadticos permitidé de manera inequivoca determinar el patron de

sustitucion. (Figuras 6.12 y 6.13).

OH
L H NG Isoprenilo
2

|\ L,

I ) | 6,93 ppm (doblete, 1 Protén, Jys.
I wa= 8,0 Hz, C5—H)
I Ul 6,90 ppm (doblete, 1 Protén, 3 s
o T wa= 8,0 Hz, C3-H)
- 6,71 ppm (triplete, 1 Protdn, 3 i3-ma-
us= 8,0 Hz, C4—H)

S OH
e 6 ! Isoprenilo
2

5 3
4

Cl

6,74 ppm (doblete, 1protén, 3 JusHe

= 7,9 Hz, C5-H)

- 6,68 ppm (singlete, 1 protén, C3—H)

" 6,66 ppm (doblete, 1protdn, 3 Jue-hs
: = 7,9 Hz, C6-H)

Isoprenilo

\ N 6,98 ppm (doblete, 1 protdn, s
| ay w3= 2,4 Hz, C5—H).
L 6,92 ppm (doblete, 1 protdn, *Jns-
F - | - hs= 2,4 Hz, C3—H).

Figura 6.12. Ampliacién de espectros de RMN de *H en la regién 6,3 a 7,3 ppm de
FI-17, FI-21 y FI-25
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Isoprenilo

1

| 8,17 ppm (doblete, 1 protdn, /1o
I. Ho=7,6 Hz, C10-H)
" \" | | 8,11 ppm (doblete, 1 protén, >Jys.
il ) | 1s=7,8 Hz, C7-H)
. . 746 ppm (quinteto, 2 protones,
_° . J=75Hz,C8-HyC9-H)
S ™ 6,57 ppm (singlete, 1 protén, C3—H)

Figura 6.13. Ampliacién de espectros de RMN de *H en la region 6,3 a 8,3 ppm de
FI-29.

6.2.4 EXPANSION DE LA METODOLOGIA A OTROS SUSTRATOS: ANILLOS
AROMATICOS POLIHIDROXILADOS.

La necesidad de desarrollar la metodologia en forma integral, requiere la expansién
de los sustratos aromaticos a motivos polihidroxilados debido a la alta recurrencia de estos
motivos en la naturaleza. Con ese objetivo, se partié de 3 nuevos compuestos aromaticos
polihidroxilados: pirogalol (1,2,3-trihidroxi benceno), tert-butilcatecol (1,2-dihidroxi-4-tert-
butil benceno) y resorcinol (1,3- dihidroxi benceno).

La presencia de fenoles con mds de un oxhidrilo y con posiciones orto libres
presentan una complicacién adicional debido a que las condiciones de reaccién puede
reaccionar el sustrato aromatico en mas de una posicién, incorporando mas de un isopreno.
Por otro lado, desde la perspectiva de generar nuevas estructuras, estos productos si
pudieran ser potencialmente separables por técnicas cromatograficas, permitirian ampliar la
coleccién con nuevos derivados. Por lo tanto, con un nimero relativamente pequefio de
materiales de partidas se puede tener acceso a una gran cantidad de productos

estructuralmente diversos.
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Resorcinol t-Butil catecol Pirogalol

Figura 6.14. Anillos bencénicos polihidroxilados.

Puesto a reaccionar los tres nuevos polifenoles bajo la metodologia desarrollada nos

permitieron generar 16 nuevos compuestos (todos pertenecientes a la familia de fenoles

alquilados). En la Figura 6.15 se detallan los productos obtenidos, que se suman a los 32

compuestos generados anteriormente. La sintesis de cromanos derivados de estos fenoles

resultd infructuosa, debido en parte a la bajas polaridades de los compuestos preparados

con la consecuente imposibilidad de separarlos cromatograficamente, obteniendo en todos

los casos mezclas de productos de muy dificil resolucion.

Actualmente todas estas estructuras se encuentran en la fase de ensayos in vitro

contra diversos organismos patégenos en humanos.

6 productos

n=1FI-33
n=2 FI-34

HO.

HO

Tabla 6.3.

OH

OH

n=1FI-39
n=2 F1-40

n=1 FI-45
n=2 FI-66

6 productos

AN e Y

Figura 6.15. Quimioteca de anillos aromaticos polihidroxilados isoprenilados.

Compuestos polifendlicos preparados y rendimientos obtenidos. Entre paréntesis se
muestra la proporcion de los productos aislados cromatograficamente.
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Feno! de Condiciones Geranilo Farnesilo
partida
Resorcinol Alquilacién FI-33, FI-33 y 27% FI-34,FI-36y | 35% (1:1,4:
g FI-35 (1:1,2:2,1) FI-38 2,7)
Pirogalol Alquilacién FI-39y FI-41 | 25%(1:1,8) | FI-40yFI-42 | 29% (1:1,6)
. o FI-43,FI-45y | 36% (1:2,1: | FI-44,FI-46y | 34% (1: 2,4:
t-butilcatecol | Alquilacién Fl-47 4,5) F1-48 6)

Los bajos rendimientos en comparacion con las reacciones que les precede se deben
a que si bien estequiométricamente se mantiene la relaciéon entre alcoholes isoprenilicos y
sustratos fendlicos, en estos casos particulares una Unica molécula de fenol puede
reaccionar con mas de una molécula del alcohol. Entonces, a pesar de tener la misma
relacion de isoprenoles la demanda por ellos aumenta en comparacién con los casos
anteriores. Se observa también que la relacidn de los productos dialquilados con respecto a
los monoalquilados se inclina significativamente a favor de los primeros. Esto se debe a que
ante una sustitucion electrofilica aromatica, la instalacion de un grupo isoprenilo activa el
anillo favoreciendo la generacién de productos polialquilados. Afortunadamente, La
presencia de grupos polares favorecié la cuidadosa separacién cromatografica necesaria
para aislar los productos obtenidos.

Nuevamente, la elucidacién estructural de los FOls sintetizados se apoyd en especial
en los espectros de RMN, siendo especialmente importante los sistemas de espines

generados por los protones aromaticos (Figura 6.16).

Isoprenilo

HO 25 OH

1

. 6 e 4 ~|soprenilo

‘ Analisis RMN de 'H de la zona
| aromatica:

6,82 ppm (doblete, 1 protdn, 3 s,
ve= 8,1 Hz, C5—H).

o T 6,35 ppm (doblete, 1 protdn, 36
ws= 8,2 Hz, C6—H).

Pagina 141




% 1 4
\:%‘;"fr UNR CAPITULO 6: FENOLES O-ISOPRENILADOS EE-.'E]
il i on
6 ! Isoprenilo
5
l | 57" oH
| N Analisis RMN de 'H de la zona
| | | aromatica:
l I 6,94 ppm (triplete, 1 protén, >Jua.
oV uswe= 8,1 Hz, C5-H).
~a 6,40 ppm (doblete, 2 protones,
S *Jus-ne= 8,1 Hz, C4-H y C6-H).
i HO. A3 _OH
| 1
e 4 ~lIsoprenilo
| Andlisis RMN de 'H de la zona
| aromatica:
6,93 ppm (doblete, 1 protén, *Jua.
I | Hs-He= 8,2 Hz, C5—H).
I . 6,35 ppm (singlete, 1 protén, C2-
0 I Ll U . VR H)
o 6,33 ppm (doblete, 1 protén, C6—
— — H)
OH
HO_1 2 Isoprenilo
| i e
Isoprenilo” 6 e .
| 10
I Analisis RMN de 'H de la zona
) A aromatica:

6,89 ppm (singlete, 1 protén, C5—H)
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—6.49
—6.4
—6.44
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Analisis RMN de 'H de la zona
aromatica:

6,51 ppm (doblete, 1 protdn, Jus.
H6= 8,3 HZ, CS—H)

6,45 ppm (doblete, 1 protdn, Jue.
H5= 8,3 HZ, CG—H)

OH
HO ’]2 3

Isoprenilo” 6 4
10

Andlisis RMN de 'H de la zona
aromatica:

6,90 ppm (singlete, 1 protén, C5-H)
6,68 ppm (singlete, 1 protén, C3—-H)

OH
HO. 1 2A.__OH
3
4
Isoprenilo” 6 s Isoprenilo
Andlisis RMN de 'H de la zona

aromatica:
6,39 ppm (singlete, 1 protén, C5—H)
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—6.44

e Isoprenilo

I o Andlisis RMN de 'H de la zona
' aromatica:
NIy 6,53 ppm (doblete, 1 protén, s
ho VANV "= 8,3 HZ, C5—H)
' 6,43 ppm (doblete, 1 protén, 3 e
T ws= 8,3 Hz, C6—H)

Figura 6.16. Ampliacién de espectros de RMN de *H en la regién de 6,3 a 7,3 ppm
de los compuestos de los productos.

Como corolario, a pesar de los bajos rendimientos de los compuestos preparados con
los nuevos sustratos fendlicos (como era de esperar por la falta de selectividad), es de
destacar que con el producto de 6 reacciones se logré expandir la coleccién en 16 nuevos

derivados mono y dialquilados.
6.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA QUIMIOTECA PREPARADA.

Generada la familia de FOI, en una siguiente instancia se hace imperiosa la necesidad
de ensayar la actividad bioldgica de la coleccidén preparada con el fin de identificar nuevas
entidades quimicas. Como en este caso la estrategia perseguida no posee ningun blanco de
accién especifico, los ensayos se realizaron sobre una variedad de organismos patégenos
qgue producen enfermedades en humanos. Para ello contamos con un conjunto de
colaboradores, entre los que se destaca el Dr. Babu Tekwani que ensayd las actividades
antibacteriana contra algunas bacterias del grupo ESKAPE (acrénimo de los seis grupos de
bacterias mas resistentes a antibidticos: Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), que
constituyen un nuevo paradigma en patogénesis bacteriana, sobre todo en infecciones
intrahospitalarias. Por otro lado, se determind la actividad antifungica sobre los hongos
productores de la criptococosis (micosis sistémica, en general oportunista, producida por
Cryptococcus neoformans) y la candidiasis (infeccién fungica producida por el patégeno

Candida spp.). Para el caso de las enfermedades tropicales desatendidas se ensay6 la estudio
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el efecto de la coleccidn sobre Plasmodium falciparum y Leishmania donovani. Por ultimo,
con el objeto de determinar el indice terapéutico, se determiné la actividad citotdxica sobre
células VERO, como fuera mencionado previamente. Por otro lado y gracias a una
colaboracién con el grupo del Dr. Juan Engel (UCSF; Estados Unidos), fue posible determinar
la actividad antiparasitaria de los compuestos en el estadio amastigote de T. cruzi y L.
donovani. Clinicamente, este estadio es el responsable de las manifestaciones crénicas de las
enfermedades que se originan en la reproducciéon de estos organismos por fision binaria en
las células infectadas, afectando distintos tejidos.

En una primera aproximacion sélo se analizé el 25% de los productos preparados (FI-
1 a FI-4 y de FI-17 a FI-28), con el fin de validar la estrategia. En primer lugar, es de destacar
gue ningun compuesto resultd ser citotdxico a la maxima concentracién ensayada de 4,75
ug/mL. Los resultados se expresan como ICso en uM para los microorganismos detallados en
donde se hallaron actividades menores a 40 uM. En cambio, para el estadio amastigote de L.
donovani los resultados se muestran como porcentaje de inhibicion del crecimiento de los

parasitos con respecto a la droga comercial Anfotericina B, a una concentracion 1 uM.

OH OH OH
= = = = = = =
Cl OMe Cl
Activo en Staphylococcus aureus Activo en Staphylococcus aureus Activo en amastigote de
ICg0=17,4 uM ICs0=22,2 uM Leishmania donovani
Activo en promastigote de A 1 uM tiene el 36% de la actividad de la
Leishmania donovani droga comercial Anfotericina B
IC59 =10,9 uM
(0) (0)
MeO Cl
Activo en Criptococcus neoformans Activo en amastigote de
IC59=10,2 uM Leishmania donovani
Activo en Staphylococcus aureus A 1 pM tiene el 36% de la actividad de
ICs0 = 21,1 M la droga comercial Anfotericina B

Activo en Candida globara
ICs0 = 39,9 UM

(Continda en la siguiente pagina)
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MeO
Activo en Criptococcus neoformans Activo en amastigote de
ICs0=6,8 uM Leishmania donovani
Activo en Staphylococcus aureus A 1 uM tiene el 29% de la actividad de
ICs0 = 25,5 uM la droga comercial Anfotericina B
Figura 6.17. Compuestos bioldgicamente activos de la coleccién.

En la practica, aproximadamente un 50% de los compuestos ensayados tienen
actividad en al menos un organismo por debajo de 40 uM. La evidencia experimental de
estas actividades bioldgicas diversas, sienta las bases de la calificacion de estas estructuras
como privilegiadas.

Para realizar un analisis de estructura/actividad de este primer cribado de
actividades, se preparé un mapa de calor Tabla 6.4. En este formato sélo se discriminan los
compuestos que son activos en al menos un organismo a concentraciones menores a 40 puM,

sin importar el valor de su ICsg.

Tabla 6.4. Mapa de calor de actividades

Compuestos
Geraniol Farnesol
p-OMe o-Me p-Cl O-N(I:T-p- p-OMe o-Me p-Cl O-Né'le-p i
Organismo Alg. | Cicl. | Alqg. | Cicl. | Alg. | Cic. | Alg. | Cic. | Alg. | Cicl. | Alg. | Cicl. | Alg. | Cic. | Alg. | Cic.
patégeno 1 2 17 | 19 | 21 |23 | 25 | 27 | 3 4 18 | 20 | 22 | 24 | 26 | 28

S. aureus

C. neoformans

C. globara

L. donovani (ama)

L. donovani (pro)

En lineas generales se observa que el 72% de los compuestos que resultaron activos,
estan isoprenilados con geranilo y sélo un 28% con farnesilo, sugiriendo que la presencia de
dos unidades isoprénicas mejora la performance. Por otro lado, un 57% de los compuestos

son derivados de cromano (ciclado), mientras que el restante 43% pertenecen a la familia de

fenoles orto-isoprenilados (alquilado).
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Todos los compuestos que estdn derivatizados con geranilo, al permutarse por
farnesilo pierden su actividad. Andlogamente, los compuestos decorados con farnesilo, si
son reemplazados por geranilo dejan de ser activos a concentraciones menores a 40 uM.
Estos resultados ponen de manifiesto que el nimero de unidades isoprénicas modula la
actividad entre organismos, posicionando a nuestra estrategia como ideal para preparar
compuestos que actien en forma diferencial en distintos organismos.

Un andlisis pormenorizado en cada organismo nos muestra que S. aureus es el
organismo al que mas compuestos afectan (36%). Los valores de actividad varian entre un
ICso de 17,4 y 25,5 uM, no observandose una tendencia marcada hacia compuestos ciclados
o alquilados. Un hecho notable, es que los fenoles sustituidos con cloro, a excepcion de Fl-21
no resultan activos en esta bacteria patégena. En cuanto a la actividad antifungica, los
compuestos ciclados demostraron tener las mejores actividades, particularmente sobre C.
neoformans. Nuevamente, ningun haloderivado resulté activo.

Finalmente, el estadio amastigote de L. donovani resulté mas susceptible a la accién
de esta quimioteca, en comparacién con el estadio promastigota. Los clorofenoles
decorados con motivos geranilos son los mejores compuestos de esta coleccion para el
estadio amastigote. Mientras que los p-metoxifenoles decorados con farnesilo tiene una
marcada diferencia siendo el producto ciclado mas activo en amastigotes y el alquilado en
promastigotes.

En el Esquema 6.6 se encuentra representada los factores que modulan la

selectividad hacia los diferentes patdgenos.
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R'= H (Me solo si R es geranilo)
R2= OMe o H (Si es Cl es inactivo,
— Selectidad hacia — excepcién R3 = geranilo)

bacterias R3= geranilo en preferencia a farnesilo
R'=Ho Me
——> Selectidad hacia —> R?= OMe o H (Si es Cl es inactivo).
hongos R3= geranilo ciclado.

—> Selectidad hacia parasitos
(Leishmania qonovani)

' ’

amastigote promastigote
R'=Ho Me R'=H
R2= CJ R2= OMe
R3= geranilo en preferencia a farnesilo R3= farnesilo alquilado

Esquema 6.6. Relacion estructura/actividad de la coleccién de FOI ensayada.

En conclusidn, la estrategia sintética permitié alcanzar un gran numero de
compuestos, utilizando un niumero bajo de materiales de partida en un Unico paso sintético,
en donde es posible modular las condiciones para preparar productos de alquilacion o de
ciclacion.

La estrategia implementada ha permitido expandir rapidamente el espectro de
actividades biolégicas encontradas en los productos naturales, permitiendo estudiar de

manera integral a los alcances de los fenoles isoprenilados como estructura privilegiada.

6.4 SINTESIS DE METABOLITOS DE ALTA RELEVANCIA

Relevancia de & ;
metabolitos Expansién de la g
secundarios metodologia a otros
isoprenilados sustratos ©)

O O O O /
Desarrollo de Sintesis de

metodologias metabolitos de alta
sintéticas relevancia

Las vitaminas K son un grupo de vitaminas liposolubles estructuralmente similares,

derivados de la 2-metil-naftoquinona. Fueron descubiertas en 1929 por el danés Henrik Dam
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al intentar curar pollos que morian en poco tiempo de una grave enfermedad hemorragica.
Son principalmente requeridas en los procesos de coagulacion de la sangre, en la
eritropoyesis y en modificaciones postraduccionales. Naturalmente existen tres variantes de
la vitamina K: K1, K2 y K3. La vitamina K1 (filoquinona) es sintetizada por plantas y la K2
(menaquinona) que es normalmente producida por una bacteria intestinal. Estas ultimas
reciben el nombre de MK-n, donde n es la cantidad de unidades isoprencias presentes en su
estructura. Por otro lado, la vitamina K3 (menadiona) es una provitamina que tiene la
capacidad de ser metabolizada por el cuerpo humano para producir vitdmeros de la K2

(Figura 6.18).

o] o o
= =
n
98 I 98
0] @) o
Filoquinona Menaquinona (MK-n) Menadiona
Vitamina K1 Vitamina K2 Vitamina K3
Figura 6.18. Estructura de las vitaminas K.

6.4.1 VITAMINA K2

Distintas bacterias, como la Escherichia coli, pueden biosintetizar Vitamina K2. Es
justamente en este organismo donde se realizaron los estudios para dilucidar la ruta
biosintética de la menaquinona (Esquema 6.7). Esta ruta requiere un total de 7 enzimas para
sintetizar menaquinona a partir del intermediario corismato (MenA a MenG). El corismato es
un intermediario bioquimico importante en plantas y microorganismos, entre ellos de los
aminodcidos aromaticos, indoles, alcaloides y acido salicilico, entre otros. El primer paso de
la sintesis es la conversion de corismato en isocorismato catalizado por MeF. El isocorismato
es convertido en 2-succinil-6-hidroxi-2,4-ciclohexadieno-1-carboxilato (SHCHC) por MenD. El
intermediario o-succinilbenzoico (OSB) es formado por MenC, para luego ser convertido en
el intermediario OSB-CoA por MenE, que se convierte finalmente en el Aacido
dihidroxinaftoico (DHNA). EI DHNA es sustrato de isopreniltransferasas, en este caso
particular de una octapreniltransferasa (MenA) que transfiere un geranilgeranilo a la
posicion 2 del nucleo para formar el intermediario demetilado de la menaquinona, la

demetilmenaquinona (DMK). El nombre del intermediario depende de la cantidad de
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unidades de prenilos presentes en la estructura, de manera genérica se denominan DMK-n.
El dltimo paso de la reaccion es la conversion de DMK-n en menaquinona por metilacion,

catalizado por la metiltransferasa MenG.

OH
COOH menC COOH

menF HOOC COOH menD
T° oo

Isocorismato O SHCHC osB O
menE
O OH
menA COOH menB COSCoA
DEMETILMENAQUINONA-4 (DMK-4) O COOH
o l menG OH 0
DHNA OSB-CoA

Esquema 6.7. Biosintesis de la menaquinona 4.

6.4.1.1 SINTESIS DE DEMETILMENAQUINONA 4 (DMK-4,).

Con el objetivo de comprender las rutas de biosintesis que involucran
isopreniltransferasas, sintetizamos la demetilmenaquinona 4 (DMK-4), utilizando Ias
herramientas de sintesis desarrolladas anteriormente. La preparacion de un producto
natural en forma sintética fue histéricamente el primer gran acercamiento entre la biologia y
la quimica. En particular, el atractivo de esta molécula reside en la posibilidad de utilizarla
como estandar cromatografico para el estudio de organismos capaces de biosintetizar
vitamina K2, por tratarse de un actor principal de la ruta metabdlica.

Como primera aproximacion se sintetizd DMK-3 con el fin de optimizar la secuencia
sintética debido a que se requiere de farnesol que es mucho mds econdmico que el
geranilgeraniol necesario para obtener la DMK-4. Esta sustitucion estd avalada
experimentalmente por la robustez de la técnica y la independencia de los rendimientos de
los productos en funcién del largo de cadena de los isoprenoles.

El primer paso lo constituye la alquilacion con farnesol a la posicion orto del 4-

metoxinaftol, catalizada por BF3.Et,0 en condiciones de alquilacidn. En la reaccién se obtuvo,
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luego de 12 horas, el 2-farnesil-1-naftol FI-30 con un 60% de rendimiento. En un posterior

e Rﬂg4

paso se oxido el producto a su correspondiente naftoquinona DMK-3. Esta reaccién redox se
produce utilizando nitrato amdnico cérico (NAC), debido a que el Ce(IV) es un oxidante muy

fuerte (E° = 1,61 V). Se obtuvo la naftoquinona farnesilada en sélo 15 minutos a temperatura

ambiente con rendimiento cuantitativo
OH

Farnesol
0,3 eq. BF3 Et,O

FI1-30

15 minutos

12 horas
- MeCN:H,O 100%
2:1

DMK-3

Esquema 6.8. Sintesis de DMK-3

Habiendo optimizado las condiciones de reaccién, se prepard la DMK-4 en dos pasos
a partir de 4-metoxinaftol. El paso de alquilacidon con geranilgeraniol tuvo una mejora del
rendimiento a 68% con respecto al modelo. Posteriormente, el demetilmenanaftol FI-50 fue

oxidado para dar DMK-4 con un 88% de rendimiento. La secuencia completa tuvo un

rendimiento global de 60%, lo que para este tipo de compuestos es destacable. (Esquema 7)

OH

GeranilGeraniol

H
0 3 eq. BF3 Etzo
15 minutos

NAC
88%

MeCN:H,O
2:1

12 horas
/O FI-50

68%

Esquema 6.9. Sintesis de DMK-4
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6.4.2 VITAMINA K1

Estructuralmente la filoquinona (también conocida como fitomenadiona) consiste en
un nucleo de menadiona (3-metil naftoquinona) sustituido en C-2 por un grupo fitilo. Esta
estructura le confiere estabilidad al aire y la humedad, siendo fotosensible. Funcionalmente
es un aceptor de electrones durante el proceso de la fotosintesis, formando parte de la
cadena de transporte del fotosistema I. En animales es un cofactor clave en la formacion del
factor de coagulacion Il (protrombina), VI, IX y X. También es requerida para la generacién
de proteinas de factores anticoagulantes. Por esta razén la OMS incorpord a la vitamina K1
en la lista de medicamentos esenciales, que engrosa a los medicamentos mas importante
gue se necesitan en un sistema de salud basica.!®?%

La biosintesis, comparte pasos comunes con las 2 vitaminas K. La divergencia con la
vitamina K1 ocurre en la fitilacion del nucleo aromatico, mediada por MenA. En plantas
MenA es una fitiltransferasa que se encuentra localizada en membrana.

En el ultimo cuarto de siglo, se reportaron analogos tioalquilados de vitamina K que
demostraron promisorias propiedades medicinales, entre los que se incluyen actividades
antitumorales.'®%2°, Desde el primer reporte de la sintesis de la vitamina K1, realizada en
forma independiente por los grupos de trabajo de Fieser, Binkley y AlImquist y Klose, se han
descripto una gran variedad de rutas sintéticas de la filoquinona. Sin embargo, muchas de
ellas requieren un gran numero de pasos sintéticos, con rendimientos globales pobres e

isomerizacion del doble enlace de la cadena del fitilo.
6.4.2.1 SINTESIS DE LA VITAMINA K1

La estabilidad de la vitamina K1 en condiciones atmosféricas normales se debe
intrinsecamente a su estructura. Por otro lado, la vitamina K3 constituye estructuralmente el
centro redox de las vitaminas K. La vitamina K3 también es un agente muy importante en la
coagulacién sanguinea, interviniendo en la sintesis de los factores VII, IX y X de la
coagulacién, junto con la protrombina. Esta vitamina también contribuye en la produccién
de glucégeno a partir de la glucosa hepatica y puede desempefiar cierta interaccion en la

formacién de un hueso y en la prevencién de la osteoporosis.
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Debido a las diferencias entre los potenciales de reduccién y en un intento de buscar
un rédito sintético, disefiamos un protocolo para obtener datos cualitativos de las tasas de
reoxidacién entre la vitamina K1 y la vitamina K3.

En un ambiente reductor proporcionado por Zn en polvo (E°= -0,76 V) en &acido
acético, forzamos la reduccién de cada vitamina por separado asistida por ultrasonido. La
reaccidon cursa en 15 minutos a temperatura ambiente, observando la decoloracién de las
naftoquinonas (amarillas en su forma oxidada a incolora en su forma reducida). A
continuacion se sometié ambas reacciones a la atmdsfera y se tomé cada 30 segundos una
muestra de la reaccidn para analizar la reoxidacion por cromatografia en capa delgada de
silica gel, contra el patron oxidado correspondiente. Mientras que para la vitamina K3 se
observa una lenta reoxidacion, la vitamina K1 presenta una elevada tasa de reoxidacion,

volviendo a su forma quinona en menos de 30 segundos (Figura 6.19).

o Zn/HAC OH
T O
o ——_
aire
dias
(@] OH

))) 15 min

o Zn/HAc OH
= — >
I e I :
aire
< 30 segundos
o OH

Figura 6.19. Ensayo de cualitativos de reoxidacién.

Estas tasas de reoxidaciones diferenciales entre la vitamina K3 y la vitamina K1
constituyen una ventaja sintética que podria ser explotada. La combinacién de esta
propiedad con la reaccion de Friedel-Crafts promueve una potencial accesibilidad sintética
para obtener vitamina K1 o K2 a partir de la vitamina K3.

Utilizando la vitamina K3 como material de partida, se realizé la reduccién con Zn en
polvo en dacido acético asistida por ultrasonido. La reaccidon cursa en 15 minutos a
temperatura ambiente , caracterizandose la rapidez, limpieza y alta eficiencia de la misma.
Obtenido el menadiol (vitamina K3 reducida), sin purificar, se realiza la alquilaciéon de
Friedel-Crafts sobre la Unica posiciéon orto libre del nucleo aromatico. En esta etapa, la

reaccion cursa con rapidez, completandose en tan sdlo 45 minutos con un 62% de
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rendimiento global. La elevada tasa de reoxidacién de la vitamina K1 provoca que todo el
producto obtenido esté en su forma naftoquindnica, produciendo en un Unico paso la

alquilacion con el motivo fitilo y la posterior oxidacion.

____________________________________________________

) OH Fitol ) :
Zn/HAc BF3 Etzo : = :
. —_ '
O‘ Ultrasonido OO Tolueno O‘ :
15 minutos 4 °C !
OH 45 minutos \_______{ O |
Vitamina k3 60% global Vitamina K1
$46/gramo $2180/gramo
Figura 6.20. Sintesis de vitamina K1.

Como corolario, esta estrategia sintética es inédita para la preparacion de vitaminas K
0 SuUS precursores y se posiciona como una novedosa, eficiente, rapida y limpia alternativa a

todas las rutas de sintesis reportadas.
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En nuestro planeta cada 45 segundos muere un nifio menor a 5 afios de Malaria.

El reciclaje de farmacos ya en el mercado puede ser una solucidn para
enfermedades olvidas o raras
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7. REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS ISOPRENILADOS

7.1 DIAGRAMA DE TRABAJO

| metabolismo de isoprenilacion de proteinas es una modificacién postraduccional

clave para mantener la supervivencia de un organismo. En ese contexto, la

busqueda de inhibidores de esa ruta metabdlica constituye una diana importante
para la industria farmacéutica, sobre todo en el desarrollos de farmacos para el tratamiento
del cancer’!y las ETDs.

Mediante la utilizacién de las via de modificacién postraduccional de proteinas por
isoprenilacién, el uso de un candidato a farmaco que se encuentra isoprenilado y en fases
clinicas combinado con estrategias modernas de disefio de droga; nos propusimos
desarrollar una quimioteca inédita con el objeto de encontrar nuevos candidatos para el
desarrollo de farmacos contra enfermedades desatendidas.

La inspiracion en una estructura conocida que se encuentra en estadios avanzados de
fases clinicas tiene un enorme potencial para ser reposicionado. El reposicionamiento de
farmacos es una concepcion moderna que tiene basamento en encontrar nuevos usos
terapéuticos para farmacos vya existentes. Este concepto vanguardista reduce
sustancialmente los costos y tiempos asociados a todas las fases por la que debe pasar una
entidad molecular para ser aprobados por los organismos de regulacion. En este paradigma,
trabajar con un medicamento ya existente, del que se conocen los efectos adversos, la
toxicidad o la eficacia clinica constituye en una nueva piedra angular para el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos.

El Esquema 7.1 ilustra la estrategia propuesta para la generacidn de esa quimioteca.

—
Isoprenilacion de lf,}g:gw Disefio racional de 1 - 4
proteinas como 6 § = analogos y H
blanco terapéutico "\> qguimioinformatica -
o o o o
Validacién p Actividades in vitro
bioinformatica del el de la quimioteca
blanco o

Esquema 7.1. Estrategia abordada.
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7.2 ESTRATEGIA “DRUG TO GENOME TO DRUG".
Como se hizo mencion con anterioridad, la comunidad cientifica se enfrenta al reto

de desarrollar nuevos fadrmacos, en parte motorizada por las constantes aparicién de
organismos resistentes a los principios activos comerciales o por la inexistencia o ineficacia
de estos mismos. El avance de nuevas metodologias en la ingenieria de farmacos tiene como

condicidn sine qua non los adelantos en la tecnologia farmacéutica y el creciente nimero de

organismos secuenciados, logros que permiten recorrer campos inexplorados en pos de

obtener nuevos farmacos.
Existe un consenso mundial, fomentado por la Organizacién Mundial de la Salud y en
circulos académicos, en desarrollar estrategias que combinen Medium throughput assays y

técnicas basadas en el blanco molecular.”? 73! En un intento de combinar las ventajas que

poseen ambas metodologias, en el afio 2011 se describid la estrategia “drug to genome to
como un novedoso e interesante enfoque para encontrar nuevos agentes

drug” [7.4, 7.5]
realizar un cribado de una pequeifia coleccidén de compuestos que posee actividad en blancos

quimioterapéuticos y reposicionar farmacos. En lineas generales, la estrategia consiste en
conocidos en humanos y que tengan un ortélogo en los microorganismos a ensayar. Para

ello, los autores de la estrategia plantean trabajar en una zona segura del proteoma
parasitario, en donde las proteinas utilizadas como blanco coexistan en ambos proteomas

(del pardsito y del hospedero) y posean inhibidores de perfil farmacolégico y clinico

Como se observa en la Figura 7.1, las proteinas que se encuentran en la interseccion

conocido.
entre el proteoma humano (negro), el del organismo a combatir (naranja) y las que son

blanco de drogas de la farmacopea (violeta) serd la zona de blancos ventajosos. Este
conjunto de proteinas deberd contar con inhibidores que tienen estudios desarrollados de

SAR, ADME, etc., para ser considerado un blanco privilegiado.
Desde una perspectiva global esta metodologia se encuadra en el concepto de
reposicionamiento de farmacos, combinado con sintesis dirigida a la biologia para generar

entidades quimicas inspiradas en principios activos validados.
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Zona de alto nivel de conocimiento:
- Datos farmacoldgicos y clinicos disponibles
- Estudios de accesibilidad farmacolégica y
estructura-actividad disponibles.

Proteoma
humano

Proteinas blanco
segun la
farmacopea

Zona de alto nivel de desconocimiento:
- Farmacinética y farmacodinamica desconocida
- Accesibilidad farmacologica desconocida

Blancos actualmente
en estudio

ancos

Figura 7.1. Racional de la estrategia de “drug to genome to drug” (adaptada de las

referencias "% 7'3’])

Con este racional, Benoit Deprez y colaboradores sintetizaron una serie de analogos
de Tadalafil (un potente inhibidor de la fosfodiesterasa humana, utilizada en casos de
disfuncién eréctil) con promisorias actividades antiplasmddicas, organismo en donde la
fosfodiesterasa mostré ser el blanco de los compuestos preparados. Este trabajo ha dejado
de manifiesto que la aproximacién por Drug to genome to drug es un fértil terreno para la

ingenieria de farmacos y la validacidn de nuevos blancos en diversos organismos.

7.3 ISOPRENILACION DE PROTEINAS COMO BLANCO TERAPEUTICO.

Isoprenilacion de Disefio racional de
proteinas como analogos y
blanco terapéutico quimioinformatica
o o [ /
Validacidn Actividades in vitro
bioinformatica del de la quimioteca
blanco

Como se menciond en la introduccidn, se estima que mas de 120 proteinas de
mamiferos tienen motivos CAAX funcionales capaces de sufrir modificaciones
postraduccionales mediante isoprenilacién. En la misma linea, nuestros estudios
bioinformaticos nos permitieron hallar 135 proteinas con capacidad de ser isopreniladas en
T. cruzi”® En ambos casos, la mayoria de ellas cumplen roles en procesos de regulacién

celular, entre los que se incluyen la seializacidn, proliferacion, migracién celular, expresién
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génica y el trafico vesicular.””"7# Las proteinas CAAX incluyen GTPasas Ras y Rho, proteinas
G y subunidades, proteina fosfatasas, fosfodiesterasas y lamininas nucleares, proteinas
intimamente relacionadas con la génesis tumoral. Esta modificacién postraduccional consta
de 3 pasos enzimaticos, que se resumen en la Tabla 7.1.

En los ultimos afios la enzima ICMT fue objeto de numerosos estudios debido al
potencial que tiene como blanco para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos, en
particular, cuando el origen del cancer se debe a transformaciones de proteinas Ras. Las
mutaciones especificas encontradas en las proteinas Ras las vuelven oncogénicas y se
encontrando en alrededor del 30% de todos los tumores humanos, incluyendo cerca del 90%

de los canceres de pancreas y en el 50% de los canceres de colon.!”?!

Tabla7.1. Pasos enzimaticos de la isoprenilacion de proteinas

Paso enzimatico Caracteristicas

La farnesiltransferasa y la geranilgeraniltransferasa | son proteinas
similares. Estan formadas por dos subunidades: la subunidad alfa de 48
kDa, que es comun para ambas enzimas, y la subunidad beta de 45 kDa,
cuya identidad de secuencias es tan sélo del 25%. Estas enzimas
reconocen el dominio CAAX en el extremo C-terminal de la proteina.
La actividad proteasa del dominio CAAX estdn mediadas principalmente
por Rcel (por sus siglas en inglés, enzima convertidora de Ras y factor ),
Maduracion proteolitica el una.proteasa tralnsmembrana del rfetl'culo endoplasmét[ig)l,]”'w] y por la
. familia de proteinas Ste24p, una zinc metaloproteasa. Se conocen
extremo C-terminal

desde el afio 2013 la estructura cristalina del homdlogo de Rcel de

Farnesilacion o geranil
geranilacion de motivos CAAX

isoprenilado Methanococcus maripaludis y de la STE24p de Saccharomyces mikatae.
Sin embargo, es poca la informacion que se posee sobre la arquitectura
enzimatica y el mecanismo de este paso.
Catalizada por la Protein-s-isoprenilcistein-O-metiltransferasa (ICMT, 32
Metilacion de la kDa), el Ultimo paso consiste en la carboxil metilacion de la cisteina
isoprenilcisteina C-terminal. isoprenilada terminal. Esta enzima se localiza en la membrana del reticulo

endoplasmatico. El dador de metilo es la S-adenosil metionina (SAM).

Salirasib® (Acido S—trans,trans—FarnesiItiosaIicilico)”'lz] en un nuevo agente
anticancerigeno que se encuentra en desarrollo por la empresa Concordia Pharmaceuticals
Inc. con sede en Florida, USA. Salirasib® es un novedoso inhibidor de Ras, administrable por
via oral, indicado para el tratamiento de una amplia gama de neoplasias incluyendo
pancreas, pulmén, colon y otros tipos de cancer. Este compuesto posee un mecanismo de
accion distinto a otros inhibidores de farnesiltransferasa (FTls), ya que inhibe la unién de las

isoformas de Ras a la membrana celular, un punto critico en la via de sefializacion. Fue

Pagina 161



<o,
By

" , UNR CAPITULO 7: "DRUG TO GENOME TO DRUG” >

reportado inicialmente en 1995 como inhibidor de la enzima IcMT! 3]

y se encuentra
actualmente en la etapa de pruebas clinicas.

El Salirasib® se erige como una molécula estructuralmente atractiva por su relativa
simpleza, que la hace sintéticamente accesible y por poseer un motivo isoprenoide, una

estructura privilegiada para el desarrollo de nuevos principios activos.

©:COOH
s = = =

Salirasib®

Figura 7.2. Estructura del Salirasib®

7.4 VALIDACION INFORMATICA DEL BLANCO.

Disefio racional de
analogosy
guimioinformatica

Isoprenilacion de
proteinas como
blanco terapéutico

o o o o /
( Validacion Actividades in vitro

* g bioinformatica del de la quimioteca
blanco

El uso de herramientas bioinformaticas, particularmente de gendmica y protedmica
comparativa, fueron de vital importancia para poder validar el blanco de accidn propuesto
para el desarrollo de nuestra quimioteca inspirada en el Salirasib®. Principalmente la
validacién debe hacerse por tratarse de enzimas presentes en organismos filogenéticamente
distintos, separados en eventos de especiacion muy distantes en el tiempo.

Enmarcado entre las herramientas bioinformaticas, el alineamiento de secuencias
primarias de aminoacidos es aplicado en el disefio de fdrmacos cuando se complementa con
la informacién proveniente de la estructura tridimensional del blanco. Puntualmente en el
caso de la ICMT, debido a la dificultad de cristalizar proteinas de membrana, Unicamente se
conoce una sola estructura cristalina proveniente del organismo arquea Methanosarcina
acetivorans (Ma-ICMT).[7'14' 75 | profesor David Barford, del Instituto de Investigacién en
Cancer de Londres, combinando los resultados de la difraccion de rayos X de la Ma-ICMT
cristalizada y el andlisis de alineamiento de secuencias demostré que la estructura hallada es

. . . 1
un buen modelo para el estudio en organismos eucariotas./’4 Complementando estos
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datos, nuestros estudios bioinformaticos indican que existe un 32% de identidad y un 50%

T[7.15]

de semejanza entre la secuencia primaria de Ma-ICM y su andloga humana (Hs-

ICMT).[“G] El valor e del alineamiento es de 2 x e, indicando una homologia significativa. En
la Figura 7.3 se observa total de los aminodcidos involucrados en el sitio de unién al sustrato

y al cofactor.

4 Y ‘
Ml 1P Miath fvize M

Y129
L RIG3
1ea Hizowd BP127 L W

H3 | '\
N

M2 =) \
Q& j) Yi21 4 &
167/ L]

% %
e #150" VIS

L1g? Y179

L3 JHe

Ma-ICMT 100 GNN«SAIL--EIKOGH LVKEG HL‘nlvNITQGIILSN'wWLI—FGIVAW 156
G+N++ ++ LV G +WI ++L N+ +++ W
HS-ICMT 182 GSNFNHVVQNEKSD H LVTSG GWFYWSIGTQVMLCNPICGVSYALTVW 241

HO

L.

C
Ma-ICMT 157 AILVF RVPKE ELLIEEFGD SyGKTGRLF? 191
P

o B
m

HS-ICMT 242 RFFR

HO

EEE Isunrrce v EYKKRVPTGLP 275

Figura 7.3. Arriba: Estructural de la ICMT de M. acetivorans con el sustrato y el cofactor.
Adaptada de la referencia [7.141 Abajo: Alineamiento de la secuencias de Ma-ICMT y
Hs-ICMT. En rojo se observan los aminodcidos conservados del sitio de union a
sustrato y al SAM.

En una extension de los estudios

.. - . , Proteoma
bioinformaticos se complementd la busqueda con Humano

las secuencias homaélogas en otros organismos de

importancia en la salud publica mundial (T. broteoma R
cruzi”*! 1. brucei,”*® L. donovani”* T. acetvorans T;Z:L%sso
gonduﬁzo] y P fa/ciparum[7‘21]), utilizando un

enfoque heuristico (BLAST). A continuacidon se Proteoma

Apicomplejos
refinaron los alineamientos multiples con enfoque

progresivo en T-coffee. Todas las secuencias halladas corresponden a proteinas funcionales

pertenecientes a la superfamilia de las ICMT y poseen el sitio de unidn a sustrato conservado
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(entre los aminoacidos 91-151 y 160-279). Existe ademds una completa conservacién de los
aminodcidos involucrados en el sitio activo y los que interaccionan con el cofactor SAM.

Los resultados muestran un 35% de identidad (y 51% de semejanza) entre las
secuencias primarias de Hs-ICMT y los ortdlogos en tripanosomatidos que causan dolencias
en los hospederos humanos (en particular, T. cruzi, T. brucei y L. donovani) y un 36% de
identidad (y 54% de semejanza) entra la forma humana y la de apicomplejos infectivos (en
particular, T. gondii y P. falciparum). Estos valores aumentan considerablemente cuando se
analizan los dominios involucrados en el sitio catalitico. Un analisis detallado de estos
estudios nos permitié observar el alto valor de score (90/100) que hay en el alineamiento de
la region del sitio activo de las secuencias de tripanosomatidos, apicomplejos, humana y del
archea modelo (Figura 7.4). Ente hecho nos permite concluir que el dominio catalitico de la

enzima estd altamente conservado a lo largo de la evolucion.

[ Z=llTmE = ====ss===ccc===sss==ssssssssssossssssoss TRLFA-LIVTFLNIGLFTKIHKDLGNNWSA
H.sapiens =  _-Il---------- ==| =========s======s==== SVTGLLMVVEGECLRKAA - -MFTAGSNENH
P.falcipaum DLNNSFLYEIISKHK--HVFHTYDIPENYEKKYNHYRFLVLLSLFFCITGMFLRIMG--IINCSKSFSF
T.gondii ~  --AS---------- ==[======ss=c======222-== LLGLLLACGGLLLRLCA- - FATAGRNFTH
T.cruzi ——UP —————————— R——GTFA —————— GWLLRLNHST - VTVQAVMAVAFYLVRVUG——MLHCGRNFSL
T.brucei SENEEEEEELELEE A--TSRW------ GWLFRLNYTM- - VNCAAVLTIFFYLVRVCG - -MAHCGCNESL
L.donovani e INEEEEEEELES PTRHTLL------ GFFLRYNYTS - -ALLFTFLVLVFYGIRVVS - -MLOCGSNFSL
cons

Ma-Tcmt eE---———— - TKDGHKLVKEGIYKNIRHPMYAHLWLWVITOGITL SNWVVLT - FGTVAWAILYFIRY
H.sapiens VVONE------- KSDTHTLVTSGVYAWFRHPSYVGWEYWSIGTOVMLCNPICGVSYALTVWR - FFRDRT
P.falcipaum  YVLSSYSLEKKYMKRKHNLIKKGIYKYMRHPCY TGWEYYSIFLOLLLSNIFCFTLSFLLSWY-YFYRTI
T.gondii OEATT------- RRPSHALVTRGVYGYYRHPAYTGWFYWAVGSOVAIGNVYCMLLFAAVSFY - FFRDRI
T.cruzi ERETE------- RRASHVLVDNGIYAVLRHPAYFGFFWRTLCSOLVLANPLCLVFYAVVMWH - FFSCRI
T.brucei LIETR------- RRSNHVLVTDGIYSILRHPAYFGYFWTALFSOLVLANPFCFMAYAIVLIR-FFKERI
L.donovani  MIEME------- RHSGHQLVTHGLYRYLRHPAYFGWFWRTCCAQWILANPVSAVVHTGVTWY - FFRYRI
cons - & JI:: :-c:n-: Ak Kk . 2 *

Ma-Tcmt PKEEELLI--EEFGDEYIEYMGKTG-RLFPKVY-----------ooom -

H.sapiens EEEEISLI- -HFFGEEYLEYKKRVP -TGLPFIKGVY--KVD--------- L

P.falcipaum  KIEEKNLL--ECYNYEYOTYIEETRSTYIPFMIRI---------------

T.gondii LYEEOLLE - -TMFPGAYCAYRAATPRLGIPLLOAAVRRVOVKKTPGTVDD

T.cruzi AYEESVLESEEFFGERYKAYKAKTM-AGIPFIYSR- -RPECYCMCVSLEA

T.brucei TYEETVLSSVEFFGESYMKYKAGTW-VGIPFIR-----------------

L.donovani

cons

AYEEATLQRPDYFGEAYKRYKVRTI-VGIPFL------------------

o e . £ S E 4 B -

Figura 7.4. Alineamiento de secuencias multiple del sitio activo de ICMT de diferentes

organismos realizado con enfoque progresivo.

Por otro lado, un arbol filogenético es una estructura que muestra las relaciones

evolutivas entre especies que tienen una ascendencia comun. La construccion se realiza

Pagina 164



W10

3 7| UNR

&

= CAPITULO 7: "DRUG TO GENOME TO DRUG”

"4,

e
N

%

usando métodos cladisticos. Este tipo de arbol sélo representa un patrén de ramificacién, es
decir, que la longitud de sus ramas no representa el tiempo en donde ocurrié la especiacion.

Con el objetivo de expandir los estudios de la IMTC, se prepard un arbol filogenético
con las secuencias de los organismos de estudio utilizando el software ClustalW2. En la
Figura 7.5, se observa el resultado de estos este estudio. Como se puede observar la
construccion de este cladograma las divergencias entre los organismos coincide con los
eventos de especiacion sostenidos entre ellos. En lineas generales se abre la posibilidad de

estudiar la factibilidad de utilizar las secuencias de ICMT como marcador filogenético.

* ICMT Homo Sapiens

Nes 11

&)‘M\ ity
i, T
Th-ICMT
i - ICMT Trypanosomatidae Ld-ICMT
= » ICMT Apicomplexas Tg-IcMT

== —_— Pf-ICMT
/ Hs-ICMT
¢ / Ma-ICMT

Figura 7.5. Arbol filogenético de las especies estudiadas, utilizando ICMT como marcador
molecular.

En conclusidn, con el aporte de los resultados bioinformaticos realizados, se puede
afirmar que ICMT es un blanco idéneo para el reposicionamiento de farmacos (y una
consecuente reingenieria) utilizando el concepto de “drug to genome to drug” con foco en la
generacién de nuevos compuestos antiparasitarios. De la misma manera, la sintesis de una
biblioteca de andlogos de Salirasib®, constituird ex profeso en un pilar fundamental en la
busqueda de no sélo novedosos agentes antiparasitarios, sino también, de entidades

moleculares anticancerigenas.

7.5 DISENO RACIONAL Y SINTESIS DE ANALOGOS.

Isoprenilacién de Disefo racional de
proteinas como analogos y
blanco terapéutico quimioinformatica
o o o /
Validacidn Actividades in vitro
bioinformatica del de la quimioteca
blanco
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El 4cido S-trans-trans-farnesiltiosalicilato (AFTS) fue disefiado para mimetizar el
motivo farnesilo en el extremo C-terminal de Ras23.7 Experimentos posteriores
demostraron que induce una deslocalizacion de la membrana celular con su consecuente
degradacion.”?? Posteriormente, el Prof. Yoel Kloog reporté nuevos andlogos de Salirasib®,
constituidos por derivados del dcido carboxilico de dicha molécula.”?® El derivado amida del
AFTS tuvo buena actividad en la inhibicién de crecimiento tumoral de células pancreaticas y
cerebrales. Alternativamente, el grupo del Prof. Casey ha reportado 7.7 qgue la sustitucion
por un grupo amino del grupo acetamido en el derivado del indol desarrollado previamente,
mejoraba notablemente la farmacocinética del lider que poseia un grupo acetamido.”?* Es
de destacar que todos estos compuestos fueron sintetizados previamente a la elucidacion de
la estructura cristalografica de la ICMT.

Por otro lado, el analisis de la estructura cristalografica de la Ma-ICMT con el sustrato
nos permiten observar que la proteina sustrato acomoda su extremo carboxi-terminal (que
se halla isoprenilado) en una region de baja polaridad del tinel de sustrato de la ICMT. En
esta posicién ese extremo C-terminal se encuentra en linea directa con el metilo reactivo del
SAM para que ocurra la metilacién. Por otra parte, el dominio isoprenilo se ancla en la regién
superior del tunel de sustratos que es altamente hidrofdbica.

En base a estos datos postulamos un disefio para el desarrollo de nuevos analogos

gue consiste en mantener el nucleo el acido tiosalicilico y producir variabilidad en la cadena

lateral.

: COOH
S/\Sustituyentes Liposolubles
COOH
| | |
| |
Wo SN NN
o }
(

COOH

DOMINIO DOMINIO  DOMINIO ISOI?RENiLICO/
PROTEICO CATALITICO HIDROFOBICO

Figura 7.6. Disefio basado en sintesis orientada a la biologia.
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La eleccidn de los sustituyentes en la cadena lateral fue basada en dos estrategias.
Por un lado, la exploracién de un conjunto diverso para cubrir una amplio rango de
demandas estéricas y electrénicas y por otro escogiendo los sustituyentes con parametros
fisicoquimicos adecuados para la ICMT, segun los inhibidores reportados en la literatura.
La preparacion de las nuevas colecciones requerird entonces de la introduccién de
grupos quimicos de la cadena lateral utilizando dos tipos de reacciones:
1- Alquilaciones directas sobre el &tomo de azufre generando estructuras inspiradas
en el grupo tioeter del Salirasib®.
2- Reacciones de cicloadiciones 1,3-dipolares catalizadas por Cu(l): introduccion de
un motivo que actla como linker, la rigidez estructural del triazol emula al doble

enlace proximal al &tomo de azufre.

COCH
[ ;[ S = = =

=N

/ etilacetato, propilacetato,
cetilo, octilo, cinamilo,
Biblioteca de compuestos fitilo y decilo.
tio-alqulados
(13 compuestos)

COOH COOH , ,
R= Isoprenilo, geranilo,
farnesilo, bencilo.

S/\(\N/R S/R fenilpropilo, ciclohexilo,

N=N

Biblioteca de triazolil-tiosaliciatos
(13 compuestos)

Esquema 7.2. Racional para la preparacion de los analogos de Salirasib®

7.5.1 FAMILIA DE COMPUESTOS TIO-ALQUILADOS (FTA)

En un primer intento se optimizaron las condiciones de S-alquilacién, para la
generaciéon de la biblioteca FTA. Para ello, se utilizdé como material de partida el acido
tiosalicilico y el bromuro de propargilo como agente alquilante. Las condiciones de
alquilacién deben ser estrictamente reguladas para que no ocurra una doble alquilacién
(sobre el atomo de azufre y sobre el grupo carboxilico). Se ensayaron distintas condiciones
modificando la base y el solvente con el objetivo de lograr la selectividad buscada. Los

resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla 7.2. Las condiciones de la entrada
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5 produjeron los mejores resultados generando el producto en 70 % de rendimiento, siendo

la elegida para generar la biblioteca de compuestos S—alquilados.[7'13]

Tabla 7.2. Optimizacién de la reaccién de S-alquilaciéon del acido tiosalicilico.

Entrada Condiciones Resultados
1 KOH (1 eq.) Agua No ocurre reaccién
2 K,CO;3 (1 eq.) Agua No ocurre reaccién
3 KOH (1 eq.) Metanol Productos de descomposicidn
4 K,COs3 (1 eq.) Metanol Producto de dialquilacién
5 Cloruro de guanidinio(1 eq.) Acetona Producto de S-alquilacidn, 70% de rendimiento

%) 4cido tiosalicilico (1 eq.) y bromuro de propargilo (1eq.), reflujo, 12 h.

Habiendo optimizado la condicién de S-alquilacién nos abocamos a sintetizar una
coleccion de 12 nuevos analogos y del Salirasib® (Esquema 3). Utilizando diversos
halogenuros, las reacciones de alquilacién cursaron en general sin contratiempos, siendo el

rendimiento promedio de los productos purificados del 78%.

(0] (@]
oH Carbonato de Guanidinio OH
SH Acetona s’R
Reflujo
Br—R

Esquema 7.3. Obtencidn de andlogos de Salirasib® por alquilacion de acido tiosalicilico.

En particular, debido a inestabilidad de los halogenuros de isoprenilos (con la
excepcion del 1-bromo-3-metilbut-2-eno) para sintetizar de los compuestos 4, 5, 12 y 13 fue
necesario preparar el cloruro alilico en un paso anterior a la alquilacién. Usando las

condiciones de COFey-KimW-ZS]

se mezclaron el isoprenol con N-clorosuccinimida (NCS) vy
dimetilsulfuro (DMS) en diclorometano (DCM) anhidro a -40°C. El cloruro obtenido se utilizo,
sin purificar, en la reaccién de S-alquilacién. El primer paso del mecanismo de la
halogenacién de Corey-Kim involucra una reaccion Sy2 entre el DMS nucleofilico y el cloro
electrofilico del NCS, para formar el intermediario cloruro de sulfonio y el anién
succinimidato. El anidn ataca al sulfonio, produciendo la extrusién del cloruro y formando un

nuevo intermediario sulfonio. Este agente es atacado por el alcohol nucleofilico del sustrato

alilico, formando el anién succimidato nuevamente y la especie oxonio.
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En un siguiente paso, el oxonio es deprotonado por el anién, generando una sal
alcoxisulfonio. En ausencia de base que deprotone la especie, el cloruro ataca al carbono

deficiente de electrones alfa al oxigeno, liberando DMSO y produciendo el compuesto de

interés (Esquema 7.4).

zzw- o,

CI

Esquema 7.4. Mecanismo de reaccién de Corey-Kim.

Los productos sintetizados, purificados y caracterizados se muestran en la Tabla 7.3,

informandose ademas su rendimiento.

Tabla 7.3. Analogos sintetizados de la biblioteca FTA y rendimientos en la reaccién.

COMPUESTO 1 (70%) COMPUESTO 2 (83%) COMPUESTO 3 (78%)
@[COOH COOH COOH
S/\\\ [ ;[ S/\)J\O/\
COMPUESTO 4 (85%) COMPUESTO 5 (88%)
COOH COOH
COMPUESTO 6 (68%) COMPUESTO 7 (72%) COMPUESTO 8 (87%)
@[COOH COOH COOH
/\/\@ S
COMPUESTO 9 (75%) COMPUESTO 10 (73%) COMPUESTO 11 (81%)

COOH COOH
Cr SO
S/\/\© S/\© e U U W WS
S
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COMPUESTO 12 (79%) COMPUESTO 13 (85%)

COOH COOH

7.5.2 FAMILIA DE COMPUESTOS TRIAZOLIL-TIOSALICILATOS (FTT)

Las cicloadiciones 1,3-dipolares catalizadas por Cu(l), se realizaron funcionalizando la
cadena lateral con un alquino terminal (compuesto 1) y utilizando diferentes azidas para
generar diversidad (Esquema 7.5). Las azidas seleccionadas respetan los patrones
estructurales utilizados en la biblioteca anterior, a fin de obtener colecciones de compuestos
comparables. En condiciones de reaccién de Sharpless, se prepararon un total de 12

productos finales con un rendimiento promedio del 85% en la etapa de cicloadicidn.

O O

CusO,
OH \,-Rr Ascorbato de Sodio_ OH
t- - N

Esquema 7.5. Esquema sintético de los analogos de Salirasib® que contienen un anillo
triazdlico

Los productos sintetizados, purificados y caracterizados se muestran en la siguiente

tabla 7.4. Se informa ademas el rendimiento de cada compuesto en la etapa de cicloadicién

dipolar.
Tabla7.4. Analogos sintetizados de la biblioteca FTT
COMPUESTO 14 (88%) COMPUESTO 15 (78%)
COOH Hool
@sh@ VO @ W
N \/&N\/\/\/\/
COMPUESTO 16 (90%) COMPUESTO 17 (86%)
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COCH
S W =
it o¥a‘hhe

S N=N S N=N

COMPUESTO 18 (84%) COMPUESTO 19 (84%)

COOH
0 e o SN~
Q\S N:l\/l S/\(\,N
N:N
COMPUESTO 20 (80%) COMPUESTO 21 (92%)

COOH

@[ COOH o

S/Y\,N @\ /\/j'ﬂﬁ(
N:N /@ S N’N (@)

COMPUESTO 22 (81%) COMPUESTO 23 (83%)
COOH
/\(/\I/\I COOH WW
S N= @\ /\/\l/\l
S N=N
COMPUESTO 24 (91%) COMPUESTO 25 (89%)
O
COOH COOH
o~ AN
/
S N=N S N°N

7.5.3 ESTUDIOS QUIMIOINFORMATICOS

7.5.3.1 AGRUPAMIENTO DE COMPUESTOS POR SIMILARIDAD ESTRUCTURAL

Debido a que el disefio de las quimiotecas estd inspirado en un Unico principio activo,

resulté conveniente calcular la similitud estructural de la misma y ponderar la diversidad de

la coleccién utilizando el software ChemMine Tools.[”2®

Los compuestos sintetizados fueron agrupados en clisteres estructurales segun su

similitud de acuerdo al coeficiente definido por Tanimoto. El programa utiliza 3 descriptores

para lleva a cabo esta tarea. El primer descriptor es el de pares de atomos, que se define

como la distancia mas corta entre atomos distintos al hidrégeno, el nimero de electrones ©

gue contiene y el numero de enlaces a otros atomos. El segundo descriptor es el de las

huellas digitales binarias, un sistema basado en el conocimiento en el que cada bit denota la
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presencia o ausencia de un fragmento o caracteristica subestructural. El dltimo descriptor es
el de la subestructura comin maxima, un concepto basado en la similitud grafica que se
define como la maxima subestructura compartida entre dos moléculas.

En la Figura 7.7 se observan las agrupaciones que se producen cuando se grafica la
distribucién de los 25 compuestos en funcidn de estos tres descriptores y tomando un corte
de similaridad de 0,5 (indice de Tanimoto > 0,5). Como resultado de estos calculos se
obtuvieron 6 clusteres de agrupaciones diferentes (moléculas con alta similitud estructural):

~~L  Claster 1: Compuestos 5, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 y Salirasib®.

Agrupaciéon mas numerosa, estructuralmente similar al Salirasib®;

= Claster 2: Compuestos 2, 8 y 11. Agrupaciéon de S-alquil-tiosalicilatos

sustituidos con hidrocarburos alifaticos de al menos 6 dtomos carbono (dos lineales y

uno ciclico);

PN Compuestos 4y 23. Agrupacion de derivados de fitilo.
PN Compuestos 6, 9 y 10. Familia de compuestos de FTA alquilados con

sustituyentes aromaticos.

PN Compuestos 14, 17 y 20. Andlogo al cluster 4, pero con compuestos
provenientes de la familia FTT.

o~ Compuestos 1, 3 y 7. Unidades estructurales con similitudes de

Tanimoto menor a 0,5 con respecto al resto de la coleccidn.

0.375 ——1 |

0.300 [~——

wunp e, D

0.225

0.150
0.075
0.000

V2

-0.075

-0.150
-0.225
-0.300

Figura 7.7. Distribucién de clusteres.
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Para completar este anadlisis se alinearon los mapas de huellas digitales de cada
estructura y se preparé un mapa de calor acompainado por un cladograma de la coleccién.
De modo similar a un darbol filogenético, estos datos permiten desarrollar una matriz la

similitud global y local de la quimioteca preparada (Figura 7.8).

16
18
— 22
15
190 L]
15234567 8910111213141516171819202122232425

Figura 7.8. Mapa de calor y cladograma de la quimioteca preparada. En azul compuestos
con indices de Tanimoto igual a 1, hacia el rojo compuestos con indices de Tanimoto
menor a 0,25.

7.5.3.2 ANALISIS DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA QUIMIOTECA.

Inspirados en la estructura del Salirasib® las colecciones generadas fueron
desarrolladas buscando tener pardmetros fisicoquimicos adecuados para unirse a la enzima
ICMT e idealmente constituirse como moléculas con promisorias actividades bioldgicas. Por
tal motivo fue imperioso realizar un analisis profundo de los parametros fisicoquimicos de
todos los inhibidores reportados para esta diana molecular. En ese contexto, la base de
datos ChEMBLY”! resulté una herramienta indispensable para llevar a cabo esta tarea. Esta

base de datos es mantenida por el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI, por sus siglas en
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inglés), del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL, por sus siglas en inglés) y es
depurada manualmente.”?® La busqueda en ChEMBL permitié encontrar 342 estructuras
reportadas que se unen a la isoforma humana de ICMT. Seguidamente se grafico la
distribucién de distintos pardametros fisicoquimicos relevantes (peso molecular, drea

superficial polar y LogP) que poseen estos compuestos de probada actividad. (Figura 7.9)

n
Inhibidores reportados vs ASP Inhibidores reportados vs. LogP
» 180 ¢ 100
o S 90
B 80
5 140 o
o 120 o
o 100
] £ 50
80 - :
2 5 40 4
2 E ]
E £ 30
= 40 T a0 |
= 20 2 19 4
5
Y 8 0
e 0 50 100 150 200
Area Superficial Polar (ASP)

Inhibidores reportados vs. PM

Inhibidoresreportados
3

0P DD DS o o ® ®
G T S S P S PP S
FEFLFFFPFF S 5

Peso Molecular (PM)

Figura 7.9. Perfiles fisicoquimicos de los inhibidores de ICMT reportados en la literatura.

El analisis pormenorizado de los graficos desprende que la demanda estérica y
electrénica de la enzima ICMT requiere de moduladores que poseen un peso molecular
promedio de 375 umas, un LogP centrado en 4,5 y un area superficial polar menor a 100 ,&2,
con un cierto nivel de tolerancia en cualquiera de estas tres propiedades. En nuestro caso,
los compuestos preparados tienen una PM promedio de 340 umas, un valor de LogP
centrado 3,8 y un area superficial menor a 100 A% Si bien estos resultados no son
concluyentes y requieren una validacién experimental, es altamente promisorio que al
menos un 80% de los compuestos preparados tienen perfiles fisicoquimicos dptimos para

unirse a la ICMT (Figuras 7.10).

Pagina 174



CAPITULO 7: "DRUG TO GENOME TO DRUG”

Comparacién inhibidores reportados de ICMT y
nuestra coleccién por Area de Superficie Polar

Porcentaje

Area Superficie Polar

M Porcentaje biblioteca Porcentaje reportado

Comparacion inhibidores reportados de ICMT y
nuestra coleccién por LogP

Porcentaje

LogP

M Porcentaje biblioteca Porcentaje reportados
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M Porcentaje biblioteca
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Figura 7.10.

y los inhibidores de ICMT reportados en la literatura.

Estos resultados, en conjunto con las actividades biolégicas, nos permitiran

seleccionar los mejores candidatos de la biblioteca preparada y elaborar un perfil de

estructura-actividad mas minucioso.

Por ultimo, se debe destacar que la simulacién de descriptores toxicolégicos mostré
que ninguno de los compuestos tienen potencial actividad mutagénica, tumorigénica, no
producirian irritabilidad y no poseerian capacidad de producir defectos reproductivos. En

cuanto a su bioactividad, la prediccién revela que estas estructuras constituirian buenos

inhibidores enzimaticos.

Comparacién de los parametros fisicoquimicos entre nuestra coleccion
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7.6 ENSAYOS DE BIOACTIVIDAD IN VITRO DE LAS QUIMIOTECAS.

Isoprenilacion de Disefio racional de
analogosy
guimioinformatica

proteinas como
blanco terapéutico

e Validacion Actividades

~ B bioinformatica del in vitro de la

3 blanco quimioteca

7.6.1 RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA Y ANTIPLASMODICA.
Una vez finalizada la etapa de sintesis y caracterizacidon, se determind la actividad la
quimioteca contra Plasmodium falciparum, se ensayod la citotoxicidad sobre células VERO vy
contra diferentes lineas celulares humanas tumorales. Estos ultimos fueron realizados
merced a la colaboracion establecida con el Prof. José Padrdn (Biolab, Instituto Universitario
de Bio-Organica, Universidad de la Laguna, Espafia). A su vez, los ensayos de la coleccién de
compuestos en Plasmodium falciparum (durante el ciclo eritrocitico del parasito), fueron
efectuados por el autor de este trabajo gracias a una pasantia realizada en el Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Universidad de S3o Paulo (ICB-USP, Sdo Paulo, Brasil), bajo la

tutela del Prof. Dr. Alejandro Katzin y su grupo de trabajo. El protocolo utilizado para las
pruebas de actividad biolégica fue la técnica del SybrGreen®, combinado con microscopia

Optica, sincronizando los parasitos en el estadio anillo en el dia.
Los ensayos de citotoxicidad de los compuestos en células VERO fueron realizados en

colaboracién con el Prof. Dr. Babu Tekwani del Centro Nacional para la Investigacion de
Productos Naturales de la Universidad de Mississippi (Oxford, Mississippi, Estados Unidos).

Ninguno de los compuestos resulté citotdxico a la maxima concentracién ensayada de 4,75

ug/mL.

En el siguiente mapa de calor se muestran los resultados de actividad bioldgica de los
25 analogos ensayados, el puntaje como potencial farmaco y el clister al que pertenece.
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Tabla 7.5. Mapa de calor de la biblioteca de andlogos de Salirasib®

“ I1Cs0 P. ICso lineas celulares (WM
COMPUESTO 53:;?, falciparum %0 (uM) Cluster
(uM)

A549 Hela SW1573 T-47D HBL-100
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Con fines comparativos se preparo la tabla 7.7 en donde se listan los compuestos de

acuerdo a la actividad antiplasmddica en forma decreciente, expresado en puM.
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Tabla7.6. Actividad de los compuestos de la coleccion contra P. falciparum.

ICso P. falciparum

(M)

COMPUESTO  “Drug score” Cluster

2 0,31
20 0,48
14 0,40
15 0,33

22 1

1

19 1

16 1

4 3

23 3

13 1
Salirasib (12) 1

11 0,23 14,3 2

18 0,31 15,8 1

24 0,44 16,6 1

21 0,45 18,9 1

9 0,43 19,1 4

7 21 6

25 0,48 21 1

10 0,40 21,8 4

17 0,38 22,1 -

8 0,41 22,8 2

5 0,31 23,1 1

6 0,43 4

El examen de los datos revela que diez de los compuestos de las quimioteca
resultaron activos contra el parasito responsable de la enfermedad parasitaria de mayor
impacto en el mundo, tomando como valor de corte ICso < 10 uM. A su vez, practicamente
un 50% de ellos tienen valores de 1Csp menores al principio activo del cual se inspiraron. En
particular, el compuesto 2 es 18 veces mds activo que Salirasib® y tiene un I1Cso de 780 nM,
convirtiéndose en el compuesto mas activo de toda la coleccidn contra el ciclo eritrocitico en
humanos de P. falciparum. Le siguen en importancia el compuesto 20 (8 veces mas activo
que el farnesiltiosalicilato), 14 y 15 (5 veces) y 22 (4,5 veces). Todos estos compuestos

poseen el motivo 1,2,3-triazol en sus estructuras, sugiriendo que es importante para mejorar
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la actividad del tiosalicilico (a excepcidn del derivado S-octilo). Estructuralmente los
compuestos mds activos tienen sustituyentes alifaticos de cadenas larga o aromaticos y

valores de drug score promedio, a excepcién del compuesto 22.

! COOH 5 COOH 'N COOH :
| S~ | @/ @/
5 2 :
COOH \\\\\\\\ COOH N’ \\\\\\\/\/\/\/\/
Figura 7.11. Compuestos mas activos en P. falciparum.

Un resultado inesperado es el mostrado por compuesto 3 (Figura 7.12). Este analogo
estimuld el crecimiento de los pardsitos, generando que se reproduzcan en un mayor
numero comparado con los controles. Este resultado en apariencia contrario al
comportamiento del resto de la coleccién, no posee una explicacion sencilla y requiere de

estudios complementarios para su racionalizacidn.

COOH
SWO
0]
Figura 7.12. Estructura del compuesto 3.

En la Figura 7.13 se analiza el perfil de estructura-actividad de los compuestos de

estas colecciones sobre el ciclo eritrocitico del P. falciparum.

[Tt — Motivo estructural importante para mejorar los niveles de actividad,
COOH ! N=N la excepcion la constituye cuando R=Octilo

[ L Ry Motivos aromaticos o alifaticos de cadena larga mejoran sustancialmente los
i niveles de actividad

()]
§/\
_
i

Parametros fisicoquimicos optimos:
LogP = 3-5; Volumen = 320-340 A3: PM = 330-350 Dalton

Figura 7.13. Andlisis de estructura-actividad.
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Adicionalmente se realizaron estudios de microscopia éptica para determinar
modificaciones morfoldgicas sobre los glébulos rojos y los parasitos. La observacién de los
preparados permitié concluir que los compuestos no producen modificaciones morfoldgicas
sobre los glébulos rojos en todas las concentraciones ensayadas (llegando hasta 150 uM,
Figura 7.14, panel izquierdo). Por otro lado, se observaron severas modificaciones sobre la
morfologia del parasito y un enlentecimiento en el ciclo de vida eritrocitico, arrestando a los
parasitos tratados en concentraciones por encima del /Csp en los estadios esquizontes y
trofozoitos. Estos resultados son una evidencia indirecta de que los compuestos estan
actuando de manera diferencial sobre el protozoo, sin afectar la viabilidad de los glébulos

rojos, siendo de este modo marcadamente selectivos.
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Figura 7.14. Panel izquierdo: globulos rojos en presencia del compuesto 2 a 150

uM. Panel derecho tratados con etanol (control negativo).

Alentados por estos resultados, se hizo indispensable indagar minuciosamente en la
selectividad de estos compuestos hacia el pardsito. Para lograr esta tarea fue necesario
preparar sondas fluorescentes estructuralmente derivadas del Salirasib®. Hay un sinfin de
reportes de moléculas pequefias fluorescentes que se erigen como una imprescindible
herramienta para la quimica bioldgica. Debido a su versatilidad estos compuestos tienen
multiples usos que van desde marcador de biomoléculas hasta sustratos de enzimas.

Por otro lado, existen una gran variedad de croméforos disponibles para utilizar en el

disefio de marcadores fluorescentes. En particular nuestro grupo de trabajo utiliza el 4-
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nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol (NBD, por sus siglas). Su pequefo tamafio le confiere notables
propiedades en la sintesis de moléculas pequefias que pueden ser transferidas a enzimas.
Levi y colaboradores reportaron que azlcares marcados con NBD son sustratos de las
enzimas correspondientes sin perder actividad.”-**

Durante su estadia posdoctoral en nuestro grupo de trabajo, la Dra. Andrea Bracca

sintetizé un total de 3 andlogos de Salirasib® conteniendo el marcador fluorescente NBD en

sus estructuras (Figura 7.15)

\

:: :COOH COOH 5
/
NO,

COOH N-O
NO,
Figura 7.15. Andlogos fluorescentes de Salirasib® sintetizados

Los ensayos preliminares de microscopia de fluorescencia fueron realizados en el

laboratorio del Prof. Katzin (ICB-USP). Los resultados iniciales de la microscopia en P.

falciparum cultivados con las sondas sintetizadas demuestran que estos compuestos

ingresan de manera diferencial al parasito, sin encontrar marcas de fluorescencia en
glébulos rojos sin parasitar.

En la Figura 7.16 se observa que los compuestos estan distribuidos especificamente

en los parasitos intracelulares en sus diferentes estadios (circulos amarillos), los esquizontes

libres (circulo rojo), pero ausente en glébulos rojos no infectados (circulo azul).

Figura 7.16. Microscopia de fluorescencia en P. falciparum cultivados con la sonda.
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En conclusion, la convergencia de las evidencias experimentales directas (microscopia
de fluorescencia) e indirecta (microscopia dptica) sugieren una alta selectividad de la

coleccidn preparada hacia el pardsito en presencia de eritrocitos humanos.
7.6.2 ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA.

El cdncer es una enfermedad provocada por un grupo de células que se multiplican
sin control y de manera auténoma, invadiendo localmente y a distancia, a otros tejidos. En
general, tiende a llevar a la muerte a la persona afectada si no se tratada adecuadamente. Se
conocen mas de 200 tipos diferentes de cancer, siendo los mas comunes los de piel, pulmadn,
mama y colorrectal.

La malignidad del cancer es variable, dependiendo de la agresividad de sus células y
otras caracteristicas bioldgicas asociadas a esa variedad. El comportamiento de las células
cancerosas se caracteriza por carecer del control reproductivo que requiere su funcién
original. De este modo, las células pierden sus caracteristicas originales y adquieren otras
que no les corresponden, como la capacidad de invadir 6rganos préximos de forma
progresiva, llegando incluso a diseminarse a distancia (metdastasis), con crecimiento vy
division mas alla de los limites normales del érgano al que pertenecian originalmente. A su
vez tiene la capacidad de diseminarse por el organismo a través del sistema linfatico o el
sistema circulatorio, ocasionando el crecimiento de nuevos tumores en otras partes del
organismo alejadas de la localizacidn original.

El cancer puede afectar a personas de todas las edades, incluso a fetos, pero el riesgo
de sufrirlo se incrementa con la edad. Es responsable de cerca del 13 % de todas las muertes
y es una de las primeras causas de decesos a nivel mundial; habiéndosele atribuido en el afio
2012 unas 8,2 millones de descensos.!”30

Segun la OMS, los canceres mas mortales son los de pulmén, higado, estémago,
colon y mama. Por esta razon, la bioactividad de los compuestos se ensayé en las siguientes

lineas cinco celulares:

Células A539: Linea celular de cancer pulmonar humano;
Hela: Linea celular de cancer cérvico-uterino;

SW1573: Linea celular de cancer alveolar;

T-47D: Linea celular de cancer de mama;
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PN HBL-100: Linea celular de cancer de mama lactante.

Los resultados de los ensayos estdn listados en la Tabla 7.8 y ordenados en actividad

decreciente expresada en uM.

Tabla 7.7. Actividades de los compuestos en lineas celulares tumorales humanas.

ICso
|C50 ICSO ICSO T-
COMPUESTO  “Drug score” IC:0AS39 e swis73 47D TBY Cruster
Y R Y Y
(uM)

23
22
4
Salirasib (12) 0,20 34 34 41 42 22
13
16
15

N P R R R WRr W

De los 25 compuestos ensayados, 8 de ellos tienen actividades menores o iguales a
100 pM en al menos una linea celular. Sorprendentemente, 3 de estos compuestos tienen
niveles de actividad antiproliferativa hasta 8 veces mejores que Salirasib® (Figura 7.17) en
todas las lineas celulares tumorales estudiadas (lineas celulares del cancer de pulmén, mama

y Utero-cervical). Estructuralmente estos compuestos son similares (dos de ellos pertenecen
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al cluster 3), y poseen una cadena lateral de 16 dtomos de carbonos de longitud. En los
compuestos que poseen triazol en la estructura se observa un incremento promedio de dos
veces en la actividad (por ejemplo comparando el compuesto 23 y el 4), sugiriendo que la
extension en la cadena carbonada es uno de los factores que produce un incremento en la

bioactividad.

Figura 7.17. Compuestos con los mejores perfiles de actividad biolégica en lineas
celulares tumorales humanas.

En lineas generales, cuando los compuestos tienen actividad antiproliferativa no se
observa una tendencia pronunciada de especificidad hacia una linea celular determinada,
aungue las lineas celulares HelLa y HBL-100 parecen ser mas sensibles ante estas colecciones.

Los compuestos 13, 15 y 16 tienen valores de actividad comparables al Salirasib®.
Nuevamente se observa que los andlogos sustituidos con largas cadenas carbonadas

saturadas o por terpenos de al menos 3 unidades de isoprenos presentan mayor actividad.

COOH
©:S = = = = 13

COOH
/N ¥z Pz = 16
S N=N
COOH  N=N
//Q\/N\/\/\/\/ 15
S
Figura 7.18. Compuestos con niveles de actividad en el orden del Salirasib®
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En la Figura 7.19 se ilustra los resultados del analisis de estructura-actividad de la

coleccién contra las diferentes lineas celulares tumorales ensayadas.

""""" — El anillo de triazol actuaria como un espaciador, no es vital su presencia para
mejorar los niveles de actividad

s RN
' | PR L_R_+» Unicamente derivados de terpenos con mas de 3 unidades de isoprenos o
i

cadenas alifaticas saturadas de al menos 8 atomos de carbono tienen actividad.

Parametros fisicoquimicos 6ptimos:
LogP = 7-9; Volumen = 420-470 A3; PM =430 Dalton

Figura 7.19. Andlisis de estructura-actividad.

Observando los compuestos mas activos de la coleccidon contra Plasmodium (el
compuesto 2, el cabeza de serie y los compuestos 14, 15, 20 y 22) y contra lineas celulares
tumorales humanas (4, 13, 15, 16, 22 y el cabeza de serie 23), podemos identificar
claramente que se tratan de estructuras diferentes (a excepcion de 15 y 22 que son muy
activos en ambos blancos). Este hecho pone de manifiesto la existencia de selectividad y
deja en claro que fue posible preparar una quimioteca que puede ser modulada siendo hacia
el agente etioldgica de la malaria o hacia la citotoxicidad de lineas celulares de cancer

(Figura 7.20).

COOZ COOH /\)\/\)\/\/'\/\)\
NN TN
@ ~CN
N:

S N
Mejor compuesto antiplasmédico Mejor compuesto anticancerigeno
ICs50 =780 NM A539 IC5y = 5,4 uM (6,3 veces mas activo que Salirasib)
(18 veces mas activo que Salirasib) HelLa IC5q = 4,3 uM (7,9 veces mas activo que Salirasib)

SW1573 1C5q = 5,8 uM (7,1 veces mas activo que Salirasib)
T-47D 1C5q = 9,6 uM (4,4 veces mas activo que Salirasib)
HBL-100 IC50 = 10 uM (2,2 veces mas activo que Salirasib)

Figura 7.20. Hits de la coleccidn como agente antimaldrico y como anticancerigeno.

En lo que respecta a la actividad antiplasmddica, la estrategia requerira validar el
blanco de accidn para lo cual se buscara en el futuro ensayar las actividad de la coleccién en

el blanco enzimatico parasitario.
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CAPITULO 8

RESUMEN Y CONCLUSIONES

“El arte y la ciencia de hacer preguntas es la fuente de todo el

conocimiento”

Thomas Louis Berger

La tendencia en el futuro se dirigira a tratar a las personas y no a tratar las
enfermedades. Aunque los individuos de |la especie humana se asemejen como
minimo en un 99% desde el punto de vista estrictamente genético, la evolucion de
cada enfermedad en cada persona se manifiesta de diversas formas y la respuesta a los
tratamientos cursan de manera distinta. Mientras se transita ese cambio de
paradigma, la quimica medicinal debe seguir desarrollandose para combatir (o
idealmente eliminar de la faz de la tierra) todas las dolencias que aguejan a nuestra
especie.
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CAPITULO 8: RESUMEN Y CONCLUSIONES

RESUMEN Y CONCLUSIONES

El esfuerzo mancomunado del trabajo de investigacién interdisciplinaria permite
hallar respuestas concretas a preguntas formuladas en el ambiente cientifico en forma
sinérgica y cooperativa. Sin embargo esta tarea trae emparejado la génesis de nuevos
interrogantes, fiel a la naturaleza esquiva de las ciencias naturales.

La importancia de comprender el funcionamiento de sistemas biolégicos ha hecho
(y sigue haciendo en la actualidad) que gran parte de la investigacidon en las ciencias quimicas
dirijan sus esfuerzos a responder interrogantes de las ciencias biolégicas.

En el vasto universo de los sistemas bioldgicos, los isoprenos y los compuestos
isoprenilados juegan un rol central, no sélo por estar involucrados bioquimicamente en vias
esenciales, sino porque estdn ampliamente distribuidos en la bidsfera. Sobre esa piedra
fundamental se depositaron las bases de los desarrollos metodoldgicos y las estructuras

generadas en la presente tesis.
En particular los principales logros alcanzados de este trabajo son:

b Mediante estudios experimentales e in silico fue posible racionalizar el

reordenamiento de mezclas de isoprenil azidas.

PN Fue posible modular la reactividad de las isoprenilazidas dependiendo de los
reactivos y condiciones utilizadas dando lugar a productos de reaccién de las azidas

terciarias o primarias.

N3
Cu(l
= Z > 0, R\f,"\l
n N=N
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CAPITULO 8: RESUMEN Y CONCLUSIONES

A De forma exitosa se posiciond a las azidas isoprenilicas como estructura
privilegiada para generar compuestos con esqueletos estructuralmente diversos para

el desarrollo de nuevas quimiotecas.

PN El uso de la metodologia de reactividad diferencial de la mezcla de azidas
alilicas en combinacién con herramientas quimioinformaticas, permitié preparar un
total de 25 isopreniltriazolil derivados con muy buenas actividades como agentes

leishmanicidas y tripanomicidas.

PN El andlisis de estructura/actividad de los isoprenil-triazoles reveld que es
posible modular la estructura para dirigir en forma singular la actividad hacia un
parasito o hacia otro. Por otro lado, debido al elevado porcentaje de compuestos
bioactivos es posible proponer que el nucleo isopreniltriazol actuaria como la unidad

farmacofarica.

Sustituyentes alifaticos de  Isomeria C/S modula actividad hacia L. donovani

hasta 5 atomos de Isomeria TRANS modula actividad hacia T. cruzi
carbonos. Grupos
arométicos disminuyen la T

. AP I Se requieren al menos 2 unidades
actividad. Carboximetilo son . . . ) - .
los mas activos si el | b _ _ isoprénicas para obtener valores
; -~ /4 ‘/%" i significativos de actividad. 3 unidades
sustituyente en el N es un I ' e
! v B son optimas.

farnesilo —o- NFN oo l
LogP 6ptimo para ambos parasitos de [5-7,5]
PM 6ptimo [315-343 Dalton] para T. cruzi y [338-377 Dalton] para L. donovani
Volumen molecular éptimo de [320-380 A%] para ambos parasitos
PN Los resultados de los estudios de los mejores candidatos de la quimioteca de

isoprenil triazoles en la CYP51, indican que si bien existiria una contribucién en su
actividad antiparasitaria por inhibicién de esta enzima, estos compuestos poseerian

otro u otros blancos de accion.

PN Se desarrolld en forma exitosa una metodologia integral para la sintesis
rapida, eficiente y regioselectiva de fenoles orto-isoprenilados. La exploracién de esta
técnica nos permitié generar diversidad estructural por combinacién de diferentes
fenoles, alcoholes isoprenilicos y condiciones de reaccién. Los ensayos preliminares
de actividades bioldgicas en organismos unicelulares patégenos, valida el uso para la

guimica medicinal de la estrategia desarrollada.
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PN El potencial de la técnica de preparacion de fenoles orto-isoprenilados,
permitid la accesibilidad sintética a la vitamina K1 a partir de la vitamina K3 y a la

DMK-4 (el precursor inmediato a la vitamina K2), de manera inédita y eficiente.

____________________________________________________

o) OH Fitol o :

ZniHAG BF3.Et0 ! ~ E

. —_ :

O‘ Ultrasonido OO Tolueno | O‘ '

15 minutos 4°C |

0] OH 45 minutos \_______ O i
Vitamina k3 60% global Vitamina K1
$46/gramo $2180/gramo

PN Inspirados en el Salirasib®, se desarrolld una quimioteca de 25 compuestos

mediante técnicas de reingenieria de farmacos y bajo el paradigma de
reposicionamiento de farmacos orientados a enfermedades tropicales desatendidas.
Un 40% de los compuestos tuvieron mejores niveles de actividad como agentes
antimaldricos que Salirasib® y un 12% de ellos tuvieron notables mejoras como

agentes anticancerigenos, comparados con su estructura musa.

S /\(/\'/\j
S N=N
Mejor compuesto antiplasmédico Mejor compuesto anticancerigeno
ICs50 =780 NnM A539 IC5y = 5,4 uM (6,3 veces mas activo que Salirasib)
(18 veces mas activo que Salirasib) HelLa IC5q = 4,3 uM (7,9 veces mas activo que Salirasib)
SW1573 1C5q = 5,8 uM (7,1 veces mas activo que Salirasib)
T-47D I1C5q = 9,6 UM (4,4 veces mas activo que Salirasib)
HBL-100 IC55 = 10 uM (2,2 veces mas activo que Salirasib)
PN Experimentos de microscopia de fluorescencia utilizando sondas disefiadas en

nuestro laboratorio en conjunto con los ensayos de integridad morfolégicas de
glébulos rojos, evidencian que estos compuestos actlan como agentes parasiticidas y
no como disruptores de membrana.

PN El presente trabajo integra con éxito el uso de modernas herramientas de
guimica medicinal, la ingenieria de farmacos y el desarrollo de metodologias
sintéticas aplicados a isoprenos como estructuras privilegiadas para desarrollar
familias de compuestos orientados a resolver problematicas de indole quimica y

bioldgica.
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MATERIALES Y METODOS

La disciplina de la quimica medicinal permite la creacion de un futuro brillante para la
salud humana y un mundo en el que podemos confiar en el sistema de atencion, sabiendo
que se estdn realizando investigaciones todo el tiempo en el desarrollo de medicamentos
para tratar enfermedades comunes y raras por igual.
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CAPITULO 9: MATERIALES Y METODOS

9 MATERIALES Y METODOS

9.1 CONDICIONES GENERALES

Las reacciones en atmdsfera inerte se llevaron a cabo bajo atmdsfera de nitrégeno
seco de alta pureza y los solventes y reactivos fueron transferidos con jeringa con presiéon
positiva de nitrogeno seco. Las soluciones fueron evaporadas a presién reducida en
evaporador rotatorio y en bomba de vacio.

Todos los materiales de partida fueron adquiridos en SIGMA-Aldrich

Las reacciones efectuadas a 0 2C se llevaron a cabo mediante empleo de bafio de hielo.
Las reacciones realizadas a altas temperaturas y a reflujo se realizaron empleando bafios de
silicona mediante calentamiento con platinas termoeléctricas. Las reacciones a reflujo se
refrigeraron por uso de circulacién cerrada PolyScience con una mezcla de agua y etilenglicol
1:1.

La estructura de los compuestos obtenidos fue elucidada a través de los datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protones y de C (RMN de *Hy RMN de

30), infrarrojo (IR) y espectrometria de masa de alta resolucion.

9.2 DATOS FiSICOS

Los espectros de IR fueron registrados en un espectrofotometro marca Shimadzu
modelo FTIR-8400, usando como patrén de calibracién la banda 1601 cm™ del poliestireno.
Las muestras soélidas se midieron como dispersiones en pastillas de bromuro de potasio
(KBr), obtenidas por compresién de una mezcla finamente pulverizada de aproximadamente
3 mg de muestra cada 100 mg de KBr seco.

Los espectros de RMN fueron registrados en un espectrémetro marca Bruker modelo
Avance 300 MHz (*H, utilizando la sefial del tetrametilsilano como patréon de referencia
interno) y a 75 MHz (13C, utilizando la sefal del solvente, CDCls;, como patrdn de referencia
interno). Las mediciones se realizaron disolviendo la muestra en CDCl; o en MeOD en los
casos que fue necesario. Los espectros de RMN de 'H fueron informados indicando los
desplazamientos quimicos de las sefales (8) y, a continuacién entre paréntesis y en este
orden, se detallé la multiplicidad de la sefial, la integracidon de la seiial, la constante de

acoplamiento (J), y finalmente, la asignacion de la sefial. Los espectros de RMN de 13¢C fueron
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informados indicando los desplazamientos quimicos de las sefales (8) y, a continuacion
entre paréntesis, su asignacion y tipo de C. Los desplazamientos quimicos fueron informados

en unidades de partes por millén (ppm), relativas al patrén de referencia correspondiente y

espectros totalmente

las constantes de acoplamientos en hercios. Las abreviaturas utilizadas para informar las
multiplicidades de las sefiales fueron s: singlete, d: doblete, t: triplete y m: multiplete
incluyen:

Los espectros de RMN de C reportados
desacoplados BB (Inglés: Broad Band) y espectros con intensificacion sin distorsidon por
transferencia de polarizabilidad DEPT (del Inglés, Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) que permiten diferenciar carbonos cuaternarios, metinicos, metilénicos y metilicos.
En el andlisis de espectros bidimensionales se utilizard la técnica de HSQC editado (por las

siglas en inglés de Hetereonuclear Single Quantum Coherence Editaded). También resultd

imprescindible para la determinacién certera de estructuras moleculares la realizacién de
experimentos de Efecto Nuclear Overhauser (en inglés NOE, por Nuclear Overhauser Effect).

Los espectros de masa de alta resolucién fueron registrados en un LC MS-MS del

servicio de Espectrometria de Masa de alta resolucién del IQUIR-IBR.

9.3 CROMATOGRAFIA
Las cromatografias de capas delgadas (CCD) se realizaron sobre placas comerciales de
aluminio cubiertas con silica gel Merck (60F254) y se desarrollaron con sistemas de solventes
adecuados a cada muestra. Las manchas se detectaron con lampara de luz UV (A = 254 nm),
por inmersion en una solucion de p-anisaldehido (p-anisaldehido/acido sulfurico/acido
acético en etanol 95% (2,5 %: 2,5 %: 0,25 % v/v) 6 en solucién de ninhidrina (0,2 g en 100 mL

de etanol) y posterior calentamiento para mejorar la sensibilidad de la deteccidn.
Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron sobre silica gel Merck 60H

eluyendo con los sistemas de solventes de polaridad creciente adecuados para cada

muestra, acelerando la elusién con presién de nitrégeno. Las siembras se realizaron con las
muestras a purificar adsorbidas sobre silica gel o en solucion.

9.4 REACTIVOS, GASES Y SOLVENTES
Los gases se secaron por pasaje a través de acido sulfurico concentrado.
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Los solventes utilizados como eluyentes en CCD o cromatografia en columna fueron
purificados por destilacién. Los solventes de reaccién fueron de calidad “Pro andlisis” y en
los casos necesarios se sometieron a ulterior purificacion tal como se describe a
continuacion:

PN Diclorometano anhidro: Destilado sobre P,0s5 bajo atmdsfera de nitrégeno y
almacenado en botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN Metanol anhidro: Destilado sobre hidruro de calcio bajo atmosfera de
nitrégeno y almacenado en botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN N,N-Dimetilformamida anhidra: Secada sobre 6xido de calcio, destilada a
presion reducida y almacenada en botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN Acetonitrilo anhidro: Estacionado y destilado sobre CaH bajo atmdsfera de
nitrégeno y almacenado en botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN Tetrahidrofurano anhidro: Refluido sobre sodio bajo atmdsfera de nitrégeno
seco en presencia de benzofenona como indicador, destilado y almacenado en
botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN Tolueno anhidro: Refluido sobre sodio bajo atmdsfera de nitrégeno seco en
presencia de benzofenona como indicador, destilado y almacenado en botellas con
tamices moleculares de 4 A.

PN Acetona: Estacionada y destilada sobre CaSO,4 bajo atmdsfera de nitrégeno
seco y almacenada en botellas con tamices moleculares de 4 A.

PN Dimetoxietano: Estacionado y destilado sobre Na bajo atmésfera de

nitrégeno seco y almacenado en botellas con tamices moleculares de 4 A.

9.5 METODO GENERAL DE PREPARACION DE AZIDAS ALILICAS (METODO
DE THOMPSON).

Se diluye un equivalente de alcohol alilico en tolueno seco (2 mL por mmol) y se
agregan 1,3 equivalentes de difenilfosforazidato (DPPA), enfriando el sistema a 0 2C. A la
mezcla de reaccién se le agrega 1,3 equivalentes de 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU),
dejando reaccionar los componentes a 0 2C durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo se
eleva la temperatura del sistema a la registrada por el ambiente, dejando que la reaccion
curse durante toda la noche en atmdsfera inerte.

Finalizada la reaccidn, se agrega agua al sistema y se procede a realizar 3 extracciones
con AcOEt. La fase organica se seca con Na,SO4 anhidro y se extrae todo el solvente por
evaporacion con el uso del evaporador rotatorio y secado con bomba de vacio. La mezcla de
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azidas alilicas se purifican por cromatografia en columna de silica gel con corrida isocratica
de hexano.

9.5.1 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del prenol (IA-1 e 1A-2).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
el alcohol 3-metilbut-2-en-1-ol (100 mg; 1,16 mmoles) en tolueno seco (2,5 mL). Se adiciona
1,3 equivalentes de DPPA (400 mg; 1,51 mmoles) y a continuacién, luego del enfriado a 02C,
se afiade 1,3 equivalentes de DBU (232 mg, 1,51 mmoles). La reaccién cursé en atmdsfera
inerte durante 2 horas a 02C y luego 8 horas a temperatura ambiente. Debido a la volatilidad
de los productos, se obvia la etapa de purificacién. Sobre una soluciéon del compuesto en
tolueno se procedid a calcular el rendimiento de la reaccidn, obteniendo un 84% (108 mg).

4 4
N
A3 1\)3<
N 3
i 5 > 5

RMN de 'H (CDCls): & = & = 5,78 ppm (dd, Integra 0,14, 1H, *Juz-ritrans= 17,3 HZ Y J pobizcis=
10,7 Hz, C2~H); 5,385 (tt, 1 H, *Jus.1 = 7,3 Hz, C2p~H); 5,28 (d, 1H, *Juzerans.iz= 17,3 Hz, Cl—
H); 5,20 (d, integra 0,14, 1H, *Jy1trans.i2= 10,7 Hz, C1~H); 3,80 (d, integra 1,21, 2H, Jy1n= 7,3
Hz, C1p—H); 1,86 (s, integra 1,84, 3H, C50—H); 1,76 (s, integra 1,84, 3H, C4p—H) y 1,61 (s,
integra 1,22, 6H, C4—H y C5—H). RMN de C (CDCl5): 8 = 141,2 ppm (C72, cuaternario);
139,6 (Cp3, cuaternario); 117,4 (Cs2, CH); 113,9 (C+1, CH,); 49,6 (C;3, cuaternario); 48,2 (Cpl,
CH,); 26,1 (Cr4 y C;5, CHs); 25,7 (Cpd, CH3) y 18,1 (Cp5, CHs).

9.5.2 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del geraniol (IA-3, I1A-4 e

IA-5).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
geraniol (600 mg; 3,90 mmoles) en tolueno seco (8 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de
DPPA (1320 mg; 5,00 mmoles) y a continuacion, luego del enfriado a 02C, se anade 1,3
equivalentes de DBU (770 mg, 5,00 mmoles). La reaccion cursé en atmodsfera inerte durante
2 horas a 02C y luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la
etapa de purificacién se obtuvo 608 mg de la mezcla de productos como un liquido incoloro
con un 87% de rendimiento.

2 5 7 10

RMN de 'H (CDCl5): & = 5,78 ppm (dd, Integra 0,14, 1H, *Jus-p1trans= 17,3 Hz V¥ *Juzpzcis= 10,7
Hz, C2—H); 5,33 (t, 1 H, *Jys.u1 = 7,3 Hz, C2=H y C2,-H); 5,23 (d, 1H, *Ju1trans.t2= 17,3 Hz, C1—
H); 5,20 (d, integra 0,14, 1H, *Juiransso= 10,7 Hz, Cl—~H); 5,09 (m, 1H, C7-H); 3,75
(ddsuperpuestOSI 2 H, 5‘JHl—HZ = 7;2 HZ; Cl—H Yy C]-Z_H); 2/10 (Sancho; 4H; C5-H y CG_H); 1179 (S;
integra 1,15, 3H, C4,H); 1,70 (s, integra 2,02, 3H, C4—H); 1,68 (s, 3H, C10-H), 1,61 (s, 3H,
C9-H) y 1,35 (s, integra 0,45, 3H, C4—H). RMN de 3C (CDCl5): & =143,1 ppm (C¢3,
cuaternario); 143,0 (Cz3, cuaternario); 140,1 (C;2, cuaternario); 132,3 (Cs8, cuaternario);
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132,1 (Cs8, cuaternario); 131,9 (Cg8, cuaternario); 123,6 (C:7, CH); 123,5 (C;7, CH); 123,4
(C;7, CH); 117,9 (C52, CH); 117,0 (Cg2, CH); 114,6 (C71, CH,); 64,9 (C;3, cuaternario); 48,0 (Ce1,
CH,); 47,9 (Cz1, CH,); 40,1 (C75, CH,); 39,5 (C5, CH,); 32,1 (C/5, CH,); 26,7 (Cs6, CH,); 26,4
(Ce6, CH,); 25,6 (C,10, C£10, CHs); 23,3 (Cz4, CHs); 23,1 (Cr4, CHs); 22,8 (C16, CH,); 17,7 (C19,
CHs); 17,6 (C£9, CHs); 17,6 (C9, CH3) y 16,4 (Ce4, CH3). EMAR (APCI): Masa calculada para
Ci10H1gN™ 152,14447; masa encontrada 152,14438. IR (film): vyax (cm'l) = 2969 (=CH-), 2928 (-
CH2-), 2884 (-CH2-C-N-), 2098 (-N3), 1664 (-C=C-).

9.5.3 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del nerol.

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
nerol (100 mg; 0,65 mmoles) en tolueno seco (2 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de DPPA
(220 mg; 0,83 mmoles) y a continuacion, luego del enfriado a 02C, se aiflade 1,3 equivalentes
de DBU (129 mg, 0,83 mmoles). La reaccién cursé en atmodsfera inerte durante 2 horas a 02C
y luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la etapa de
purificacion se obtuvo 104 mg de la mezcla de productos como un liquido incoloro con un
89% de rendimiento.

2 5 7 10

Los espectros de RMN de H y de 3C coinciden con el informado para la mezcla de
azidas alilicas provenientes del geraniol.

9.5.4 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del linalool.

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
geraniol (100 mg; 0,65 mmoles) en tolueno seco (2 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de
DPPA (220 mg; 0,84 mmoles) y a continuacién, luego del enfriado a 0°C, se afiade 1,3
equivalentes de DBU (129 mg, 0,84 mmoles). La reaccion cursé en atmodsfera inerte durante
2 horas a 02C y luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la
etapa de purificacidn se obtuvo 99 mg de la mezcla de productos como un liquido incoloro
con un 85% de rendimiento.

2 5 7 10

Los espectros de RMN de 'H y de 3C coinciden con el informado para la mezcla de
azidas alilicas provenientes del geraniol.
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9.5.5 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del farnesol (IA-6, IA-7 e

IA-8).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
geraniol (300 mg; 1,35 mmoles) en tolueno seco (4 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de
DPPA (355 mg; 1,75 mmoles) y a continuacién, luego del enfriado a 09C, se afiade 1,3
equivalentes de DBU (270 mg, 1,75 mmoles). La reaccion cursé en atmdsfera inerte durante
2 horas a 02C y luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la
etapa de purificacidén se obtuvo 284 mg de la mezcla de productos como un liquido incoloro
con un 85% de rendimiento.

3
2 5 710 12 15 5 7 10 12 vy 5 7 10 12 15

RMN de H (CDCl3): & = 5,79 ppm (dd, Integra 0,14, 1H, *Juz-n1trans= 17,3 Hz ¥ *J yo-prcis= 10,7
HZ, C27—H), 5,36 (t, 1 H, 3-/H2-H1 = 7,3 HZ, CZ[:—H Yy CZZ—H), 5,23 (d, 1H, 3-jHltrans-H2: 17,3 HZ, C17—
H); 5,20 (d, integra 0,14, 1H, *Jy1trans.i2= 10,7 Hz, C1~H); 5,10 (m, 2H, C7—-H y C12—H); 3,77 (d,
2H, 21z = 7,3 Hz, C1—H); 3,76 (d, 2 H, >Jyzpz = 7,3 Hz, C1-H); 2,10 (m, 8H, C5—H, C6—H,
C10-H, C11-H); 1,80 (s, integra 1,20, 3H, C4~H); 1,71 (s, integra 2,01, 3H, C4—H); 1,68 (s,
3H, C15-H); 1,61 (s, 6H, C9-H y C14-H); 1,55 (s, integra 0,45, 3H, C9—H) y 1,35 (s, integra
0,45, 3H, C4—H). RMN de 3¢ (CDCl3): & = 143,1 (Cg3, cuaternario); 143,0 (Cz3, cuaternario);
140,1 (Cy2, cuaternario); 135,9 (C8, cuaternario); 135,7 (C:8, cuaternario); 135,6 (C.8,
cuaternario); 131,3 y 131,2 (C13, C;13 y C713, cuaternario); 124,3 (C¢12, C/12 y C712, CH);
123,5 (C¢7, CH); 123,4 (C17, CH); 123,3 (C27, CH); 117,9 (Cz2, CH); 117,1 (Ce2, CH); 114,6 (Cr1,
CH,); 64,9 (C;3, cuaternario); 48,0 (C-1 y Cz1, CH,); 40,1 (Cy5, CH,); 39,7 (C+10, CH,); 39,5
(Ce5, CH»); 32,1 (Cz5, CHy); 26,7 (Ceb, Cz6, C10, C£10, CH,); 25,6 (C14, CHs); 23,3 (CH4, CHs);
23,1 (Cg4, CHs); 22,7 (C#6, CH,); 17,6 (C15, CHs); 16,4 (Ce4, CHs); 16,0 (C9, CH3) y 15,9 (C4,
CHs). EMAR (APCI): Masa calculada para Ci5HysN™ 220,20707, masa encontrada 220,21291. IR
(Film): Umax (cm™) = 2968 (=CH-), 2926 (-CH2-), 2856 (-CH2-C-N-), 2097 (-N3), 1665 (-C=C-).

9.5.6 Sintesis de mezcla de azidas alilicas provenientes del geranilgeraniol (IA-9,

IA-10 e IA-11).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
geraniol (50 mg; 0,17 mmoles) en tolueno seco (1 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de DPPA
(58 mg; 0,22 mmoles) y a continuacion, luego del enfriado a 02C, se afiade 1,3 equivalentes
de DBU (34 mg, 0,22 mmoles). La reaccién cursé en atmodsfera inerte durante 2 horas a 02Cy
luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la etapa de
purificacion se obtuvo 49 mg de la mezcla de productos como un liquido incoloro con un
92% de rendimiento.
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4 9 14 19
1 /3 6 /8 11 13 16 /18
N
3 2 5 7 10 12 15 17 20
4 9 14 19
N 6 11 16
1 8 13 18
NN 3 = =

2 5 7 10 12 15 17 20

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 5,79 ppm (dd, Integra 0,14, 1H, *Juz-pitrans= 17,3 Hz Y *Jip1cis= 10,7
Hz, C2H); 5,33 (t, 1 H, *Jyo1 = 7,3 Hz, C2—H y C2-H); 5,23 (d, 1H, *Jytransiz= 17,3 Hz, C1—
H); 5,20 (d, integra 0,14, 1H, 3JH1m,,,S.H2= 10,7 Hz, C1—H); 5,10 (m, 3H, C7-H, C12-H y C17-H);
3,78 (d, 2 H, *Jy1.m2 = 7,3 Hz, C1—H); 3,76 (d, 2 H, *Jyzm2 = 7,3 Hz, C1,-H); 2,05 (m, 12H, C5—H,
C6—H, C10-H, C11-H, C15-H y C16—-H); 1,80 (s, integra 1,29, 3H, C4H); 1,71 (s, integra 1,91,
3H, C4—H); 1,68 (s, 3H, C15-H); 1,61 (s, 9H, C9—-H, C14-H y C19-H); 1,55 (s, 3H, C20-H) y
1,35 (s, integra 0,49, 3H, C4—H). RMN de B3¢ (CDCl3): 6 =143,2 ppm (Cg3, cuaternario); 143,1
(Cz3, cuaternario); (C+2, cuaternario); 140,1 (C+2, cuaternario); 136,0 (C;8, cuaternario y Cs8,
cuaternario); 135,6 (C8, cuaternario); 135,0 (C13, cuaternario); 131,3 (C18, cuaternario);
124,4 (C17, CH); 124,2 (Cz12, CH); 124,2 (C;12, CH); 124,1 (Cg;2, CH); 123,5 (C£7, CH); 123,5
(C+7, CH); 123,3 (C,7, CH); 117,9 (C;2, CH); 117,0(Cg2, CH); 117,0(Cs1, CH,); 48,1 (Cc1, CH,);
48,0 (Cz1, CH,); 40,1 (C;5, CHy); 39,7 (C11, CH,); 39,7 (C16, CH,); 39,5 (C£5, CHy); 32,1 (Cs5,
CH,); 29,6 (C;5, CH,); 26,8 (C16, CH,); 26,6 (C10, CH,); 26,4 (C:6 y C;6, CH,); 25,7 (C20, CHs);
25,2 (Cr4, CHs); 23,4 (Ce4, CHs); 22,7 (C6, CH,); 17,7 (C19, CHs); 16,5 (C14, CHs); 16,0 (CA4,
CHs3) y 16,0 (C9, CHs). IR (film): Umax (cm™) = 2967 (=CH-), 2928 (-CH2-), 2882 (-CH2-C-N-),
2096 (-N3), 1660 (-C=C-).

9.6 Sintesis del (E)-etil 3-fenilbut-2-enoato (IA-18)

Se prepara una solucién de 1,1 equivalentes de NaH (55,2 mg; 2,3 mmoles) en
dimetoxietano anhidro (DME, 2 mL/mmol) a temperatura ambiente en atmdsfera de
nitrogeno. Se anade en forma secuencial una solucion de 1,1 equivalentes de
trietilfosfonoacetato (TEPA, 517 mg; 2,3 mmoles) y de 1 equivalente de acetofenona (250
mg; 2,1 mmoles) en DME (2 mL/mmol) gota a gota. Luego de 3 horas de reaccién se adiciona
agua a la mezcla de reaccién (20 mL) para darle fin. Se extrae con éter etilico (25 mL) y se
hacen 3 lavados a la fase orgdnica con una solucién saturada de NaCl (3 x 15 mL). Se seca la
fase organica con MgS0, y se retira el solvente en evaporador rotatorio, seguido de bomba
de vacio. Se purificd el producto por cromatografia en columna de silica gel en polaridad
creciente de Hexano:Acetato de etilo, obteniendo 205 mg de un liquido incoloro con un 60%
de rendimiento. La razén de isémeros E/Z es 92:8.

RMN de 'H (CDCl3): & =7,47 ppm (m, 2H, protones arométicos en posicién meta, C3—H y C5—
H); 7,37 (m, 3H, protones aromaticos en posiciones orto y para, C2—H, C4-H y C6—H); 6,14
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(dd, 1H, protén olefinico, C8—H); 4,22 (c, 2H, 1= 7,1 Hz, C11-H); 2,58 (d, 3H, Jn10-
nwg=1,2 Hz, C10-H) vy 1,32 (t, 3H, *Ju1o-n11= 7,1 Hz, C12—H). RMN de *C (CDCl3): & = 166,9 (C9,
carbonilo); 155,5 (C7, olefinico cuaternario); 142,3 (C1, aromatico ipso); 129,0 (C4, aromatico
para); 128,5 (C3 y C5, aromatico meta); 126,3 (C2 y C6, aromatico orto); 117,2 (C8, CH,
olefinico); 59,8 (C11, O—CH,-); 17,9 (C10, CHs) y 14,3 (C12, CH3). EMAR: masa calculada para
C1,H1s0," (M+H*), 191,10666; encontrada, 191,10670. IR (film): Lmax (cm™) = 2978 (=CH-),
2926 (-CH2-), 1713 (C=0), 1628 (C=C).

9.6.1 (Z)-etil 3-fenilbut-2-enoato (IA-19)

RMN de 'H (CDCl3): & =7,47 ppm (m, 2H, protones aromaticos en posicién meta, C3—H y C5—
H); 7,37 (m, 3H, protones aromaticos en posiciones orto y para, C2—H, C4—H y C6—-H); 5,91
(dd, 1H, protén olefinico, C8—H); 4,00 (c, 2H, *Juy11-n12= 7,1 Hz, C11-H); 2,18 (d, 3H, “Jn10-
ws=1,2 Hz, C10-H) y 1,08 (t, 3H, *Ju1o-n11= 7,1 Hz, C12-H). RMN de **C (CDCl3): & = 166,9 ppm
(C9, carbonilo); 155,3 (C7, olefinico cuaternario); 142,3 (C1, aromatico ipso); 128,0 (C3 y C5,
aromatico meta); 127,8 (C4, aromatico para); 126,9 (C2 y C6, aromatico orto); 117,9 (C8, CH,
olefinico); 59,8 (C11, O—CH,-); 29,6 (C10, CHs) y 14, (C12, CHs3). EMAR: masa calculada para
C1H150," (M+H"), 191,10666; encontrada, 191,10670. IR (film): Umax (cm™) = 2978 (=CH-),
2926 (-CH2-), 1713 (C=0), 1628 (C=C).

9.7 Sintesis del (E)-3-fenilbut-2-en-1-ol (IA-20)

Se disuelve 1 equivalente del éster o,f-insaturado (50 mg, 0,21 mmoles) en THF (5
mL/mmol) y se adiciona lentamente 2,5 equivalentes de LiAlH4 (20 mg, 0,50 mmoles) a la
mezcla de reaccién en atmdsfera inerte, a temperatura ambiente y con agitacién vigorosa. A
la hora de reaccién se agrega 10 mL de una mezcla metanol:agua (90:10), seguido de 5 mL
de una solucion de NH,Cl al 10%, enfriando el sistema si es necesario. A continuacidon se
realiza una evaporacion parcial de la mezcla para eliminar los solventes interferentes. Se
extrae con éter (3 x 15 mL) y se lava la fase orgdnica con agua destilada (30 mL). Se seca con
Na,SO,4 anhidro y se evapora en evaporador rotatorio, seguido en bomba de vacio. Se
purifica en cromatografia en columna de silica gel en polaridad creciente de Hexano: AcOEt,
obteniendo en un 80% el compuesto de interés, que presenta la caracteristica de un liquido
incoloro.
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RMN de 'H (CDCl5): & = 7,42 ppm (m, 2H, protones aromaticos en posicién meta, C3—H y C5—
H); 7,37 (t, 2H, protones aromaticos en posiciones orto, C2—H y C6—H); 7,21 (d, 1H, protones
aromaticos en posiciones para, C4—H); 5,98 (dt, 1 H, *Jus-ne= 6,7 Hz, , “Jug—t10mrans = 1,3 Hz,
C8- H); 4,37 (c, 2H, *Jus_ns= 6,7 Hz, C9-H) y 2,09 (d, 3H,"Ju10-ns =1,3 Hz, C10-H). RMN de **C
(CDCl3): 0 =142,9 ppm (C1, aromatico ipso); 128,5 (C7, olefinico cuaternario); 128,3 (C3 y C5,
aromatico meta); 127,0 (C4, aromatico para); 125,8 (C2 y C6, aromatico orto); 60,0 (C9, O-
CH,-) y 16,0 (C10, CHs;). EMAR: masa calculada para CioH:30" (M+H'), 149,09609;
encontrada, 149,09610. IR (film): Umax (cm™) =3402 (O-H), 2969 (=CH-), 2921 (-CH2-).

9.8 Sintesis del (E)-(4-azidobut-2-en-2-il) benceno (1A-12).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
alcohol a,B-insaturado (34 mg; 0,23 mmoles) en tolueno seco (1 mL). Se adiciona 1,3
equivalentes de DPPA (79 mg; 0,30 mmoles) y a continuacién, luego del enfriado a 09C, se
afade 1,3 equivalentes de DBU (46 mg, 0,30 mmoles). La reaccién cursé en atmésfera inerte
durante 2 horas a 02C y luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego
de la etapa de purificaciéon se obtuvo 36 mg de la azida como un liquido incoloro con un 91%
de rendimiento.

RMN de *H (CDCL3): & = 7,42 ppm (m, 2H, protones aromaticos en posicion meta, C3—H y C5—
H); 7,32 (m, 3H, protones aromaticos en posiciones orto y para, C2—H, CA-H y C6—H); 5,88
(dt, 1 H, 3-IH8—H9= 6,7 Hz Yy 4-IH8—H10TRANS= 1,3 HZ, C8- H),' 3,99 (C, 2H, 3-IH9—H8: 6,7 HZ, C9—H) Yy
2,12 (d, 3H, “u10-ns=1,3 Hz, C10-H). RMN de **C (CDCl5): & = 142,4 ppm (C1, aromético ipso);
142,0 (C7, olefinico cuaternario); 128,3 (C3 y C5, aromatico meta); 126,0 (C4, aromatico
para); 125,9 (C2 y C6, aromatico orto); 120,2 (C8, olefinico CH); 48,6 (C9, N-CH,—-) y 16,3
(C10, CHs). IR (film): Lmax (cm™) = 2976 (=CH-), 2928 (-CH2-), 2095 (-N3), 1623 (C=C).

9.8.1 Sintesis de cinamilazida (IA-15).

Siguiendo el protocolo general descripto para la sintesis de azidas alilicas, se disolvid
cinamol (50 mg; 0,37 mmoles) en tolueno seco (1 mL). Se adiciona 1,3 equivalentes de DPPA
(126 mg; 0,48 mmoles) y a continuacidn, luego del enfriado a 02C, se afiade 1,3 equivalentes
de DBU (74 mg, 0,48 mmoles). La reaccidn cursé en atmdsfera inerte durante 2 horas a 02Cy
luego 8 horas a temperatura ambiente. Finalizada la reaccién y luego de la etapa de
purificaciéon se obtuvo 47 mg de la cinamilazida como un liquido incoloro con un 78% de
rendimiento.
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RMN de *H (CDCl3): & =7,35 ppm (m, 5H, protones aromaticos); 6,66 (d ancho, *Ju7_ustrans
=15,8 Hz, , C7—H); 6,25 (dt, *Jus-rrtrane =15,7 Hz, *Jug_sis= 6,6 Hz, C8=H)y 3,95 (d ancho; 2H,
3Jug-ns= 6,5 Hz, C9—H). Espectro concuerda con reportado en literatura.’®!

9.9 Método general para la preparacion de iminas ciclicas por ciclacion

térmica intramolecular

Se diluye la mezcla de azidas alilicas en tolueno hasta una concentracién final de 1 mM
y se lleva el sistema a reflujo. La reaccién se completa a 12 horas. Una vez finalizada, se
evapora el solvente y se purifica por cromatografia en columna de silica gel corrida en
polaridad creciente. Finalmente se evapora el solvente en evaporador rotatorio y se seca en
bomba de vacio.

9.9.1 Sintesis del 5-isopropil-2-metil-2-vinil-3,4-dihidro-2H-pirrol (Imina-IA-5)

Siguiendo el protocolo descripto para la preparacién de iminas ciclicas, se diluye 100
mg de geranilazida (0,56 mmoles) en 5,6 mL de tolueno. Completa la reaccién, y luego de la
etapa de purificacidn, se obtiene 52 mg de un aceite incoloro con un 61% de rendimiento.

10

RMN de 'H (CDCls): & = 6,01 ppm (dd, 1H, *Juntrans= 17,1 Hz Y *Juncis= 10,9 Hz, C6-H); 5,09 (dt;
1H, J= 6,6 Hz, C11 — H); 5,04 (ddd, 1H, *Jurtrans= 17,2 Hz, C74rans — H); 4,95 (dd, 1H, *Jimeis= 11,0
Hz, C74—H); 2,57 (h, 1H, 3= 7,2 Hz, C8-H) ; 2,48 (m, 2H, C3-H); 2,00 a 1,80 (m, 2H, C2—H);
1,30 (s, 3H, C5-H) y 1,10 (d, 3H, */= 6,9 Hz, C15-H). RMN de **C (CDCls): & = 180,1 (C4,
cuaternario); 144,7 (C6, CH olefinico); 111,0 (C7, CH, vinilico); 75,2 (C1, cuaternario); 37,8
(C8, CH); 34,8 (C2, CH,); 33,6 (C3, CH,); 26,9 (C9 y C10, CH,) y 26,2 (C5, CH3). IR (film): Lmax
(cm™) = = 2926 (-CH2-), 2854, 1639 (C=N).

9.9.2 Sintesis del 2-metil-5-(6-metilhept-5-en-2-il)-2-vinil-3,4-dihidro-2H-pirrol
(Imina-IA-8)
Siguiendo el protocolo descripto para la preparacion de iminas ciclicas, se diluye 100

mg de farnesilazida (0,40 mmoles) en 5 mL de tolueno. Completa la reaccion, y luego de la
etapa de purificacidn, se obtiene 70 mg de un aceite incoloro con un 80% de rendimiento.

15 14

5
X 4 e 13
6

RMN de H (CDCl3): & = 5,96 ppm (dd, 1H, *Jumtrans= 17,3 Hz ¥ *Junais= 10,7 Hz, C6-H); 5,10 (dt;
1H, J= 6,6 Hz, C11 — H); 5,04 (ddd, 1H, *Jumrans= 17,0 Hz, C74rans — H); 4,95 (dd, 1H, *Jppeis= 11,0
Hz, C74—H); 2,57 (h, 1H, 3J= 7,4 Hz, C8-H); 2,48 (m, 1H, C3—H); 2,00 a 1,80 (m, 4H, C2-H y
C10-H); 1,66 (s, 3H, C13-H intercambiable); 1,57 (s, 3H, C14-H intercambiable); 1,51 (m, 2H,
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C9-H); 1,30 (d, 3H, )= 1,4 Hz, C5-H); y 1,11 (d, 3H, *J= 6,9 Hz, C15—-H). RMN de *C (CDCl5): &
= 180,5 (C4, cuaternario); 144,5 (C6, CH olefinico); 131,7 (C12, olefinico cuaternario); 124,1
(C11, CH olefinico); 110,8 (C7, CH, vinilico); 75,5 (C1, cuaternario); 37,8 (C8, CH); 35,1 (C9,
CH,); 34,8 (C2, CH,); 33,6 (C3, CH,); 26,9 (C10, CH,); 26,0 (C5, CHs); 25,9 (C13, CHs); 18,3
(C14, CH3) y 17,6 (C15, CHs3). GC-MS: Tiempo de retencion, 12,85 min. IR (film): vmax (cm™) =
2970 (=CH-), 2929 (-CH2-), 1591 (C=N),

9.9.3 Sintesis del 2-metil-5-(6-metilhept-5-en-2-il)-2-vinil-3,4-dihidro-2H-pirrol

asistido por microondas.

Siguiendo el protocolo descripto para la preparacion de iminas ciclicas, se diluye 100
mg de farnesilazida (0,40 mmoles) en 5 mL de tolueno. La solucién reacciona asistida por el
microondas, obteniendo el producto en 20 minutos a temperatura constante de 150 2C
Completa la reaccién, y luego de la etapa de purificacién, se obtiene 88 mg de un aceite
incoloro con un 100% de rendimiento.

5
A
XN 1 4 9 11 13
6

9.9.4 Sintesis del (E)-5-(6,10-dimetilundeca-5,9-dien-2-il)-2-metil-2-vinil-3,4-
dihidro-2H-pirrol (Imina-1A-11)

Siguiendo el protocolo descripto para la preparacion de iminas ciclicas, se diluye 25 mg
de geranilgeranilazida (0,08 mmoles) en 5 mL de tolueno. Completa la reaccidn, y luego de la
etapa de purificacidn, se obtiene 18 mg de un aceite incoloro con un 78% de rendimiento.

20 19 18

5
~
X1 [+ 9 11 13 15 17
6

RMN de 'H (CDCls): & = 5,97 ppm (dd, 1H, *Juutrans= 17,1 Hz ¥ *Jeis= 10,5 Hz, C6-H); 5,08 (m;
2H, C11-H y C15-H); 5,03 (M, 1H, C74ans—H); 4,94 (dd, 1H, >Jyues= 10,8 Hz, C74—H); 2,58 (m,
1H, C8—H); 2,50 (m, 1H, C3—-H); 2,00 a 1,80 (m, 8H, C2—H, C10-H, C13-H y C14-H); 1,67 (s,
3H, C17-H intercambiable); 1,59 (s, 3H, C18-H intercambiable); 1,57 (s, 3H, C19-H); 1,51 (m,
2H, C9-H); 1,31 (d, 3H, %)= 1,4 Hz, C5-H); vy 1,12 (d, 3H, *J= 6,9 Hz, C20-H). RMN de **C
(CDCl3): & = 181,1 ppm (C4, cuaternario); 144,5 (C6, CH olefinico); 135,4 (C16, olefinico
cuaternario); 131,3 (C12, olefinico cuaternario); 124,3 (C11, CH olefinico); 123,9 (C15, CH
olefinico); 111,0 (C7, CH, vinilico); 75,3 (C1, cuaternario); 39,7 (C14, CH,); 37,8 (C8, CH); 35,1
(C9, CH,); 34,8 (C2, CH,); 33,7 (C3, CH,); 32,8 (C14, CH,); 27,0 (C10, CH,); 25,8 (C17, CHa);
22,1 (C5, CHs); 18,2 (C18, CHs); 17,7 (C20, CH3) y 16,0 (C19, CHs). IR (film): Lmax (cm™) = 2960
(=CH-), 2924 (-CH2-), 1580 (C=N).
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9.10 Método general para la preparacion de 1,2,3-triazoles-1,4-

disustituidos utilizando “Click Chemistry”.

Se disuelve un equivalente de alquino en H,0:t-BuOH (1:1, 10 mL por mmol de
alquino) bajo agitacion magnética constante. A esta solucion se le agrega en forma
secuencial 1,1 equivalentes de azida, 0,05 equivalentes de CuSO, y 0,2 equivalentes de
ascorbato de sodio. La reaccién se deja agitando a temperatura ambiente por 24 horas. Una
vez finalizada, se diluye la mezcla de reaccién en H,0 destilada y se extrae la fase acuosa con
3 agregados de AcOEt. Los extractos organicos combinados se secan con Na,SO,4 (anhidro) y
se evapora el solvente a presién reducida utilizando el evaporador rotatorio en primer lugar
y finalmente bomba de vacio.

Los triazoles obtenidos se purificaron en cromatografia en columna de silica gel,
corrido en gradiente de polaridad creciente y utilizando AcOEt y MeOH como solventes.

9.10.1 Sintesis del Metil 1-(3-metilbut-2-enl)-4,5-dihidro-1H-1,2,3-triazol-4-
carboxilato (IT-1).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el propiolato de metilo (178 mg; 2,03 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (4
mL). Luego se adiciona prenilazida (75 plL; 0,68 mmoles) como una solucion al 6% en
tolueno, CuSO, 1M (34 uL; 0,034 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (135 uL;
0,135 mmoles). A las 24 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la etapa de
purificacidn se aislaron 109 mg de un sélido blanco con un rendimiento del 83%.

') 1 3 5
M'/\l 4/ 6
9—g'8 2 N=N

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,04 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,45 (tq, 1H, *Juans= 7,4 Hz y
YJua-n7=1,4 Hz, C4—H); 5,00 (d, 2H, *Ju3.1a=7,3 Hz, C3—H); 3,95 (s, 3H, OMe, O—C9—-H); 1,83 (s,
3H, metilo, C6—H) y 1.80 (s, 3H, metilo, C7-H). RMN de B3¢ (CDCl3): 6 =161,2 (C8, carbonilo);
141,2 (C2, triazol cuaternario); 139,8 (C5, olefinico cuaternario); 126,8 (C1, CH triazol); 116,2
(C4, CH olefinico); 52,1 (C9, OCH3); 48,1 (C3, CH,); 25,7 (C6, CHs) y 18,1 (C7, CH3). EMAR
calculado para CgH14N30, 196,1081, encontrado m/z 196,1084.

9.10.2 Sintesis del 1-(3-metilbut-2-enil)-4-fenil-4,5-dihidro-1H-1,2,3-triazol (IT-2).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el etinilbenceno (138 mg; 1,35 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (4 mL).
Luego se adiciona prenilazida (75 uL; 0,68 mmoles) como una solucién al 6% en tolueno,
CuSO4 1M (34 pL; 0,034 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (135 uL; 0,135
mmoles). A las 24 horas se da por finalizada la reaccidon y luego de la purificacion se aislaron
133 mg de un sélido blanco con un rendimiento del 93%.
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RMN de 'H (CDCls): 8 =7,83 ppm (m, 2H, protones aromaticos en posicion orto, Ar9—H vy
Ar13-H); 7,71 (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 7,42 (m, 2H, protones aromaticos en posicién
meta Ar10-H y Ar12-H); 7,32 (m, 1H, protdn aromatico en posicién para Ar11-H); 5,48 (tq,
1H, *J= 7,3 Hz, Hq-Hs, *J=1,4 Hz, Hs-H5, 7,3 Hz, C4—H); 5,00 (d, 2H, 3/=7,3 Hz, H3-Ha, C3-H) y
1,83 (s, 6H, metilos, C7-H y C6—-H). RMN de 3¢ (CDCls): 6 = 147,7 (C2, triazol cuaternario);
139,7 (C5, olefinico cuaternario); 130,8 (C8, ipso aromatico); 128,7 (C10 y C12, aromatico
meta); 128,0 (C11, aromatico para); 125,6 (C9 y C13, aromatico orto); 119,2 (C1, CH triazol);
117,3 (C4, CH olefinico); 48,1 (C3, CH,); 25,7 (C6, CHs), y 18,1 (C7, CH3). EMAR calculado para
C13H16N3 214,1336, encontrado m/z 214,1344.

9.10.3 Sintesis del 1-(3-metilbut-2-enil)-4-propil-4,5-dihidro-1H-1,2,3-triazol (IT-
3).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el pentino (138 mg; 2,03 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuUOH (4 mL). Luego se
adiciona prenilazida (75 uL; 0,68 mmoles) como una solucion al 6% en tolueno, CuSO4 1M
(34 pL; 0,034 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (135 pL; 0,135 mmoles). A las
24 horas se da por finalizada la reaccidn y luego de la etapa de purificacidn se aislaron 89 mg
de un sélido blanco con un rendimiento del 74%.

1 3 5

=
8
10 \/\{/\'/\j 4 °
9 2N=N

RMN de 'H (CDCls): & = 7,21 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (tq, 1H, *Juans= 7,4 Hz y
YJuan7=1,4 Hz, C4—H); 4,90 (d, 2H, *Ju3.na=7,3 Hz, C3-H); 2,67 (t, 2H, *Jugng = 7,6 Hz, C8—H);
1,79 (s, 3H, metilo, C6-H); 1,78 (s, 3H, metilo, C7—H); 1,68 (h, 2H, *J = 7,6 Hz, C9—-H) y 0,96 (t,
3H, 3/ = 7,5 Hz, metilo C10-H). RMN de B¢ (CDCls): 6 =148,2 ppm (C2, triazol cuaternario);
139,2 (C5, olefinico cuaternario); 119,9 (C1, CH triazol); 117,6 (C4, CH olefinico); 47,8 (C3,
CH,); 27,7 (C8, CH,); 25,6 (C6, CHs); 22,7 (C9, CH,); 18,0 (C7, CHs) y 13,8 (C10, CHs). EMAR
calculado para CygH17N3 180,1494, encontrado m/z 180,1501.

9.10.4 Sintesis del 1-(3-metilbut-2-enil)-4-pentil-4,5-dihidro-1H-1,2,3-triazol (IT-
4).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el heptino (130 mg; 1,35 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (4 mL). Luego se
adiciona prenilazida (75 pL; 0,68 mmoles) como una solucién al 6% en tolueno, CuSO, 1M
(34 pL; 0,034 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (135 pL; 0,135 mmoles). A las
24 horas se da por finalizada la reaccion y luego de la etapa de purificacion se aislaron 116
mg de un soélido blanco con un rendimiento del 83%.
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RMN de 'H (CDCl3): 8 = 7,22 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,42 (tq, 1H, *Jyans= 7,4 Hz y
YJuan7=1,4 Hz, C4—H); 4,90 (d, 2H, *Ju3.na=7,3 Hz, C3—H); 2,68 (t, 2H, *Jug.ne= 7,6 Hz, C8—H);
1,80 (s, 3H, metilo, C6-H); 1,79 (s, 3H, metilo, C7-H); 1,66 (m, 2H, C9—-H); 1,33 (m, 4H, C10-H
y C11-H) y 0,96 (t, *J= 7,4 Hz, metilo, C12-H). RMN de *3*C (CDCl;): & =148,5 (C2, triazol
cuaternario); 139,2 (C5, olefinico cuaternario); 119,9 (C1, CH triazol); 117,6 (C4, CH
olefinico); 47,8 (C3, CH,); 31,4 (C8, CH,); 29,2 a 25,7 (C10 a C11, CH,); 25,6 (C6, CH5); 22,4
(C9, CH,); 18,0 (C7, CHs) y 14,0 (C12, CHs;). EMAR calculado para CiHj,N; 208,1808;
encontrado m/z 208,1808.

9.10.5 Sintesis del 4,5-dihidro-1-(3-metilbut-2-enil)-4-octil-1H-1,2,3-triazol (IT-5).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el decino (95 mg; 0,75 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (4 mL). Luego se
adiciona prenilazida (75 uL; 0,68 mmoles) como una solucién al 6% en tolueno, CuSO4 1M
(34 pL; 0,034 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (135 pL; 0,135 mmoles). A las
24 horas se da por finalizada la reaccidn y luego de la etapa de purificacion se aislaron 134
mg de un sélido blanco con un rendimiento del 80%.

N=N

14 12 10 8 1

RMN de 'H (CDCl3): & = 7,21 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (tq, 1H, )= 7,4 Hz Y *Jna-
w7=1,4 Hz, C4—H); 4,90 (d, 2H, *Jus.na=7,3 Hz, C3=H); 2,68 (t, 2H, >Jus.ne = 7,6 Hz, C8—H); 1,80
(s, 3H, metilo, C6-H); 1,79 (s, 3H, metilo, C7-H); 1,65 (m, 2H, C9-H); 1,29 (m, 10H, C10-H a
Cl14-H) y 0,87 (t, *Ju1s.14 = 7,4 Hz, metilo, C15-H). RMN de “3C (CDCl;): & =148,4 ppm (C2,
triazol cuaternario); 139,0 (C5, olefinico cuaternario); 119,8 (C1, CH triazol); 117,6 (C4, CH
olefinico); 47,7 (C3, CH,); 31,8 (C8, CH,); 29,5 a 29,2 (C10 a C14, CH,); 25,6 (C6, CHs); 22,6
(C9, CHy); 17,9 (C7, CHs3) y 14,0 (C15, CHs3). EMAR calculado para CisHpgNs 250,2278;
encontrado m/z 250,2285.

9.10.6 Sintesis del metil 1-((Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-1H-1,2,3-triazol-4-
carboxilato (IT-6) (ITy del metil 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-1H-1,2,3-
triazol-4-carboxilato (IT-11).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el propiolato de metilo (24 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2
mL). Luego se adiciona la mezcla de geranilazida (50 mg; 0,28 mmoles), CuSO, 1M (12 uL;
0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (50 pL; 0,06 mmoles). A las 24 horas se
da por finalizada la reaccidn y luego de la purificacion se aislaron 63 mg de un sélido blanco
con un rendimiento del 86% (razén E:Z de 6:4).
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RMN de 'H (CDCl3): & = 8,01 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,44 (t, 1H, *Jysns = 7,4 Hz,
C4—-H); 5,05 (m, 1H, C8—H); 5,00 (d, 2H, *Jus-na=7,1 Hz, C3—H); 3,95 (s, 3H, OMe, O—C14—H);
2,15 (m, 4H, C6-H y C7—H); 1,83 (s, 3H, metilo, C12-H); 1,68 (s, 3H, metilo, C11-H) y 1,60 (s,
3H, metilo, C10-H). RMN de *C (CDCl;): & = 161,2 ppm (C13, carbonilo); 144,4 (C2, triazol
cuaternario); 139,8 (C9, olefinico cuaternario); 132,2 (C5, olefinico cuaternario); 126,8 (C1,
CH triazol); 123,2 (C8, CH olefinico); 116,2 (C4, CH olefinico); 52,1 (C14, OCHs); 47,9 (C3,
CH,); 32,1 (C6, CH2); 26,1 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 23,4 (C12, CHs) y 17,7 (C11, CH3).

12 11

14 \013 1 3 _ 5 7 _ 9

}/‘\(/\'/\l 4 6 8 10

O 2nN=N
RMN de 'H (CDCl5): 8 = 8,04 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,44 (t, 1H, *Jyans = 7,4 Hz,
C4—H); 5,05 (m, 1H, C8—H); 5,00 (d, 2H, 3Jus-na=7,1, Hz, C3—H); 3,95 (s, 3H, OMe, O—C14—H);
2,15 (m, 4H, C6-H y C7-H); 1,78 (s, 3H, metilo, C12—H); 1,69 (s, 3H, metilo, C11-H) y 1,60 (s,
3H, metilo, C10-H). RMN de *C (CDCl5): & = 161,2 ppm (C13, carbonilo); 147,7 (C2, triazol
cuaternario); 139,8 (C9, olefinico cuaternario); 132,9 (C5, olefinico cuaternario); 126,7 (C1,
CH triazol); 123,3 (C8, CH olefinico); 116,0 (C4, CH olefinico); 52,1 (C14, OCHs); 48,1 (C3,
CH,); 39,3 (C6, CH2); 26,0 (C7, CH,); 25,6 (C10, CHs); 17,7 (C11, CHs) y 16,5 (C12, CH3).

9.10.7 Sintesis del 1-((2)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (IT-7)
y del 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (IT-12).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el fenilacetileno (29 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL).
Luego se adiciona la mezcla de geranilazida (50 mg; 0,28 mmoles), CuSO4 1M (12 uL; 0,01
mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (50 pL; 0,06 mmoles). A las 24 horas se da
por finalizada la reaccidn y luego de la purificacién se aislaron 59 mg de un sélido blanco con
un rendimiento del 75% (razén E:Z de 6:4).

17

RMN de *H (CDCls): & = 7,82 ppm (m, 2H, protones aromaticos en posicidn orto, Arl4—H vy
Ar18-H); 7,71 (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 7,42 (m, 2H, protones aromaticos en posicion
meta Ar15-H y Ar17-H); 7,32 (m, 1H, protén aromatico en posicidon para Arl6—H); 5,48 (t,
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1H, *Jua3=7,3 Hz, C4—H); 5,08 (m, 1H, C8—H); 5,00 (d, 2H, *Ji3-na=7,3 Hz, C3—H); 2,20 (m, 2H,
C6—-H); 2,13 (m, 2H, C7-H); 1,83 (s, 3H, metilo, C12—-H); 1,68 (s, 3H, metilo, C10-H) y 1,61 (s,
3H, metilo, C11-H). RMN de **C (CDCl3): & = 147,7 ppm (C2, triazol cuaternario); 143,2 (C9,
olefinico cuaternario); 132,6 (C5, olefinico cuaternario); 130,8 (C13, aromatico ipso); 128,8
(C15 y C17, aromatico meta); 128,0 (C16, aromatico para); 125,7 (C14 y C18, aromatico
orto); 123,2 (C8, CH olefinico); 117,9 (C4, CH olefinico); 117,1 (C1, CH triazol); 47,7 (C3, CH,);
32,1 (C6, CH,); 26,2 (C7, CH.); 25,7 (C10, CHs); 23,4 (C12, CHs) y 17,7 (C11, CHs). EMAR
calculado para CigH»4N3 282,1970; encontrado m/z 282,1961.

12 10
14
s 1 3 _ 5 7 _ 9
16 7 "N 11
/ 4 6 8
(EPAN
17 18 N

RMN de 'H (CDCls): & = 7,82 ppm (m, 2H, protones arométicos en posicién orto, Arl4—H y
Ar18-H); 7,70 (s, 1H, proton triazol, C1-H); 7,42 (m, 2H, protones aromaticos en posicién
meta Arl15-H y Arl7-H); 7,32 (m, 1H, protén aromatico en posicion para Arl6—H); 5,48 (t,
1H, *Juan3=7,3 Hz, C4—H); 5,08 (m, 1H, C8—H); 5,00 (d, 2H, >Jy3.4a=7,0 Hz, C3—H); 2,20 (m, 2H,
C6-H); 2,13 (m, 2H, C7-H); 1,81 (s, 3H, metilo, C12—H); 1,68 (s, 3H, metilo, C11-H) y 1,62 (s,
3H, metilo, C10-H). RMN de **C (CDCl5): 8 = 147,7 ppm (C2, triazol cuaternario); 143,2 (C9,
olefinico cuaternario); 132,1 (C5, olefinico cuaternario); 130,8 (C13, aromatico ipso); 128,8
(C15 y C17, aromatico meta); 128,0 (C16, aromatico para); 125,6 (C14 y C18, aromatico
orto); 123,4 (C8, CH olefinico); 119,2 (C4, CH olefinico); 117,1 (C1, CH triazol); 47,9 (C3, CH,);
39,4 (C6, CH,); 26,1 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 17,7 (C11, CHs) y 16,5 (C12, CHs). EMAR
calculado para CigH 4N3 282,1970; encontrado m/z 282,1957.

9.10.8 Sintesis del 1-((Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-propil-1H-1,2,3-triazol (IT-
8) y del 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-propil-1H-1,2,3-triazol (IT-13).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el pentino (19 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona mezcla de geranilazida (50 mg; 0,28 mmoles), CuSO, 1M (12 pL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (50 uL; 0,06 mmoles). A las 24 horas se da por
finalizada la reaccion y luego de la purificacién se aislaron 59 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 87% (razén E:Z de 6:4).

15 13

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 7,21 pp, (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,41 (dt, 1H, *Juaws= 7,4 Hz y
YJuan7=1,4 Hz, C4—H); 5,09 (dt, 1H, *Jug7= 7,2 Hz Yy “ngr10=1,4 Hz, C8—H); 4,90 (d, 2H, 3.
wa=7,2 Hz, C3-H); 2,63 (t, 2H, *Jy13-n14 = 7,6 Hz, C13—H); 2,16 (m, 4H, C6-H y C7-H); 1,80 (s,
3H, metilo, C12-H); 1,68 (s, 3H, metilo, C11-H); 1,68 (h, 2H, 3 Ju144=7,5 Hz, C14-H); 1,61 (s,
3H, metilo, C10-H) y 0,96 (t, 3H, *Jy15.414 = 7,3 Hz, metilo, C15-H). RMN de “3C (CDCl3): & =
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148,3 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,6 (C9, olefinico cuaternario); 132,6 (C5, olefinico
cuaternario); 123,2 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 118,2 (C4, CH olefinico); 47,6
(C3, CH,); 32,0 (C6, CH,); 27,8 (C13, CH,); 26,3 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 23,4 (C12, CHa);
22,8 (C14, CH,); 17,7 (C11, CHs) y 13,8 (C15, CHs). EMAR calculada para CisHagN; 248,2127;
encontrada m/z 248,2134.

12 11
14

15 \\\(;\N 3 _ 5 7 _ 9
T ’l\/l 4 6 8 10
N=
RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,21 (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,41 (dt, 1H, *Jusns= 7,4 Hz y “Jua.
w7=1,4 Hz, C4—H); 5,09 (dt, 1H, *Jug7= 7,2 Hz ¥ “usn10=1,4 Hz, C8—H); 4,90 (d, 2H, *Juz-1a=7,2
Hz, C3-H); 2,67 (t, 2H, *Ju1zs = 7,6 Hz, C13-H); 2,16 (m, 4H, C6-H y C7-H); 1,76 (s, 3H,
metilo, C12—H); 1,68 (s, 3H, metilo, C11-H); 1,68 (h, 2H, *Ji12.415=7,5 Hz, C14—H); 1,59 (s, 3H,
metilo, C10-H) y 0,96 (t, 3H, *Ji1s.414= 7,3 Hz, metilo, C15-H). RMN de *C (CDCl;): & = 148,2
(C2, triazol cuaternario); 142,7 (C9, olefinico cuaternario); 132,6 (C5, olefinico cuaternario);
123,2 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7 (C3, CH,); 39,4
(C6, CH,); 27,8 (C13, CH,); 26,1 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 22,8 (C14, CH,); 17,7 (C11, CHs);
16,4 (C12, CHsy y 13,8 (C15, CHs). EMAR calculada para CysHpsN3 248,2127; encontrada m/z
248,2131.

9.10.9 Sintesis del 1-((Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-pentil-1H-1,2,3-triazol (IT-
9) y del 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-pentil-1H-1,2,3-triazol (IT-14).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el heptino (27 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona la mezcla de geranilazida (50 mg; 0,28 mmoles), CuSO4 1M (12 pL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (50 uL; 0,06 mmoles). A las 24 horas se da por
finalizada la reaccion y luego de la purificacién se aislaron 65 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 85% (razén E:Z de 6:4).

17 15 13

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 7,21 (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,41 (dt, 1H, *Juaws= 7,3 Hz y “Jua.
17=1,4 Hz, C4-H); 5,01 (tt, 1H, *Jugr7= 7,2 Hz Y “Jug10=1,4 Hz, C8—H); 4,89 (d, 2H, *Ji3-1a=7,3
Hz, C3-H); 2,67 (t, 2H, *Jy13.14 = 7,6 Hz, C13-H); 2,15 (m, 4H, C6-H y C7—H); 1,80 (s, 3H,
metilo, C12—-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C11-H); 1,65 (m, 2H, C14—H); 1,60 (s, 3H, metilo, C10-H);
1,32 (m, 4H, C15-H y C16-H) y 0,88 (t, 3H, *Ju17.n16 = 7,3 Hz, metilo, C17-H). RMN de “*C
(CDCl3): & = 148,5 (C2, triazol cuaternario); 142,5 (C9, olefinico cuaternario); 132,6 (C5,
olefinico cuaternario); 123,2 (C8, CH olefinico); 119,8 (C1, CH triazol); 118,2 (C4, CH
olefinico); 47,6 (C3, CH,); 32,1 (C6, CH,); 31,4 (C15, CH,); 29,6 (C14, CH,); 26,2 (C7, CH,); 25,7
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(C10, CHs); 25,7 (C13, CH,); 23,4 (C12, CHs); 22,4 (C16, CH,); 17,7 (C11, CH3) y 14,0 (C17,
CHs).

1 3 5 7 9
= %
13 N
15 N 4 6 8 10
2 N:N

17 14
16

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,20 (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,42 (t, 1H, *Juans= 7,3 Hz, C4—H);
5,06 (s ancho, 1H, C8—H); 4,92 (d, 2H, *Jus.na=7,2 Hz, C3-H); 2,68 (t, 2H, *Juiz.m12 = 7,6 Hz,
C13-H); 2,10 (m, 4H, C6—H y C7-H); 1,77 (s, 3H, metilo, C12—H); 1,68 (s, 3H, metilo, C11-H);
1,65 (m, 2H, C14—H); 1,59 (s, 3H, metilo, C10-H); 1,32 (m, 4H, C15-H y C16-H) y 0,88 (t, 3H,
3 i17h1e = 7,3 Hz, metilo, C17-H). RMN de 3¢ (CDCls): & = 148,4 (C2, triazol cuaternario);
142,6 (C9, olefinico cuaternario); 132,0 (C5, olefinico cuaternario); 123,5 (C8, CH olefinico);
119,8 (C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7 (C3, CH,); 39,4 (C6, CH,); 31,4 (C15, CH,);
29,2 (C14, CH,); 26,1 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 25,7 (C13, CH,); 22,4 (C16, CH,); 17,7 (C11,
CHs); 16,4 (C12, CH3) y 14,0 (C17, CHs).

9.10.10 Sintesis del 1-((Z)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-octil-1H-1,2,3-triazol
(IT-10) y del 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-4-octil-1H-1,2,3-triazol (IT-
15).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el decino (39 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona la mezcla de geranilazida (50 mg; 0,28 mmoles), CuSO4 1M (12 pL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (50 uL; 0,06 mmoles). A las 24 horas se da por

finalizada la reaccion y luego de la purificacion se aislaron 73 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 82% (razén E:Z de 6:4).

20

RMN de H (CDCl3): & = 7,21 (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,42 (t, 1H, *Jusns= 7,2 Hz, C4—H);
5,09 (m, 1H, C8—H); 4,90 (d, 2H, Ju3.1a=7,2 Hz, C3—H); 2,69 (t, 2H, >Jy13.n14 = 7,7 Hz, C13—H);
2,16 (m, 4H, C6-H y C7-H); 1,80 (s, 3H, metilo, C12—H); 1,69 (s, 3H, metilo, C11-H); 1,66 (m,
2H, C14—-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C10-H); 1,26 (m, 10H, C15—H a C19-H) y 0,87 (t, 3H, *Jn20-1
= 6,8 Hz, metilo, C20-H). RMN de 3¢ (CDCl3): & = 148,5 (C2, triazol cuaternario); 142,5 (C9,
olefinico cuaternario); 132,6 (C5, olefinico cuaternario); 123,2 (C8, CH olefinico); 119,8 (C1,
CH triazol); 118,2 (C4, CH olefinico); 47,5 (C3, CH,); 32,0 (C6, CH,); 31,8 (C18, CH,); 29,5 a
29,2 (C14 a C17, CH,); 26,3 (C7, CH,); 25,7 (C10, CHs); 25,7 (C13, CH,); 23,3 (C12, CHs); 22,6
(C19, CH,); 17,7 (C11, CHs) y 14,0 (C20, CHs). EMAR calculado para CaoHigNs 318,2909,
encontrado m/z 318,2923.
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RMN de *H (CDCls): & = 7,20 (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (t, 1H, *Juans= 7,1 Hz, C4—H);
5,05 (m, 1H, C8-H); 4,92 (d, 2H, *Jus-1a=7,1 Hz, C3—H); 2,69 (t, 2H, *J13.414 = 7,7 Hz, C13-H);
2,10 (m, 4H, C6—H y C7-H); 1,76 (s, 3H, metilo, C12—H); 1,67 (s, 3H, metilo, C11-H); 1,66 (m,
2H, C14-H); 1,60 (s, 3H, metilo, C10-H); 1,26 (m, 10H, C15-H a C19-H) y 0,87 (t, 3H, */iz0.
Hi9= 6,8 Hz, metilo, C20-H). RMN de B¢ (CDCl3): & = 148,5 (C2, triazol cuaternario); 142,6
(C9, olefinico cuaternario); 132,0 (C5, olefinico cuaternario); 123,5 (C8, CH olefinico); 119,8
(C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7 (C3, CH;); 32,9 (C6, CH,); 31,8 (C18, CH,); 29,5
a 29,2 (C14 a C17, CH,); 26,1 (C7, CH,); 25,8 (C10, CHs); 25,7 (C13, CH,); 22,6 (C19, CH,); 17,7
(C11, CHs); 16,4 (C12, CHs); v 14,1 (C20, CHs). EMAR calculado para CyoHsgNs 318,2909,
encontrado m/z 318,2924.

9.10.11 Sintesis del metil 1-((2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-1H-
1,2,3-triazol-4-carboxilato (IT-16) y del metil 1-((E)-3,7-dimetilocta-2,6-
dienil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxilato (IT-21).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el propiolato de metilo (36 mg; 0,20 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2
mL). Luego se adiciona la mezcla de farnesilazida (50 mg; 0,20 mmoles), CuSO4 1M (10 pL;
0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (40 pL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se
da por finalizada la reaccidn y luego de la purificacion se aislaron 48 mg de un sélido blanco
con un rendimiento del 72% (razén E:Z de 6:4).

RMN de 'H (CDCl3): 0 = 8,04 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,43 (t, 1H, *Juanz=7,3 Hz, C4—
H); 5,08 (m, 1H, C8—H); 5,06 (m, 1H, C12—H); 4,99 (d, 2H, */u3.na=7,1 Hz, C3—=H); 3,93 (s, 3H,
metilo, C19—-H); 2,20 (m, 4H, C6—H y C7-H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,83 (s, 3H, metilo,
C17-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,60 (s, 3H, metilo, C15-H) y 1,59 (s, 3H, metilo, C14—H).
RMN de c (CDCl3): 6 = 161,3 ppm (C18, carbonilo); 144,7 (C2, triazol cuaternario); 139,9
(C9, olefinico cuaternario); 136,6 (C5, olefinico cuaternario); 131,5 (C13, olefinico
cuaternario); 126,8 (C1, CH triazol); 124,1 (C12, CH olefinico); 122,7 (C8, CH olefinico); 116,0
(C4, CH olefinico); 52,1 (C19, CHs); 48,0 (C3, CH,); 39,7 (C10, CH,); 32,1 (C6, CH,); 26,6 (C11,
CH,); 26,2 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 23,5 (C17, CHs); 17,7 (C15, CHs).y 16,0 (C16, CH,).
EMAR calculado para C19H30N30;,332,2338; encontrado m/z 332,2343.
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RMN de H (CDCls): & = 8,01 ppm (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,44 (dt, 1H, *Jysus=7,3 Hz y
*Juar7=1,0 Hz, C4—H); 5,06 (m, 1H, C8=H); 5,06 (m, 1H, C12-H); 4,99 (d, 2H, *Juz.na=7,4 Hz,
C3-H); 3,93 (s, 3H, metilo, C19-H); 2,12 (m, 4H, C6~H y C7—H); 2,00 (m, 4H, C10-H y C11-H);
1,78 (s, 3H, metilo, C17-H); 1,66 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,58 (s, 3H, metilo, C15-H) y 1,58 (s,
3H, metilo, C14-H). RMN de *C (CDCl;): & = 161,2 ppm (C18, carbonilo); 144,8 (C2, triazol
cuaternario); 139,9 (C9, olefinico cuaternario); 136,0 (C5, olefinico cuaternario); 131,4 (C13,
olefinico cuaternario); 126,7 (C1, CH triazol); 124,2 (C12, CH olefinico); 123,1 (C8, CH
olefinico); 116,0 (C4, CH olefinico); 52,1 (C19, CHs); 48,1 (C3, CH,); 39,7 (C10, CH,); 39,4 (C6,
CH,); 26,7 (C11, CH,); 26,2 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 17,7 (C15, CHs); 16,6 (C17, CHs) y 16,0
(C16, CH,). EMAR calculado para C19H39N30,332,2338; encontrado m/z 332,2343.

9.10.12 Sintesis del 1-((2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-4-fenil-
1H-1,2,3-triazol (IT-17) y del 1-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trienil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (IT-22).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el fenlacetileno (21 mg; 0,20 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL).
Luego se adiciona la mezcla de farnesilazida (50 mg; 0,20 mmoles), CuSO4 1M (10 pL; 0,01
mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (40 uL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se da
por finalizada la reaccion y luego de la purificacién se aislaron 57 mg de un sdlido blanco con
un rendimiento del 81% (razén E:Z de 6:4).

RMN de 'H (CDCl;): & = 7,82 ppm (dt, 2H, protones aromaticos en posicién orto, Ar19—H y
Ar23—-H); 7,71 (s, 1H, protén triazol, C1-H); 7,41 (tt, 2H, protones aromaticos en posicién
meta Ar20-H y Ar22—H); 7,31 (tt, 1H, protén aromatico en posicién para Ar21-H); 5,49 (t,
1H, *Jua3=7,3 Hz, C4—H); 5,31 (m, 1H, C12—H); 5,08 (m, 1H, C8—H); 5,00 (d, 2H, *Juz.14=7,3 Hz,
C3-H); 2,22 (m, 2H, C6-H); 2,18 (m, 2H, C7—H); 2,05 (m, 2H, C10-H); 2,00 (m, 2H, C11-H);
1,84 (s, 3H, metilo, C17-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C16—-H); 1,62 (s, 3H, metilo, C15-H) y 1,61 (s,
3H, metilo, C14—H). RMN de **C (CDCl3): & = 147,8 ppm (C2, triazol cuaternario); 143,3 (C9,
olefinico cuaternario); 136,5 (C5, olefinico cuaternario); 131,5 (C13, olefinico cuaternario);
130,8 (C18, aromatico ipso); 128,8 (C20 y C22, aromatico meta); 128,0 (C21, aromatico
para); 125,7 (C19 y C23, aromatico orto); 124,1 (C8, CH olefinico); 123,0 (C12, CH olefinico);
118,9 (C1, CH triazol); 117,9 (C4, CH olefinico); 47,8 (C3, CH,); 39,7 (C10, CH,); 32,1 (C6, CH,);
26,6 (C11, CH,); 26,3 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 23,4 (C17, CHs); 17,7 (C15, CHs).y 16,0 (C16,
CH,). EMAR calculado para Cy3H3;N3 350,2596; encontrado m/z 350,2595.
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RMN de 'H (CDCls): & = 7,82 ppm (dt, 2H, protones aromaticos en posicion orto, Arl9-H vy
Ar23—-H); 7,70 (s, 1H, protén triazol, C1-H); 7,40 (tt, 2H, protones aromaticos en posicién
meta Ar20-H y Ar22—H); 7,31 (tt, 1H, protén aromatico en posicién para Ar21-H); 5,48 (t,
1H, *Jua3=7,3 Hz, C4—H); 5,10 (m, 1H, C12—H); 5,07 (m, 1H, C8—H); 5,01 (d, 2H, *Ju3.14=7,3 Hz,
C3-H); 2,13 (m, 4H, C6~H y C7-H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,81 (s, 3H, metilo, C17—H);
1,67 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,60 (s, 3H, metilo, C15-H) y 1,58 (s, 3H, metilo, C14—-H). RMN de
3¢ (CDCl3): 6 = 147,8 ppm (C2, triazol cuaternario); 143,4 (C9, olefinico cuaternario); 135,8
(C5, olefinico cuaternario); 131,4 (C13, olefinico cuaternario); 130,8 (C18, aromatico ipso);
128,8 (C20 y C22, aromatico meta); 128,0 (C21, aromatico para); 125,7 (C19 y C23,
aromatico orto); 124,2 (C12, CH olefinico); 124,2 (C8, CH olefinico); 118,9 (C1, CH triazol);
117,0 (C4, CH olefinico); 48,0 (C3, CH,); 39,7 (C6, CH,); 39,4 (C10, CH,); 26,7 (C11, CH,); 26,0
(C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 17,7 (C15, CHs); 16,5 (C17, CHs);.y 16,1 (C16, CH,). EMAR
calculado para Cy3Hs;N3 350,2596; encontrado m/z 350,2595.

9.10.13 Sintesis del 1-((2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-4-propil-
1H-1,2,3-triazol (IT-18) y del 1-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trienil)-4-propil-1H-1,2,3-triazol (IT-23).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el pentino (40 mg; 0,40 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona la mezcla de farnesilazida (50 mg; 0,20 mmoles), CuSO, 1M (10 uL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (40 uL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se da por
finalizada la reaccion y luego de la purificacidn se aislaron 53 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 83% (razén E:Z de 6:4).

20 18

RMN de 'H (CDCl5): & = 7,21 ppm (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,44 (dt, 1H, *Jysu3=7,2 Hz y
*Juan17=1,1 Hz, C4—H); 5,08 (m, 2H, C8—H y C12-H); 4,93 (d, 2H, *Ju3.1a=7,3 Hz, C3-H); 2,65 (t,
2H, *Ju1s4110=7,4 Hz, C18-H); 2,12 (m, 4H, C6~H y C7—-H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,78
(s, 3H, metilo, C17-H); 1,68 (s, 3H, metilo, C16-H); 1,68 (c, 2H. >Jy19.420=7,4 Hz, C19-H); 1,61
(s, 3H, metilo, C15-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C14—-H) y 0,96 (t, 3H, 3)120-H19=7,3 Hz, metilo, C20—-
H). RMN de C (CDCl3): & = 148,1 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,7 (C9, olefinico
cuaternario); 136,2 (C5, olefinico cuaternario); 131,5 (C13, olefinico cuaternario); 124,1 (C12,
CH olefinico); 123,0 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 118,1 (C4, CH olefinico); 47,6
(C3, CH,); 39,7 (C10, CH,); 32,1 (C6, CH,); 27,8 (C18, CH,); 26,6 (C11, CH,); 26,3 (C7, CH,);
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RMN de 'H (CDCl5): & = 7,21 ppm (s, 1H, protén triazol, C1-H); 5,41 (dt, 1H, *Jus3=7,2 Hz y
*Juarr=1,1 Hz, C4—H); 5,08 (m, 2H, C8—H y C12—H); 4,93 (d, 2H, *Ju3.1a=7,3 Hz, C3—H); 2,65 (t,
2H, *Ju1s1119=7,4 Hz, C18-H); 2,12 (m, 4H, C6-H y C7-H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,78
(s, 3H, metilo, C17-H); 1,68 (c, 2H. 3JH19.H20=7,4 Hz, C19-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,61
(s, 3H, metilo, C15-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C14—H) y 0,96 (t, 3H, *Ji20.115=7,3 Hz, metilo, C20—
H). RMN de *C (CDCly): & = 148,2 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,7 (C9, olefinico
cuaternario); 135,8 (C5, olefinico cuaternario); 131,4 (C13, olefinico cuaternario); 124,2 (C12,
CH olefinico); 123,3 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7
(C3, CH,); 39,4 (C10, CH,); 27,8 (C18, CH,); 26,7 (C11, CH,); 26,0 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs);
22,8 (C19, CH,); 17,7 (C15, CHs); 16,4 (C17, CHs); 16,0 (C16, CH,) y 13,8 (C20, CH3).

9.10.14 Sintesis de 1-((2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-4-pentil-
1H-1,2,3-triazol (IT-19) y del 1-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trienil)-4-pentil-1H-1,2,3-triazol (IT-24).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el heptino (50 mg; 0,40 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona la mezcla de farnesilazida (50 mg; 0,20 mmoles), CuSO, 1M (10 uL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (40 uL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se da por
finalizada la reaccion y luego de la purificacién se aislaron 63 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 89% (razén E:Z de 6:4).

22 20 18

RMN de 'H (CDCl3): & = 7,21 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (t, 1H, *Jya3=7,2 Hz, C4—
H); 5,01 (m, 2H, C8—H y C12—H); 4,89 (d, 2H, *Jus-na=7,3 Hz, C3-H); 2,67 (t, 2H, *Jn1s.n10=7,6
Hz, C18—H); 2,15 (m, 4H, C6-H y C7—H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,80 (s, 3H, metilo,
C17-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,65 (m, 2H. C19-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C15—H); 1,61 (s,
3H, metilo, C14—H); 1,32 (m. 4H, C20-H y C21-H) y 0,96 (t, 3H, *Juz0-u10=7,3 Hz, metilo, C22—
H). RMN de C (CDCl5): & = 148,3 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,6 (C5, olefinico
cuaternario); 135,8 (C9, olefinico cuaternario); 132,6 (C13, olefinico cuaternario); 124,2 (C12,
CH olefinico); 123,4 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 118,2 (C4, CH olefinico); 47,6
(C3, CH,); 32,4 (C6, CH,); 27,8 (C18, CH,); 26,2 (C11, CH,); 26,0 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs);
22,82 22,0 (C19 a C21, CH,); 17,7 (C17, CH3); 16,4 y 16,0 (C15 y C16, CH3); y 13,8 (C22, CH3).
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RMN de 'H (CDCl3): 6 = 7,20 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (t, 1H, ®Jus-n7=7,3Hz, C8—
H); 5,01 (m, 2H, C8—H y C12-H); 4,92 (d, 2H, *Ju3-1a=7,3 Hz, C3-H); 2,67 (t, 2H, *Jn1s-n10=7,6
Hz, C18-H); 2,10 (m, 4H, C6—H y C7-H); 1,99 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,76 (s, 3H, metilo,
C17-H); 1,70 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,65 (m, 2H. C19-H); 1,59 (s, 3H, metilo, C15—H); 1,61 (s,
3H, metilo, C14-H); 1,32 (m. 4H, C20—H y C21-H) y 0,96 (t, 3H, 3JH20-H19=7,3 Hz, metilo, C22—
H). RMN de C (CDCls): & = 148,2 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,7 (C5, olefinico
cuaternario); 135,8 (C9, olefinico cuaternario); 131,4 (C13, olefinico cuaternario); 124,2 (C12,
CH olefinico); 123,4 (C8, CH olefinico); 119,9 (C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7
(C3, CH,); 39,4 (C6 y C10, CH,); 27,8 (C18, CH,); 26,7 (C11, CH,); 26,0 (C7, CH,); 25,7 (C14,
CHs); 22,8 a 22,0 (C19 a C21, CH,); 17,7 (C17, CHs); 16,4 y 16,0 (C15 y C16, CH5); y 13,8 (C22,
CH3)

9.10.15 Sintesis del 1-((2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)-4-octil-
1H-1,2,3-triazol (IT-20) y del 1-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trienil)-4-octil-1H-1,2,3-triazol (IT-25).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el decino (28 mg; 0,20 mmoles) en una mezcla de solvente de H,0:tBuOH (2 mL). Luego se
adiciona la mezcla de farnesilazida (50 mg; 0,20 mmoles), CuSO, 1M (10 uL; 0,01 mmoles) y
finalmente el ascorbato de sodio 1M (40 uL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se da por
finalizada la reaccion y luego de la purificacion se aislaron 54 mg de un sélido blanco con un
rendimiento del 69% (razén E:Z de 6:4).

RMN de 'H (CDCl3): 6 =7,21 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (t, 1H, 3 Jua-n3=6,8 Hz, C4—
H); 5,01 (m, 2H, C8—H y C12—H); 4,91 (d, 2H, *Jus-ua=7,3 Hz, C3—H); 2,68 (t, 2H, *Jn1g.n10=7,8
Hz, C18-H); 2,15 a 1,90 (m, 8H, C6—-H, C7-H, C10-H y C11-H); 1,80 (s, 3H, metilo, C17-H);
1,67 (s, 3H, metilo, C14-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C15-H); 1,61 (s, 3H, metilo, C16—H); 1,25 (m,
12H, C19-H a C24-H) y 0,87 (t, 3H, *Juz0.410=6,7 Hz, metilo, C22—H). RMN de **C (CDCl3): & =
148,5 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,7 (C5, olefinico cuaternario); 136,2 (C9, olefinico
cuaternario); 131,5 (C13, olefinico cuaternario); 124,1 (C12, CH olefinico); 123,0 (C8, CH
olefinico); 119,8 (C1, CH triazol); 118,1 (C4, CH olefinico); 47,6 (C3, CH,); 32,1 (C6, CH,); 31,8
a 22,7 (C18 a C24); 26,3 (C11, CH,); 26,0 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 17,7 (C17, CHs); 16,0 (C15
y C16, CHs); y 14,1 (C25, CHs). EMAR calculado para CyoH3sN3 318,2909; encontrada m/z
318,2923.
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RMN de 'H (CDCl3): 6 =7,20 ppm (s, 1H, protdn triazol, C1-H); 5,41 (t, 1H, *Juanz=7,2 Hz, C4—
H); 5,41 (t, 1H, 3JHg.H7=7,3Hz, C8-H); 5,07 (m, 2H, C8—H y C12-H); 4,91 (d, 2H, 3J|.|3.|.|4=7,2 Hz,
C3-H); 2,68 (t, 2H, *Ju1s-n10=7,8 Hz, C18—H); 2,10 (m, 8H, C6-H, C7-H, C10-H y C11-H); 1,77
(s, 3H, metilo, C17-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C14-H); 1,58 (s, 6H, metilo, C15—-H y C16-H) 1,25
(m, 12H, C19-H a C24-H) y 0,87 (t, 3H, *Ju20-119=6,7 Hz, metilo, C22—H). RMN de “*C (CDCl5):
0 =148,5 ppm (C2, triazol cuaternario); 142,7 (C5, olefinico cuaternario); 135,7 (C9, olefinico
cuaternario); 131,4 (C13, olefinico cuaternario); 124,2 (C12, CH olefinico); 123,3 (C8, CH
olefinico); 119,8 (C1, CH triazol); 117,4 (C4, CH olefinico); 47,7 (C3, CH,); 39,7 y 39,4 (C6 y
C10, CH,); 31,9 a 22,7 (C18 a C24, CH,); 26,7 (C11, CH,); 26,0 (C7, CH,); 25,7 (C14, CHs); 17,7
(C17, CHs); 16,4 y 16,0 (C15 y C16, CHs); y 14,1 (C22, CH3).EMAR calculado para CyoH3eNs3
318,2909, encontrada m/z 318,2924

9.11 Método general para preparar Fenoles Orto-Isoprenilados (FOI) en

condiciones de alquilacion.

Se disuelve 1,1 equivalentes del compuesto fendlico en tolueno y se lleva la solucién
a 02C. A continuacién se adiciona lentamente primero 0,3 equivalentes BF;.Et;0 y luego 1
equivalente del isoprenol correspondiente. La reaccién transcurre durante 12 horas a 42°C.
Una vez finalizada, se agrega una solucidn saturada de NaHCO3 y se extraen los productos de
interés con AcOEt (3 extracciones). Los extractos organicos combinados se secan con Na,SO4
y finalmente se elimina el solvente en destilacién a presidon reducida en un evaporador
rotatorio, seguido de bomba de vacio.

La purificacion de los compuestos se realiza por cromatografia en columna de silica
gel, corrida en polaridad creciente por combinacién del solvente Hexano con el AcOEt. Los
analisis estructurales se realizan combinando técnicas espectrométricas.

9.11.1 Sintesis de (E) -2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-4-metoxifenol (FI-1).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacion, se
disolvio el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BFs;.Et,0 (12 pL, 0,10 mmoles) vy
posteriormente geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacién se aislaron 37 mg de un aceite amarillo con un
rendimiento del 45%.
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RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,74 ppm (d, 1H, /44=8,3 Hz, C6-H); 6,68 (d, 1H, “Juy=2,4 Hz, C3—-H);
6,65 (dd, 1H, *Juu= 8,2 Hz y *Juy=2,5 Hz, C5-H); 5,30 (t, 1H, */4y=6,5 Hz, C9—H); 5,07 (t, 1H,
3Juu=7,1 Hz, C13-H); 4,74 (s, 1H, OH); 3,75 (s, 3H, C7—H); 3,33 (d, 2H, >Juy=7,0 Hz, C8—H); 2,25
a 2,05 (m, 4H, C11-H y C12—H); 1,76 (s, 3H, C17-H); 1,68 (s, 3H, C16—H) y 1,59 (s, 3H, C15—
H). RMN de *3C (CDCl5): & = 153,6 ppm (Ar4, cuaternario aromatico); 148,3 (Arl, cuaternario
aromatico); 138,4 (C10, olefinico cuaternario); 131,9 (C14, olefinico cuaternario); 123,9 (C9,
CH olefinico); 121,5 (C13, CH olefinico); 116,3 (Ar6, CH aromadtico); 115,7 (Ar3, CH
aromatico); 112,0 (Ar5, CH aromatico); 55,7 (C7, O-Me); 39,7 (C8, CH,); 29,7 (C11, CH,); 26,5
(C12, CH,); 25,7 (C15, CH3); 17,8 (C17, CH3) y 16,2 (C16, CH3). EMAR: Masa calculada para
C17H240,Na (M+Na*) = 283,16685; encontrada 283,16537. IR (film): Lmax (cm'l) = 2969 (=CH-
); 2928 (-CH,-); 1664 (-C=C-).

9.11.2 Sintesis de 4-methoxy-2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)
fenol (FI-3).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BFs3.Et,0 (12 uL, 0,10 mmoles) vy
posteriormente geraniol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacién se aislaron 53 mg de un aceite amarillo con un
rendimiento del 50%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,74 ppm (d, 1H, *Jy4=8,5 Hz, C6-H); 6,70 a 6,62 (m, 2H, C3—H y C5-
H); 5,31 (t, 1H, *Jug.ug= 7,2 Hz, C9—H); 5,09 (m, 2H, C13—H y C17-H); 4,77 (s, 1H, OH); 3,75 (s,
3H, C7-H); 3,33 (d, 2H, 3.IHg,_Hg= 7,3 Hz, C8-H); 2,21 a 1,94 (m, 8H, C11-H, C12-H, C15-H y
C16-H); 1,77 (s, 3H, C22-H); 1,68 (s, 3H, C19-H) y 1,60 (s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de *3C
(CDCl3): 6 = 153,6 ppm (C4, cuaternario aromatico); 148,3 (C1, cuaternario aromatico); 138,5
(C10, olefinico cuaternario); 131,3 (C14, olefinico cuaternario); 128,2 (C2, aromatico
cuaternario); 124,4 (C17, CH olefinico); 123,7 (C13, CH olefinico); 121,5 (C9, CH olefinico);
116,3 (C6, CH aromatico); 115,7 (C3, CH aromatico); 112,0 (C5, CH aromatico); 55,7 (C7, O-
Me); 39,7 (C8, CH,); 29,9 (C11y C15, CH,); 26,7 a 26,5 (C12 y C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7
(C22, CHs); 16,2 a 16,1 (C20 y C21, CH3). EMAR: Masa calculada para C,H3,0,Na (M+Na®) =
351,22945; encontrada 351,22960. IR (film): Umax (cm™) = 3437 (0-H); 2959 (=CH-); 2928 (-
CH,-); 1660 (-C=C-).

9.11.3 Sintesis de (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-6-metoxi fenol (FI-5).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilaciéon, se
disolvio el o-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (12 pL, 0,10 mmoles) y
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posteriormente geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 41 mg de un aceite amarillo con un
rendimiento del 48%.

RMN de *H (CDCls): & = 6,84 ppm (t, 1H, *Jysns= 8,2 Hz, Ard—H); 6,48 ppm (d, 2H, *Juz.ma= 8,1
Hz, Ar3—H y Ar5—H); 5,37 (s, 1H; OH); 5,30 (t, 1H, >Juy= 7,1 Hz, C9—H); 5,08 (m, 1H, C13-H y
C17-H); 3,86 (s, 3H, C7-H); 3,27 (d, */uu= 7,2 Hz, C8-H); 2,10 a 1,90 (m, 4H, C11-H y C12-H);
1,76 (s, 3H, C17-H); 1,68 (s, 3H, C16—H) y 1,60 (s, 3H, C15—H). RMN de **C (CDCl5): & = 146,1
(C2, aromatico cuaternario); 143,8 (C1, aromatico cuaternario); 135,9 (C10, olefinico
cuaternario); 135,1 (C14, olefinico cuaternario); 131,0 (C6, olefinico cuaternario); 124,0 (C4,
CH aromatico); 123,4 (C9, CH olefinico); 123,2 (C13, CH olefinico); 114,2 (C5, CH aromatico);
110,9 (C3, CH aromatico); 55,6 (C7, CHs); 39,7 (C11, CH,); 29,2 (C8, CH,); 26,4 (C12, CH,);
25,7 (C15, CH3); 17,7 (C16, CH3) y 16,1 (C17, CH3). EMAR: Masa calculada para C;7H»50;
(M+H") = 261,18491; encontrada 261,18502. IR (film): Lmax (cm™) = 3445 (0-H); 2958 (=CH-);
2926 (-CH,-); 1606 (-C=C-).

9.11.4 Sintesis de 2-metoxi-6-((2E,6F)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)
fenol (FI-6).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el o-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (12 pL, 0,10 mmoles) y
posteriormente farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién
y luego de la purificacién se aislaron 57 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del
54%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,85 ppm (t, 1H, *Juans= 8,3 Hz, Ard—H); 6,48 ppm (d, 2H, *Jy3.4a= 8,4
Hz, Ar3—H y Ar5-H); 5,45 (s, 1H; OH); 5,33 (t, 1H, 3JHH= 7,1 Hz, C9-H); 5,11 (m, 2H, C13-H y
C17-H); 3,87 (s, 3H, C7-H); 3,29 (d, 3Juu= 7,4 Hz, C8—H); 2,18 a 1,93 (m, 8H, C11-H, C12—H,
C15-H y C16-H); 1,71 (s, 3H, C22—H); 1,69 (s, 3H, C15-H) y 1,60 (s, 6H, C20—-H y C21-H).
RMN de 3C (CDCly): & = 146,4 (C2, aromdtico cuaternario); 143,6 (C1, aromatico
cuaternario); 136,1 (C10, olefinico cuaternario); 135,1 (C14, olefinico cuaternario); 133,7
(C18, olefinico cuaternario); 131,3 (C6, olefinico cuaternario); 124,4 (C17, CH olefinico);
124,0 (C4, CH aromatico); 123,4 (C9, CH olefinico); 123,2 (C13, CH olefinico); 114,2 (C5, CH
aromatico); 110,9 (C3, CH aromatico); 55,8 (C7, CHs); 39,7 (C11 y C15, CH,); 33,8 (C8, CH,);
26,7 a 26,6 (C12 y C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7 (C22, CH3) y 16,2 a 16,0 (C20 y C21, CHs).
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EMAR: Masa calculada para C;,H330, (M+H") = 329,49567; encontrada 329,49558. IR (film):
Umax (€cM™) = 3450 (O-H); 2959 (=CH-); 2930 (-CH,-); 1603 (-C=C-).

9.11.5 Sintesis de (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-3-metoxi fenol (FI-9) y de 2-
((2E,6E)-3,7-dimetilnona-2,6-dien-1-il)-5-metoxi fenol (FI-10)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvio el m-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (12 pL, 0,10 mmoles) y
posteriormente geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 64 mg de un aceite amarillo con un
rendimiento del 77% (relaciéon FI-9/FI-10 de 1:1,1).

RMN de 'H (CDCls): & = 7,05 ppm (t, 1H, *Juu= 8,2 Hz, Ar5—H); 6,48 (d, 2H, *J= 8,2 Hz, Ard—H
y Ar6—H); 5,24 (t, 1H, *Ju= 6,9 Hz, C9—H); 5,06 (m, 1H, C13-H); 3,80 (s, 3H, C7-H); 3,42 (d,
3Jun= 6,9 Hz, C8—H); 2,05 (m, 4H, C11-H y C12-H); 1,80 (s, 3H, C17-H); 1,67 (s, 3H, C16-H) y
1,58 (s, 3H, C15-H). RMN de B3¢ (CDCl3): 6 = 158,0 (C1, aromatico cuaternario); 155,7 (C3,
aromatico cuaternario); 138,1 (C10, olefinico cuaternario); 131,9 (C14, olefinico cuaternario);
127,1 (C5, CH aromatico); 123,9 (C9, CH olefinico); 121,9 (C13, CH olefinico); 115,2 (C2,
aromatico cuaternario); 109,0 (C4, CH aromatico); 103,1 (C6, CH aromatico); 55,8 (C7, CHs);
39,7 (C11, CH,); 26,5 (C12, CH,); 25,7 (C16, CHs); 22,2 (C8, CH,); 17,7 (C15, CH3) y 16,2 (C17,
CHs). EMAR: Masa calculada para C17H,:0,Na (M+Na®) = 283,16685; encontrada 283,16688.
IR (film): Umax (cm™) = 3506 (O-H); 2966 (=CH-); 2924 (-CH,-);

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,98 ppm (d, 1H, *Jy3.1a= 8,4 Hz, C3—H); 6,42 ppm (dd, 1H, *Jpa3= 8,4
Hz, *Juane= 2,6 Hz, C4-H); 6,41 ppm (s, 1H, C6-H); 5,30 (t, 1H, *Juen10= 7,1 Hz); 5,24 (s, 1H,
OH); 5,07 (m, 1H, C13-H); 3,76 (s, 3H, C7—H); 3,30 (d, 2H, *Jus.ne= 7,1 Hz); 2,09 (m, 4H, C11-H
y C12-H); 1,76 (s, 3H, C17-H); 1,68 (s, 3H, C16-H) y 1,60 (s, 3H, C15—-H). RMN de **C (CDCl,):
0 = 159,4 (C1, aromatico cuaternario); 155,4 (C5, aromatico cuaternario); 138,4 (C10,
olefinico cuaternario); 132,0 (C14, olefinico cuaternario); 130,3 (C3, CH aromatico); 123,8
(C9, CH olefinico); 122,1 (C13, CH olefinico); 118,9 (C2, aromatico cuaternario); 106,2 (C4, CH
aromatico); 102,0 (C6, CH aromatico); 55,3 (C7, CHs); 39,7 (C11, CH,); 29,2 (C8, CH,); 26,4
(C12, CH,); 25,7 (C15, CHs); 17,7 (C16, CHs) v 16,1 (C17, CH3). EMAR: Masa calculada para
C17H240,Na (M+Na®) = 283,16685; encontrada 283,16679. IR (film): Umax (cm™) = 3450 (O-H);
2959 (=CH-); 2930 (-CH,-); 1603 (-C=C-).
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9.11.6 Sintesis de 3-metoxi-2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)
fenol (FI-13) y de 5-metoxi-2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-
il) fenol (FI-14)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacion, se
disolvié el m-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BFs3.Et,0 (12 uL, 0,10 mmoles) vy
posteriormente farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién
y luego de la purificacion se aislaron 80 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del
76% (relaciéon FI-13/FI-14 de 1:1,2).

RMN de 'H (CDCl5): & = 7,05 ppm (t, 1H, *Jyu= 8,2 Hz, Ar5—H); 6,47 (d, 2H, *Juu= 8,2 Hz, Ard—H
y Ar6—H); 5,31 (s, 1H, OH); 5,24 (t, 1H, *Jyy= 7,1 Hz, C9—H); 5,08 (m, 2H, C13—H y C17-H); 3,80
(s, 3H, C7-H); 3,42 (d, 3JHH= 7,1 Hz, C8-H); 2,14 a 1,90 (m, 8H, C11-H, C12-H, C15-H y Cl16—
H); 1,81 (s, 3H, C22—H); 1,67 (s, 3H, C15-H) y 1,59 (s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de “*C
(CDCl3): & = 158,0 (C1, aromatico cuaternario); 155,6 (C3, aromatico cuaternario); 138,1
(C10, olefinico cuaternario); 135,4 (C18, olefinico cuaternario); 131,3 (C14, olefinico
cuaternario); 127,1 (C5, CH aromatico); 124,4 (C17, CH olefinico); 123,8 (C9, CH olefinico);
121,9 (C13, CH olefinico); 115,2 (C2, aromatico cuaternario); 109,0 (C4, CH aromatico); 103,1
(C6, CH aromatico); 55,8 (C7, CHs); 39,7 (C11 y C15, CH,); 26,7 a 26,4 (C12 y C16, CH,); 25,7
(C19, CHs); 22,2 (C8, CH,); 17,7 (C22, CH3) v 16,2 a 16,0(C20 y C21, CHs). EMAR: Masa
calculada para Cy,H330, (M+H") = 329,24751; encontrada 329,24772. IR (film): Lmax (cm™) =
3520 (0O-H); 2964 (=CH-); 1605 (-C=C-).

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,98 ppm (d, 1H, *Jy3.1a= 8,3 Hz, C3—H); 6,42 ppm (dd, 1H, *Jpa3= 8,4
Hz, “Juane= 2,6 Hz, C4—H); 6,41 ppm (s, 1H, C6-H); 5,31 (t, 1H, *Jugro= 7,1 Hz); 5,25 (s, 1H,
OH); 5,09 (m, 2H, C13-H y C17-H); 3,76 (s, 3H, C7—-H); 3,30 (d, 2H, 3Jus.re= 6,9 Hz); 2,18 a
1,91 (m, 8H, C11-H, C12-H, C15-H y C16-H); 1,77 (s, 3H, C22—-H); 1,67 (s, 3H, C19-H) y 1,60
(s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de C (CDCl;): 8 = 159,4 (C1, aromatico cuaternario); 155,4
(C5, aromatico cuaternario); 138,4 (C10, olefinico cuaternario); 135,6 (C18, olefinico
cuaternario); 131,3 (C14, olefinico cuaternario); 130,4 (C3, CH aromatico); 124,4 (C17, CH
olefinico); 123,6 (C9, CH olefinico); 122,1 (C13, CH olefinico); 118,9 (C2, aromatico
cuaternario); 106,1 (C4, CH aromatico); 102,0 (C6, CH aromatico); 55,3 (C7, CH3); 39,7 (Cl1ly
C15, CH,); 29,2 (C8, CH,); 26,7 a 26,4 (C12 y C16, CH,); 25,7 (C19, CH3); 17,7 (C22, CH3) y 16,2
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a 16,1 (C20 y C21, CH3). EMAR: Masa calculada para CyHs30, (M+H') = 329,24751;
encontrada 329,24763. IR (film): Umax (cm™) = 3520 (O-H); 2964 (=CH-); 1605 (-C=C-).

9.12 Método general para preparar Fenoles Orto-Isoprenilados (FOI) en
condiciones de ciclacion.

Se disuelve 1,1 equivalentes del compuesto fendlico en tolueno y se lleva la solucién
a 02C. A continuacién se adiciona lentamente primero 1,2 equivalentes BF;.Et,0 y luego 1
equivalente del isoprenol correspondiente. La reaccién transcurre durante 12 horas a 42°C.
Una vez finalizada, se agrega una solucién saturada de NaHCO3 y se extraen los productos de
interés con AcOEt (3 extracciones). Los extractos organicos combinados se secan con Na,SO4
y finalmente se elimina el solvente en destilacién a presidon reducida en un evaporador
rotatorio, seguido de bomba de vacio.

La purificacion de los compuestos se realiza por cromatografia en columna de silica
gel, corrida en polaridad creciente por combinacion del solvente Hexano con el AcOEt. Los
analisis estructurales se realizan combinando técnicas espectrométricas.

9.12.1 Sintesis de 7-metoxi-1,1,4a-trimetil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno
(FI-2).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 43 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 52%.

RMN de 'H (CDCl3): 6 = 6,73 a 6,36 ppm (m, 3H, Ar3—H, Ar5-H y Ar6—-H, protones
aromaticos); 3,75 (s, 3H, C7-H); 2,80 a 2,45 (m, 2H, C8-H); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C9—-H a C13-H,
protones de anillos); 1,20 (s, 3H, C17-H); 1,01 (s, 3H, C15-H*) y 0,91 (s, 3H, 16—H*). RMN de
3¢ (CDCl3): 0 = 152,7 ppm (C4, aromatico cuaternario); 147,3 (C1, cuaternario aromatico);
123,2 (C2, aromatico cuaternario); 117,5 (C6, CH aromatico); 114,2 (C5, CH aromatico); 113,2
(C3, CH aromatico); 76,2 (C10, cuaternario); 55,5 (C7, CHs); 41,7 y 40,0 (C11 y C13
intercambiables, CH,); 32,1 y 20,6 (C15 y C16 intercambiables, CH3); 23,7 (C8; CH,); 19,8
(C12, CH,) y 19,7 (C17, CHs3). EMAR: masa calculada para C3sHagOsNa (2M+Na*) = 543,34448;
encontrada 543,34300. IR (film): Umax (cm™) = 2969 (=CH-); 2928 (-CH,-).

9.12.2 Sintesis de 10-metoxi-4,4,6a,12b-tetrametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-

decahidro-1H-benzo[a]xanteno (FI-4).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
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sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,20 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidon se aislaron 50 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 48%.

RMN de H (CDCl3): 6 = 6,75 a 6,35 ppm (m, 3H, Ar3—H, Ar5-H y Ar6-H, protones
aromaticos); 3,75 (s, 3H, C7-H); 2,80 a 2,45 (m, 2H, C8—H); 2,20 a 1,40 (m, 24H, C9—-H a C22—-
H, protones de anillos). RMN de *3C (CDCls): & = 152,7 ppm (C4, aromatico cuaternario);
147,3 (C1, cuaternario aromatico); 123,2 (C2, aromadtico cuaternario); 117,5 (C6, CH
aromatico); 114,2 (C5, CH aromatico); 113,2 (C3, CH aromadtico); 76,2 (C10, cuaternario);
55,5 (C7, CHs); 41,7 a 19,7 (C8 a C22, carbonos del anillo, mezcla de diastereocisémeros).
EMAR: masa calculada para C,H3,0,Na (M+Na®) = 351,22945; encontrada 351,22948. IR
(film): Lmax (cm™) = 2967 (=CH-); 2931 (-CH,-); 1460 (C=C aromaticos).

9.12.3 Sintesis de 5-metoxi-1,1,4a-trimetil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno
(FI-7)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et,0 (12 uL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidn se aislaron 42mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 51%.

RMN de 'H (CDCl3): 6 = 6,90 a 6,50 ppm (m, 3H, Ar3—H, Ard—H y Ar5-H); 3,85 (s, 3H, C7—H);
2,78 a 2,45 (m, 2H, C8-H); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C9—H a C13-H, protones de anillos); 1,21 (s,
3H, C17-H); 1,00 (s, 3H, C15-H*) y 0,91 (s, 3H, 16-H*). RMN de *C (CDCl5): & = 146,1 (C2,
aromatico cuaternario); 141,2 (C1, aromatico cuaternario); 124,0 (C4, CH aromatico); 114,2
(C5, CH aromatico); 110,9 (C3, CH aromatico); 76,2 (C10, carbono cuaternario); 55,6 (C7,
CHs); 41,7 y 39,0 (C11 y C13 intercambiables, CH,); 32,1y 20,6 (C15 y C16 intercambiables,
CHs); 23,7 (C8; CH,); 19,8 (C12, CH,) y 19,7 (C17, CHs). EMAR: masa calculada para
C17H240,Na (M+Na*) = 283,16685; encontrada 283,16641. IR (film): Lmax (cm™) = 2974 (=CH-
); 2932 (-CH,-).
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9.12.4 Sintesis de 8-metoxi-4,4,6a,12b-tetrametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-
decahidro-1H-benzo[a]xanteno (FI-8).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,20 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidon se aislaron 61 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 58%.

RMN de *H (CDCl3): & = 6,90 a 6,50 ppm (m, 3H, Ar3—H, Ard—H y Ar5-H); 3,85 (s, 3H, C7-H);
2,78 a 2,45 (m, 2H, C8-H); 2,20 a 1,40 (m, 24H, C9—H a C22-H, protones de anillos). RMN de
3¢ (CDCl3): & = 146,2 (C2, aromatico cuaternario); 141,2 (C1, aromatico cuaternario); 123,9
(C4, CH aromatico); 114,2 (C5, CH aromatico); 110,9 (C3, CH aromatico); 76,2 (C10, carbono
cuaternario); 55,6 (C7, CHs); 41,7 a 19,7 (C8 a C22). EMAR: masa calculada para C,,H3,0,Na
(M+Na') = 351,22945; encontrada 351,22932. IR (film): Umax (cm™) = 2966 (=CH-); 2942 (-
CH,-); 1484 (-C=C- aromaticos).

9.12.5 Sintesis de 5-metoxi-1,1,4a-trimetil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno
(FI- 11) y de 6-methoxy-1,1,4a-trimetil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno
(FI- 12).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacién se aislaron 58 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 70% (relacién
1:1,2).

RMN de *H (CDCls): & = 7,05 ppm (t, 1H, */uu= 8,0 Hz, Ar5—H); 6,46 (m, 2H, Ard—H y Ar6—H);
3,83 (s, 3H, C7-H); 2,78 a 2,45 (m, 2H, C8—H); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C9—H a C13-H, protones de
anillos); 1,21 (s, 3H, C17-H); 0,99 (s, 3H, C15—-H*) y 0,90 (s, 3H, 16—-H*). RMN de “3C (CDCl5):
0 = 157,1 (C1, aromatico cuaternario); 155,5 (C3, aromatico cuaternario); 127,1 (C5, CH
aromatico); 115,2 (C2, aromatico cuaternario); 109,0 (C4, CH aromatico); 105,2 (C6, CH
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aromatico); 76,2 (C10, carbono cuaternario); 55,7 (C7, CHs3); 41,7 y 39,3 (C11 y C13
intercambiables, CH,); 32,4 y 20,5 (C15 y C16 intercambiables, CH3); 23,7 (C8; CH,); 19,8
(C12, CH,) y 19,7 (C17, CH3). EMAR: masa calculada para C;7H,40,Na (M+Na®) = 283,16685;
encontrada 283,16671. IR (film): Umay (cm™) = 2975 (=CH-); 2932 (-CH,-).

RMN de *H (CDCl5): 8 = = 6,96 ppm (m, 1H, , C3—H); 6,42 ppm (m, 2H, C4—H y C6-H); 3,84 (s,
3H, C7-H); 2,78 a 2,45 (m, 2H, C8-H); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C9—-H a C13-H, protones de
anillos); 1,20 (s, 3H, C17-H); 0,99 (s, 3H, C15-H*) y 0,90 (s, 3H, 16—-H*). RMN de “3C (CDCl;):
d = 159,4 (C1, aromatico cuaternario); 155,4 (C5, aromatico cuaternario); 130,4 (C3, CH
aromatico); 123,6 (C9, CH olefinico); 118,9 (C2, aromatico cuaternario); 106,1 (C4, CH
aromatico); 102,0 (C6, CH aromatico); 76,2 (C10, carbono cuaternario); 55,6 (C7, CHs); 41,7 y
39,0 (C11 y C13 intercambiables, CH,); 32,1 y 20,6 (C15 y C16 intercambiables, CHs); 23,7
(C8; CH,); 19,8 (C12, CH,) y 19,7 (C17, CH3). EMAR: masa calculada para Ci7H,40,Na (M+Na®)
= 283,16685; encontrada 283,16692. IR (film): Lmay (cm'l) = 2974 (=CH-); 2932 (-CH,-).

9.12.6 Sintesis de 11-metoxi-4,4,6a,12b-tetrametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-
decahidro-1H-benzo[a]xanteno (FI- 15) y de 9-metoxi-4,4,6a,12b-
tetrametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-decahidro-1H-benzo[a]xanteno  (FI-
16).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucidn se adiciona lentamente BF;.Et;O (12 uL, 0,10 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la

purificacion se aislaron 75 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 72% (relacion
1:1,1).

RMN de 'H (CDCl,): & = 7,04 ppm (m, 1H, , Ar5-H); 6,47 (m, 2H, Ard—H y Ar6-H); 3,84 (s, 3H,
C7-H); 2,74 a 2,52 (m, 2H, C8=H); 2,15 (s, 3H, C7-H) y 2,25 a 0,80 (m, 23H, C9—-H a C22-H).
RMN de 3C (CDCly): & = 157,3 (C1, aromdtico cuaternario); 155,4 (C3, aromatico
cuaternario); 127,1 (C5, CH aromatico); 115,4 (C2, aromatico cuaternario); 109,0 (C4, CH
aromatico); 104,9 (C6, CH aromatico); 76,7 (C14, carbono cuaternario); 49,5 (C9, CHs); 48,5 a
16,1 (carbonos del anillo, mezcla de diastereoisémeros) y 14,1 (C7, CHs). EMAR: masa
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calculada para C,H3,0,Na (M+Na®) = 351,22945; encontrada 351,22954. IR (film): Umax (cm
') = 2966 (=CH-); 2942 (-CH,-); 1484 (-C=C- aromaticos).

RMN de *H (CDCl3): 6 ==6,98 ppm (m, 1H, , C3—H); 6,44 ppm (m, 2H, C4—-H y C6—H); 3,85 (s,
3H, C7-H); 2,75 a 2,50 (m, 2H, C8-H); 2,14 (s, 3H, C7-H) y 2,25 a 0,80 (m, 23H, C9—H a C22—
H). RMN de B¢ (CDCl3): & = 159,1 (C1, aromatico cuaternario); 155,5 (C5, aromadtico
cuaternario); 130,1 (C3, CH aromatico); 123,6 (C9, CH olefinico); 118,9 (C2, aromatico
cuaternario); 106,1 (C4, CH aromatico); 101,9 (C6, CH aromatico); 76,7 (C14, carbono
cuaternario); 49,5 (C9, CH3); 48,8 a 16,1 (carbonos del anillo, mezcla de diastereoisémeros) y
14,2 (C7, CH3). EMAR: masa calculada para CyH3,0,Na (M+Na®*) = 351,22945; encontrada
351,22944. IR (film): Umax (cm™) = 2969 (=CH-); 2938 (-CH,-); 1483 (-C=C- aromaticos).

9.12.7 Sintesis de (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-6-metilfenol (FI-17).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 32 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 41%.

RMN de 'H (CDCl5): & = 6,89 ppm (m, 2H, Ar3—H y Ar4—H); 6,69 (d, 1H, *Jyu= 8,0 Hz, Ar5—H);
5,30 (m, 1H, C9—H); 5,11 (m, 1H, C13—H); 4,74 (s, 1H, OH); 3,25 (d, 1H, */uu= 7,3 Hz, C8—H);
2,22 (s, 3H, C7-H); 2,20 a 1,80 (m, 4H, C11-H y C12—H); 1,70 (s, 3H, C17-H); 1,68 (s, 3H, C16—
H) v 1,60 (s, 3H, C15-H). RMN de “3C (CDCl5): & = 151,8 ppm (C1, aromatico cuaternario);
135,7 (C10, olefinico cuaternario); 133,9 (C14, olefinico cuaternario); 130,8 (C5, CH
aromatico); 126,7 (C3, CH aromadtico); 124,4 (C9, CH olefinico); 123,7 (C13, CH olefinico);
123,5 (C6, aromatico cuaternario); 39,7 (C8, CH,); 29,9 (C11, CH,); 26,7 (C12, CH,); 25,7 (C15,
CHs); 17,7 (C17, CHs); 16,2 (C15, CHs) y 15,7 (C7, CHs). IR (film): Umax (cm™) = 3551 (O-H);
2964 (=CH-); 1602 (-C=C-).

9.12.8 Sintesis de 2-metil-6-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il) fenol
(FI-18).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
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sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,20 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidon se aislaron 32 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 32%.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 6,90 ppm (m, 2H, Ar3—H y Ard—H); 6,70 (d, 1H, *Juu= 8,0 Hz, Ar5—H);
5,31 (m, 1H, C9-H); 5,05 (m, 2H, C13—H y C17-H); 4,75 (s, 1H, OH); 3,25 (d, 1H, *Juu= 7,3 Hz,
C8-H); 2,20 (s, 3H, C7-H); 2,20 a 1,80 (m, 8H, C11-H, C12—H, C15-H y C16-H); 1,73 (s, 3H,
C19-H); 1,67 (s, 3H, C22—-H) y 1,60 (s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de **C (CDCl5): & = 151,6
ppm (C1, aromatico cuaternario); 137,2 (C10, olefinico cuaternario); 135,9 (C14, olefinico
cuaternario); 133,4 (C18, olefinico cuaternario); 130,8 (C5, CH aromatico); 126,7 (C3, CH
aromatico); 124,4 (C17, CH olefinico); 123,7 (C13, CH olefinico); 123,5 (C6, aromatico
cuaternario); 123,3 (C9, CH olefinico); 39,7 (C8, CH,); 29,9 y 29,8 (C11 y C15, CH,); 26,7 (C12
y C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7 (C22, CH3); 16,2 y 16,1 (C20 y C21, CH3) y 15,7 (C7, CH3). IR
(film): Lmax (cm™) = 3535 (0-H); 2960 (=CH-); 1608 (-C=C-).

9.12.9 Sintesis de 1,1,4a,5-tetrametil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno (FI-19)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucidn se adiciona lentamente BF;.Et,O (12 uL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 31 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 39%.

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,93 (d, 1H, *Juu= 8,0 Hz, C5-H*); 6,90 (d, 1H, *Jyu= 8,5 Hz, C3—H*);
6,71 (t, 1H, *Juu= 7,4 Hz, CA—H); 2,73 2 2,52 (m, 2H, C8—H); 2,14 (s, 3H, C7—H); 2,20 a 1,40 (m,
7H, C9—H a C13-H, protones de anillos); 1,19 (s, 3H, C17-H); 0,99 (s, 3H, C15—-H*) y 0,90 (s,
3H, 16—H*). RMN de 3¢ (CDCl3): 6 = 151,6 (C1, aromatico cuaternario); 128,1 (C5, CH
aromatico); 127,1 (C3, CH aromatico); 126,1 (C6, aromatico cuaternario); 121,9 (C2,
aromatico cuaternario); 118,9 (C4, CH aromatico); 76,9 (C10, carbono cuaternario); 48,1 (C9,
CH); 41,6 a 19,8 (CH, anillos); 32,1 y 20,6 (C15 y C16*); 19,7 (C17, CH3) y 14,1 (C7, CHs). IR
(film): Umax (cmM™) = 2966 (=CH-); 2941 (-C-C-); 1483 (-C=C- aromaticos).
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9.12.10 Sintesis de 4,4,6a,8,12b-pentametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-
decahidro-1H-benzo[a]xanteno (FI-20)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidon se aislaron 41 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 41%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,98 (m, 2H C5-H y C3—-H); 6,71 (t, 1H, 3Juu= 7,4 Hz, C4-H); 2,74 a
2,52 (m, 2H, C8-H); 2,72 (m, 2H C8-H); 2,15 (s, 3H, C7-H) y 2,25 a 0,80 (m, 23H, C9-H a C22-
H).RMN de **C (CDCls): & = 151,6 (C1, aromatico cuaternario); 128,1 (C5, CH aromatico);
127,1 (C3, CH aromatico); 126,1 (C6, aromatico cuaternario); 121,9 (C2, aromatico
cuaternario); 118,9 (C4, CH aromatico); 76,5 (C14, carbono cuaternario); 49,5 (C9, CHs); 48,5
a 16,1 (carbonos del anillo, mezcla de diastereoisémeros) y 14,2 (C7, CHs). IR (film): vy (cm’
1) = 2961 (=CH-); 2940 (-C-C-); 1464 (-C=C- aromaticos).

9.12.11 Sintesis de (E)-4-cloro-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)fenol (FI-21)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-clorofenol (42 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso, sobre
la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (12 uL, 0,10 mmoles) y posteriormente geraniol
(50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reacciéon y luego de la
purificacion se aislaron 36 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 42%.

17 16

RMN de *H (CDCl3): 8 = 6,74 ppm (d, 1H, */4u=7,9 Hz, C5-H); 6,68 (s, 1H, C3—H); 6,66 (d, 1H,
*Jun= 7,9 Hz C6-H); 5,30 (t, 1H, *Jy=6,5 Hz, C9—H); 5,02 (t, 1H, 3Juu=7,1 Hz, C13-H); 4,75 (s,
1H, OH); 3,30 (d, 2H, */uu=7,0 Hz, C8-H); 2,25 a 2,05 (m, 4H, C11-H y C12—H); 1,76 (s, 3H,
C17-H); 1,68 (s, 3H, C16=H) y 1,59 (s, 3H, C15—H). RMN de **C (CDCl3): & = 152,7 ppm (Ar1,
cuaternario aromatico); 138,4 (C10, olefinico cuaternario); 131,9 (C14, olefinico cuaternario);
129,3 (Ar5, CH aromatico); 128,3 (Ar3, CH aromatico); 127,3 (Ar2, cuaternario aromatico);
124,5 (Ar4, cuaternario aromatico); 123,9 (C9, CH olefinico); 121,5 (C13, CH olefinico); 118,3
(Ar6, CH aromatico); 39,7 (C8, CH,); 29,6 (C11, CH,); 26,5 (C12, CH,); 25,7 (C15, CHs); 17,7
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(C17, CHs) y 16,1 (C16, CHs). IR (film): Lmax (cm™) = 3505 (O-H); 2961 (=CH-); 2940 (-C-C-);
1464 (-C=C- aromaticos).

9.12.12 Sintesis de 4-cloro-2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-
il)fenol (FI-22).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el p-clorofenol (42 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso, sobre
la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (12 uL, 0,10 mmoles) y posteriormente farnesol
(71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccion y luego de la
purificacion se aislaron 40 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 38%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,75 ppm (d, 1H, 3/uu=8,0 Hz, C5-H); 6,68 (s, 1H, C3—H); 6,66 (d, 1H,
3Jun= 7,9 Hz C6-H); 5,31 (t, 1H, *Jug-ng= 7,1 Hz, C9—H); 5,09 (m, 2H, C13—-H y C17-H); 4,77 (s,
1H, OH); 3,32 (d, 2H, 3JHg_Hg= 7,1 Hz, C8-H); 2,21 a 1,94 (m, 8H, C11-H, C12—-H, C15-H y C16—
H); 1,77 (s, 3H, C22-H); 1,68 (s, 3H, C19-H) vy 1,61 (s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de *3C
(CDCl3): & = 152,8 ppm (Arl, cuaternario aromatico); 138,5 (C10, olefinico cuaternario);
135,4 (C15, olefinico cuaternario); 131,9 (C18, olefinico cuaternario); 129,3 (Ar5, CH
aromatico); 128,3 (Ar3, CH aromatico); 124,4 (C17, CH olefinico); 127,3 (Ar2, cuaternario
aromatico); 124,5 (Ar4, cuaternario aromatico); 123,9 (C9, CH olefinico); 121,5 (C13, CH
olefinico); 118,3 (Ar6, CH aromatico); 39,7 (C8, CH,); 29,9 (C11y C15, CH,); 26,7 a 26,5 (C12y
C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7 (C22, CHs); 16,2 a 16,1 (C20 y C21, CHs). IR (film): Umax (cm™)
= 3535 (0-H); 2961 (=CH-); 1609 (-C=C-); 1464 (-C=C- aromaticos).

9.12.13 Sintesis de 1,1,4a,7-tetrametil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-xanteno
(FI-23).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,210 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 38 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 45%.

RMN de H (CDCl3): & = 7,02 (s, 1H, Ar3—H); 7,00 (m, 1H, Ar=5); 6,66 (d, 1H, *Juu= 7,9 Hz Ar6—
H); 2,75 a 2,50 (m, 2H, C8-H); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C9—-H a C13—-H, protones de anillos); 1,20
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(s, 3H, C17-H); 1,01 (s, 3H, C15—-H*) y 0,91 (s, 3H, 16—H*). RMN de **C (CDCl5): & = 151,9 ppm
(C1, aromatico cuaternario); 129,4 (C5, CH aromatico); 127,1 (C2, aromatico cuaternario);
124,2 (C4, CH aromatico); 118,3 (C3, CH aromatico); 117,2 (C6, CH aromatico); 77,6 (C10,
cuaternario); 47,8 (C9, CH); 41,4 y 39,8 (C11 y C13 intercambiables, CH,); 32,1y 20,6 (C15y
C16 intercambiables, CHs); 23,2 (C8; CH,); 19,8 (C12, CH,) y 19,7 (C17, CHs). IR (film): vmax
(cm™) = 2966 (=CH-); 1484 (-C=C- arométicos).

9.12.14 Sintesis de 10-cloro-4,4,6a,12b-tetrametil-2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-
decahidro-1H-benzo[a]xanteno (FI-24).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,20 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidn se aislaron 53 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 50%.

RMN de H (CDCl3): & = 7,02 (s, 1H, Ar3—H); 7,00 (m, 1H, Ar=5); 6,66 (d, 1H, *Jyu= 7,9 Hz Ar6—
H);. 2,72 (m, 2H C8-H); 2,25 a 0,80 (m, 24H, C9—H a C22—H).RMN de **C (CDCl5): & = 151,9
ppm (C1, aromadtico cuaternario); 129,4 (C5, CH aromatico); 127,1 (C2, aromatico
cuaternario); 124,2 (C4, CH aromatico); 118,3 (C3, CH aromatico); 117,2 (C6, CH aromatico);
77,5 (C14, carbono cuaternario); 49,3 (C9, CHs); 48,5 a 16,0 (mezcla de diastereoisomeros).
IR (film): Umax (cM™) = = 2962 (=CH-); 2926 (-CH,-); 1484 (-C=C- arométicos).

9.12.15 Sintesis de (E)-4-cloro-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-6-metilfenol
(FI-25)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el p-metoxifenol (47 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BFs;.Et,0 (12 pL, 0,10 mmoles) vy
posteriormente geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 22 mg de un aceite amarillo con un
rendimiento del 25%.
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RMN de 'H (CDCl3): & = 6,98 ppm (d, H, “Jus-3= 2,4 Hz, C5-H); 6,92 (d, 1H, “Jy3.ns= 2,4 Hz, C3—
H); 5,27 (t, 1H, *Jue.ng=7,2 Hz, C9—H); 5,15 (s, 1H, OH); 5,06 (m, 1H, C13—H); 3,31 (d, 2H, */us.
wo= 7,1 Hz); 2,20 (s, 3H, C7-H); 2,19 (m, 4H, C11-H y C12-H); 1,77 (s, 3H, C15-H); 1,69 (s, 3H,
C17-H) y 1,61 (s, 3H, C15-H). RMN de *3C (CDCl;): 8 = 151,5 (C1, aromatico cuaternario);
139,6 (C10, olefinico cuaternario); 132,2 (C14, olefinico cuaternario); 128,5y 127,1 (C3 y C5,
CH aromatico); 127,7 (C2, aromatico cuaternario); 126,2 (C4, aromatico cuaternario); 124,6
(C6, aromatico cuaternario); 123,6 (C13, CH olefinico); y 121,0 (C9, CH olefinico); 39,6 (C11,
CH,); 30,1 (C8, CH,); 26,2 (C12, CH,); 25,7 (C15, CHs); 17,7 (C16, CHs); 16,2 (C17, CHs) y 15,8
(C7, CHs). IR (film): Umax (cm™) = 3542 (O-H); 2960 (=CH-); 2945 (-C-C-); 1487 (-C=C-
aromaticos).

9.12.16 Sintesis de 4-cloro-2-metil-6-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trien-1-il) fenol (FI-26)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidn se aislaron 32 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 29%.

22 21 20

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,98 ppm (d, 1H, *Jus.us= 2,3 Hz, C5-H); 6,92 (d, 1H, “Jusms= 2,1 Hz,
C3-H); 5,25 (t, 1H, *Juons=7,2 Hz, C9—H); 5,14 (s, 1H, OH); 5,01 (m, 2H, C13-H); 3,31 (d, 2H,
3Jug-no= 7,1 Hz); 2,20 (s, 3H, C7—H); 2,19 (m, 8H, C11-H , C12-H, C15-H y C16-H); 1,77 (s, 3H,
C19-H); 1,69 (s, 3H, C22-H) y 1,61 (s, 6H, C20-H y C21-H). RMN de *C (CDCl5): & = 151,5
(C1, aromadtico cuaternario); 139,6 (C10, olefinico cuaternario); 135,5 (C14, olefinico
cuaternario); 132,2 (C18, olefinico cuaternario); 128,5y 127,1 (C3 y C5, CH aromatico); 127,6
(C2, aromatico cuaternario); 126,2 (C4, aromatico cuaternario); 124,6 (C17, CH olefinico);
123,6 (C13, CH olefinico); y 121,0 (C9, CH olefinico); 39,6 (C11 y C15, CH,); 30,1 (C8, CH,);
26,2 y 26,1 (C12 y C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7 (C22, CHs); 16,2 a 16,1 (C20 y C21, CH3) y
15,8 (C7, CHs).IR (film): Lmax (cm™) = 3548 (O-H); 2961 (=CH-); 2940 (-C-C-); 1488 (-C=C-
aromaticos).

9.12.17 Sintesis de 7-cloro-1,1,4a,5-tetrametil-2,3,4,4a,9,9a-hexahidro-1H-
xanteno (FI-27)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et,O (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidn se aislaron 20 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 23%.
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RMN de H (CDCl3): & = 7,08 ppm (m, 1H, C5—H); 6,90 (m, 1H, C3—-H); 2,75 a 2,50 (m, 2H, C8—
H); 2,09 (s, 3H, C7-H); 2,30 a 1,40 (m, 7H, C9-H a C13-H, protones de anillos); 1,18 (s, 3H,
C17-H); 0,99 (s, 3H, C15-H*) y 0,89 (s, 3H, 16-H*). RMN de **C (CDCl5): & = 150,9 (C1,
aromatico cuaternario); 128,5 y 127,1 (C3 y C5, CH aromatico); 127,6 (C2, aromatico
cuaternario); 126,2 (C4, aromatico cuaternario); 77,6 (C10, carbono cuaternario); 48,0 (C9,
CH) 41,4 y 39,8 (C11 y C13 intercambiables, CH,); 32,1 y 20,6 (C15 y C16 intercambiables,
CHs); 23,2 (C8; CH,); 19,8 (C12, CH,); 19,7 (C17, CH3).y 15,7 (C7, CHs). IR (film): Umax (cm™) =
2940 (-C-C-); 1464 (-C=C- aromaticos).

9.12.18 Sintesis de 10-cloro-4,4,6a,8,12b-pentametil-
2,3,4,4a,5,6,6a,12,12a,12b-decahidro-1H-benzo|a]xanteno (FI-28).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
farnesol (71 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacidn se aislaron 31 mg de un aceite amarillo con un rendimiento del 28%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 7,07 ppm (m, 1H, C5—H); 6,91 (m, 1H, C3=H); 2,72 (m, 2H C8-H); 2,25
a 0,80 (m, 24H, C9-H a C22-H). RMN de C (CDCl3): & = 150,9 (C1, aromatico cuaternario);
128,5 y 127,1 (C3 y C5, CH aromadtico); 127,6 (C2, aromatico cuaternario); 126,2 (C4,
aromatico cuaternario); 76,5 (C14, carbono cuaternario); 49,5 (C9, CHs); 48,5 a 16,1 (mezcla
de diastereoisémeros) y 15,7 (C7, CHs). IR (film): Lmax (cm™) = = 2962 (=CH-); 2924 (-CH,-);
1460 (-C=C- aromaticos).

9.12.19 Sintesis de (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-4-metoxinaftalen-1-
ol (FI-29)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF;.Et;0 (12 pL, 0,210 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 61 mg de un aceite naranja con un rendimiento del 61%.
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RMN de 'H (CDCls): & = 8,17 ppm (d, 1H, *Ju10.16=7,8 Hz, C10-H); 8,11 (d, 1H, *Ju7.us=7,87Hz,
C7-H); 7,45 (q, 2H, 3J=7,2 Hz, C8—H y C9-H); 6,57 (s, 1H, C3=H); 5,41 (t, 1H, *Ju13.12=7,3 Hz;
C13-H); 5,36 (s, 1H, OH); 5,15 (m, 1H, C17-H); 3,97 (s, 3H, C11-H); 3,51 (d, 2H, *Jy12-n13= 7,2
Hz, C12-H); 2.21 a 1,90 (m, 2H, C15-H y C16-H); 1,86 (s, 3H, C21-H); 1,67 (s, 3H, C19-H) y
1,60 (s, 6H, C20-H). RMN de “*C (CDCl5): & = 149,3 (C4, aromatico cuaternario); 143,3 (C1,
aromatico cuaternario); 139,2 (C14, olefinico cuaternario): 131,3 (C18, olefinico cuaternario);
125,9 a 119,2 (C5 a C10, CH aromaticos); 125,1 (C2, aromatico cuaternario) 124,4 (C13, CH
olefinico); 121,7 (C17, CH olefinico); 106,4 (C3, olefinico aromatico); 55,8 (C11, CHs); 39,7
(C15, CH,); 31,0 (C8, CH,); 26,4 (C16, CH,); 25,7 (C19, CHs); 17,7 (C21, CH3) y 16,0 (C20, CHs3).
EMAR: Masa calculada para C:H»70, (M+H") = 311,20056; encontrada 311,20042. IR (film):
Umax (€M) = 3535 (0-H); 2961 (=CH-); 2924 (-CH,-); 1484 (-C=C- aromaticos).

9.12.20 Sintesis de 4-methoxy-2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-
1-il)naftalen-1-ol (FI-30)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el p-metoxinaftol (100 mg; 0,58 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BFs3.Et,O (25 uL, 0,18 mmoles) vy
posteriormente farnesol (127 mg; 0,58 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 132 mg de un aceite naranja con un
rendimiento del 60%.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,17 ppm (d, 1H, *Ju10.1e=7,6 Hz, C10-H); 8,11 (d, 1H, *Jy7.1s=7,8 Hz,
C7-H); 7,46 (q, 2H, *J=7,5 Hz, C8—H y C9-H); 6,57 (s, 1H, C3=H); 5,42 (t, 1H, *Ju13.112=7,2 Hz;
C13—-H); 5,36 (s, 1H, OH); 5,09 (m, 2H, C17-H y C21-H); 3,96 (s, 3H, C11-H); 3,51 (d, 2H, 3JH12.
v13= 7,1 Hz, C12-H); 2.21a 1,92 (m, 8H, C15-H, C16—H, C19-H y C20-H); 1,86 (s, 3H, C26—H);
1,67 (s, 3H, C23-H); 1,61 a 1,58 (s, 6H, C24—H y C25—H). RMN de **C (CDCl;): & = 149,3 (C4,
aromatico cuaternario); 143,3 (C1, aromadtico cuaternario); 139,2 (C14, olefinico
cuaternario): 135,8 (C18, olefinico cuaternario); 131,3 (C22, olefinico cuaternario); 125,9 (C5
y C6, aromatico cuaternario); 125,9 a 119,2 (C7 a C10, CH aromaticos); 125,1 (C2, aromatico
cuaternario); 124,3 (C21, CH olefinico); 123,5 (C13, CH olefinico); 121,2 (C17, CH olefinico);
106,4 (C3, olefinico aromatico); 55,8 (C11, CH3); 39,7 (C15 y C19, CH,); 31,0 (C8, CH,); 26,7 a
26,3 (C16 y C20, CH,); 25,7 (C23, CHs); 17,7 (C26, CH3) y 16,4 a 16,1 (C24 y C25, CH3). EMAR:
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Masa calculada para Cy6H340,Na (M+Na®) = 401,24510; encontrada 401,24521. IR (film): Umax
(cm™) = 3520 (0-H); 2963 (=CH-); 2916 (-CH,-); 1651 (-C=C-); 1450 (-C=C- aromaticos).

9.12.21 Sintesis de 5-metoxi-8,8,11a-trimetil-7a,8,9,10,11,11a-hexahidro-7H-

benzo[c]xanteno (FI-31)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el el p-metoxinaftol (100 mg; 0,58 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo paso,
sobre la solucidn se adiciona lentamente BF3.Et,0 (110 uL, 1,70 mmoles) y posteriormente
geraniol (88 mg; 0,58 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 88 mg de un aceite marrén con un rendimiento del 49%.

RMN de *H (CDCl3): 8 = 8,14 ppm (m, 2H, C7-H y C10-H); 7,46 (m, 2H, C8—H y C9—H); 6,52 (s,
1H, C3—-H); 3,95 (s, 3H, C11-H); 2,75 (m, 2H C12-H); ); 2,20 a 1,40 (m, 7H, C13-H a C17-H,
protones de anillos); 1,25 (s, 3H, C17-H*); 1,05 (s, 3H, C15—-H*) y 0,96 (s, 3H, 16—H*). RMN
de Bc (CDCl3): 6 = 148,5 (C4, aromatico cuaternario); 141,8 (C1, aromatico cuaternario);
125,6 a 125,4 (C5 y C6, aromdtico cuaternario); 125,1 (C2, aromatico cuaternario); 121,4 a
115,0 (C7 a C10, CH aromaticos); 105,6 (C3, olefinico aromatico); 55,7 (C11, CHs); 48,5 (C13,
CH); 41,6 a 19,8 (C14 a C21, carbonos del anillo Cy D y metilos) y 24,1 (C12, CH,). EMAR:
Masa calculada para Co1H»60,Na (M+Na®) = 333,18250; encontrada 333,18250. IR (film): Lmax
(cm™) = 2964 (=CH-); 2924 (-CH,-); 1643 (-C=C-); 1454 (-C=C- aromdticos).

9.12.22 Sintesis de 12-metoxi-4,4,6a,14b-tetrametil-
2,3,4,4a,5,6,6a,14,14a,14b-decahidro-1H-dibenzo[a,h]xanteno (FI-32)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacién, se disolvio
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucién se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 66 mg de un aceite marrdén con un rendimiento del 55%.

RMN de *H (CDCl3): & = 8,15 ppm (m, 2H, C7-H y C10-H); 7,45 (m, 2H, C8—H y C9—H); 6,52 (s,
1H, C3—H); 3,95 (s, 3H, C11-H); 2,72 (m, 2H C12—H); ); 2,25 a 0,78 (m, 24H, C13—H a C26—H).
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RMN de “c (CDCl3): 6 = 148,6 (C4, aromadtico cuaternario); 142,3 (C1, aromatico
cuaternario); 125,6 a 125,5 (C5 y C6, aromatico cuaternario); 125,1 (C2, aromatico
cuaternario); 121,4 a 115,2 (C7 a C10, CH aromaticos); 105,6 (C3, olefinico aromatico); 76,5
(C14, carbono cuaternario); 55,7 (C11, CHs); 48,5 a 16,1 (mezcla de diastereoisomeros).
EMAR: Masa calculada para CyH350, (M+H?) = 379,26316; encontrada 379,26301. IR (film):
Umax (€M™) = 2963 (=CH-); 2926 (-CH,-); 1641 (-C=C-); 1457 (-C=C- aromaticos).

9.12.23 Sintesis de (E)-2-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)benceno-1,3-diol (FI-
33), de (E)-4-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)benceno-1,3-diol (FI-35) y de
2,4-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)benceno-1,3-diol (FI-37)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacidn, se
disolvio el resorcinol (100 mg; 0,91 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (33 uL, 0,27 mmoles) vy
posteriormente geraniol (140 mg; 0,91 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 3 productos con una masa total de 60 mg,
siendo aceites amarillos con un rendimiento total del 27%, en relacién FI-33/FI-35/FI-37 de
1:1,2:2,1.

RMN de *H (CDCl5): & = 6,94 ppm (t, 1H, *Jus-nse= 8,1 Hz, C5—H); 6,40 (d, 2H, *Jus.e= 8,1 Hz,
C4-Hy C6-H); 5,34y 5,13 (s, 2H, OH), 5,28 (t, 1H, *Jug.i7= 7,5 Hz, C8=H); 5,10 (m, 1H, C12—H);
3,33 (d, 2H, *Ju7.us= 6,9 Hz, C7—H); 2,20 a 1,90 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,79 (s, 3H, C16-H);
1,67 (s, 3H, C14-H) y 1,59 (s, 6H, C15-H). RMN de *3*C (CDCl): & = 155,4 ppm (C1 y C3,
aromatico cuaternario); 138,5 (C9, olefinico cuaternario); 131,9 (C13, olefinico cuaternario);
127,1 (C5, CH aromatico); 124,0 (C12, CH olefinico); 121,4 (C8, CH olefinico); 113,8 (C2,
aromatico cuaternario); 108,0 (C4 y C6, CH aromatico); 39,7 (C10, CH,); 26,4 (C11, CH;); 25,7
(C16, CH3); 22,4 (C7, CH,); 17,7 (C14, CH3) y 16,0 (C15, CHs). EMAR: Masa calculada para
C16H220,Na (M+Na*) = 269,15120; encontrada 269,15134. IR (film): Umax (cm'l) = 3415 (O-H);
2965 (=CH-); 2930 (-CH,-); 1645 (-C=C-); 1487 (-C=C- aromaticos).

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,93 ppm (d, 1H, *Jus.ne= 7,9 Hz, C5—H); 6,35 (s, 1H, C2-H); 6,32 (d,
1H, C6-H); 5,48 y 5,39 (s, 2H, OH); 5,31 (t, 1H, *Jug.u7= 7,1 Hz, C8-H); 5,10 (m, 1H, C12—H);
3,34 (d, 2H, *Jy7.us= 7,0 Hz, C7-H); 2,20 a 1,90 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,76 (s, 3H, C21-H);
1,67 (s, 3H, C18-H) y 1,60 (s, 6H, C19-H y C20-H). RMN de **C (CDCl5): & = 155,5 y 153,4 ppm
(C1 y C3, aromatico cuaternario); 138,1 (C9, olefinico cuaternario); 132,1 (C13, olefinico

Pagina 234



WACION,,
s,

3 ’ UNR CAPITULO 9: MATERIALES Y METODOS

)

%

cuaternario); 130,2 (C5, CH aromatico); 123,8 (C12, CH olefinico); 122,4 (C8, CH olefinico);
122,2 (C4, aromatico cuaternario); 107,4 (C6, CH aromatico); 103,2 (C2, CH aromatico); 39,7
(C10, CH,); 29,0 (C7, CH,); 26,5 (C11, CH,); 25,7 (C16, CHs); 17,7 (C14, CHs3) y 16,2 (C15, CHs).
EMAR: Masa calculada para Ci6H»30, (M+H") = 247,16926; encontrada 247,16914. IR (film):
Umax (€cM™) = 3377 (O-H); 2964 (=CH-); 2929 (-CH,-); 1645 (-C=C-); 1485 (-C=C- aromaticos).

RMN de 'H (CDCL3): & = 6,80 ppm (d, 1H, *Jys.ue= 8,0 Hz, C5-H); 6,36 (d, 1H, *Jue.ns= 8,1 Hz,
C6-H); 5,39 (s, 2H, OH); 5,30 (m, 2H, C8—H y C8—H); 5,10 (m, 2H, C12—H,y C12'—H y C16'—H);
3,44 y 3,30 (d, C7-H y C7'—H, int.); 2,20 a 1,90 (m, 8H, CH,); 1,78 (s, 6H, C16—H y C16'-H,
int.); 1,67 (s, 6H, C14-H y C14'-H) y 1,59 (s, 6H, C15—-H y C15’—H). RMN de **C (CDCl5): & =
153,7 y 153,4 ppm (C1y C3, aromatico cuaternario intercambiables); 138,7 y 138,5 (C9y C9’,
olefinico cuaternario); 131,8 y 131,6 (C13 y C13’, olefinico cuaternario); 127,4 (C5, CH
aromatico); 123,9 y 123,7 (C12 y C12’, CH olefinico); 121,6 y 121,0 (C8 y C8’, CH olefinico);
119,0 (C2, aromatico cuaternario); 114,0 (C4, aromatico cuaternario); 107,6 (C6, CH
aromatico); 39,7 a 39,6 (C10 y C10°, CH,, int.); 29,6 (C7, CH,); 26,7 a 26,3 (C11y C11°, CH,,
int.); 25,7 (C16 y C16°, CHs); 22,6 (C7’, CH,); 17,7 (C14 y C14°, CHs) y 16,1 (C15 y C15’, CHs).
EMAR: Masa calculada para CyH390, (M+H") = 383,29446; encontrada 383,29461. IR (film):
Umax (€cmM™) = 3377 (O-H); 2964 (=CH-); 2929 (-CH,-); 1646 (-C=C-); 1485 (-C=C- aromaticos).

9.12.24 Sintesis de 2-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)
benceno-1,3-diol (FI-34), de 4-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-
1-il) benceno-1,3-diol (FI-36) y de 2,4-bis((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-
2,6,10-trien-1-il)benceno-1,3-diol (FI-38)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el resorcinol (100 mg; 0,91 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (33 pL, 0,27 mmoles) y
posteriormente farnesol (202 mg; 0,91 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccidon y luego de la purificacion se aislaron 3 productos con una masa total de 74 mg,
siendo aceites amarillos con un rendimiento conjunto del 35%, en relacion FI-34/FI-36/FI-38
de1:1,4:2,7.

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,94 ppm (t, 1H, *Jusnsre6= 8,1 Hz, C5—-H); 6,40 (d, 2H, *Jus-ne= 8,1 Hz,
C4-Hy C6-H); 5,34y 5,13 (s, 2H, OH), 5,28 (t, 1H, *Jug.u7= 7,5 Hz, C8—H); 5,09 (m, 2H, C12-H
y C16-H); 3,43 (d, 2H, *Jy7.us= 7,1 Hz, C7-H); 2,17 a 1,91 (m, 8H, C10-H, C11-H, C14-H y
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C15-H); 1,82 (s, 3H, C21-H); 1,67 (s, 3H, C18-H) y 1,59 (s, 6H, C19-H y C20—H). RMN de “*C
(CDCl3): 0 = 155,4 ppm (C1 y C3, aromdtico cuaternario); 138,6 (C9, olefinico cuaternario);
135,5 (C13, olefinico cuaternario); 131,3 (C17, olefinico cuaternario); 127,1 (C5, CH
aromatico); 124,4 (C16, CH olefinico); 123,7 (C12, CH olefinico); 121,7 (C8, CH olefinico);
113,7 (C2, aromatico cuaternario); 108,0 (C4 y C6, CH aromatico); 39,7 (C10 y C14, CH,); 26,7
a 26,4 (C11 y C15, CH,); 25,7 (C21, CHs); 22,4 (C7, CH,); 17,7 (C18, CH3) y 16,2 a 16,0 (C19y
C20, CH3). EMAR: Masa calculada para C,1H3,0, (M+H") = 315,23186; encontrada 315,23180.
IR (film): Lmax (cm™) = 3425 (O-H); 2962 (=CH-); 2931 (-CH,-); 1645 (-C=C-); 1483 (-C=C-
aromaticos).

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 6,93 ppm (d, 1H, *Jus.ue= 8,2 Hz, C5-H); 6,35 (s, 1H, C2-H); 6,33 (d,
1H, C6-H); 5,30 (t, 1H, *Jug.u7= 7,4 Hz, C8—H); 5,09 (m, 2H, C12—H y C16—H); 3,29 (d, 2H, /7.
ws= 7,2 Hz, C7-H); 2,20 a 1,90 (m, 8H, C10-H, C11-H, C14-H y C15-H); 1,77 (s, 3H, C21-H);
1,67 (s, 3H, C18-H) y 1,59 (s, 6H, C19-H y C20-H). RMN de **C (CDCl3): 8 = 155,4 y 153,3 ppm
(C1 y C3, aromatico cuaternario); 137,9 (C9, olefinico cuaternario); 135,4 (C13, olefinico
cuaternario); 131,3 (C17, olefinico cuaternario); 130,3 (C5, CH aromatico); 124,4 (C16, CH
olefinico); 123,8 (C12, CH olefinico); 122,4 (C8, CH olefinico); 122,2 (C4, aromadtico
cuaternario); 107,4 (C6, CH aromatico); 103,2 (C2, CH aromatico); 39,7 (C10 y C14, CH,); 28,8
(C7, CH,); 26,7 a 26,4 (C11 y C15, CH,); 25,7 (C21, CHs); 17,7 (C18, CHs) y 16,2 a 16,0 (C19 y
C20, CH3). EMAR: Masa calculada para Cy;H310, (M+H") = 315,23186; encontrada 315,23184.
IR (film): Lmax (cm™) = 3451 (0-H); 2961 (=CH-); 2932 (-CH,-); 1647 (-C=C-).

19 200 21 21 20 19

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,82 ppm (d, 1H, *Jus.ue= 8,1 Hz, C5-H); 6,35 (d, 1H, *Jue.ns= 8,2 Hz,
C6-H); 5,40 (s, 2H, OH); 5,30 (m, 2H, C8—H y C8'—H); 5,09 (m, 4H, C12—H, C16-H, C12'—-H y
C16'-H); 3,43 y 3,28 (d, 3Ju7.ns= 7,1 Hz, C7-H y C7°-H); 2,18 a 1,93 (m, 16H, CH, de cadena
isoprénica); 1,82 y 1,77 (s, 6H, C21-H y C21'-H*); 1,67 (s, 6H, C18-H y C18-H) y 1,60 (s,
12H, C19-H, C20-H, C19°—H y C20"—H). RMN de **C (CDCl3): & = 153,7 y 153,4 ppm (C1y C3,
aromatico cuaternario intercambiables); 140,1 a 138,2 (C9 y C9’, olefinico cuaternario int.);
135,5 y 135,2 (C13 y C13’, olefinico cuaternario int.); 131,8 y 131,3 (C17 y C17’, olefinico
cuaternario); 127,4 (C5, CH aromatico); 124,6 y 124,4 (C16 y C16’, CH olefinico int.); 123,9 y
123,7 (C12 y C12’, CH olefinico); 122,3 y 121,0 (C8 y C8’, CH olefinico); 119,0 (C2, aromatico
cuaternario); 114,0 (C4, aromatico cuaternario); 107,6 (C6, CH aromatico); 39,7 a 39,6 (C10,
C14, C10°y C14’, CH, int.); 29,6 (C7, CH,); 26,7 a 26,3 (C11, C15, C11'y C15', CH,); 25,7 (C18 y
C18’, CHs); 22,6 (C7°, CH,); 17,7 (C21 y C21°, CH3); 16,5 a 16,0 (C19, C20, C19" y C20’, CHs).
EMAR: Masa calculada para CssHssO.Na (M+Na®) = 541,40160; encontrada 541,40148. IR

Pagina 236




%

CAPITULO 9: MATERIALES Y METODOS

(film): Lmax (cm™) = 3384 (O-H); 2965 (=CH-); 2932 (-CH,-); 1645 (-C=C-); 1487 (-C=C-
aromaticos).

9.12.25 Sintesis de (E)-4-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il) bencene-1,2,3-triol
(FI-39) y de 4,6-bis((E)-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il) benceno-1,2,3-triol
(FI-41).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvio el pirogalol (100 mg; 0,80 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (30 pL, 0,24 mmoles) y posteriormente
geraniol (121 mg; 0,80 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacién se aislaron 3 productos con una masa total de 55 mg, siendo aceites amarillos
con un rendimiento conjunto del 25%, en relacion FI-39/FI-41 de 1:1,8.

RMN de H (CDCls): & = 6,53 ppm (d, 1H, *Jus.ne= 8,3 Hz, C5—H); 6,43 ppm (d, 1H, *Jue.us= 8,3
Hz, C6-H); 5,31 (t, 1H, *Jus.-= 7,4 Hz, C8—H); 5,07 (m, 1H, C12-H); 3,30 (d, 2H, 3Ju7.ne= 7,1 Hz,
C7-H); 2,16 a 1,94 (m, 4H, C10-H y C11-H); 1,76 (s, 3H, C16—H); 1,67 (s, 3H, C14—H) y 1,59 (s,
3H, C15-H). RMN de *3C (CDCl5): & = 142,5 y 142,3 ppm (C1 y C3, arométicos cuaternarios
int.); 138,5 (C9, olefinico cuaternario); 132,1 (C13, olefinico cuaternario); 132,1 (C2,
aromatico cuaternario); 123,8 (C12. CH olefinico); 122,1 (C8, CH olefinico); 120,2 (C5, CH
aromatico); 119,5 (C4, aromatico cuaternario); 107,4 (C6, CH aromatico); 39,7 (C10, CH,);
29,5 (C7, CH,); 26,3 (C11, CH,); 25,7 (C16, CHs); 17,7 (C14, CH3) y 16,1 (C15, CHs). EMAR:
Masa calculada para Ci6H»,03Na (M+Na®) = 285,14612; encontrada 285,14615. IR (film): Lmax
(cm™) = 3442 (0-H); 2967 (=CH-); 2924 (-CH,-); 1666 (-C=C-); 1444 (-C=C- aromaticos).

EMAR:

RMN de H (CDCl3): & =6,40 (s, 1H, C5—H); 5,31 (t, 2H, *Jug= 7,5 Hz, C8—H); 5,08 (m, 2H,
C12-H); 3,29 (d, 4H, *Ju7.us= 7,1 Hz, C7-H); 2,18 a 1,94 (m, 8H, C10-H y C11-H); 1,75 (s, 6H,
C16-H); 1,68 (s, 6H, C14-H) y 1,60 (s, 6H, C15—H). RMN de **C (CDCl5): & = 140,5 ppm (C1y
C3, aromaticos cuaternarios); 134,6 (C9, olefinico cuaternario); 131,9 (C13, olefinico
cuaternario); 124,2 (C2, aromatico cuaternario); 124,0 (C12. CH olefinico); 122,5 (C8, CH
olefinico); 120,4 (C5, CH aromatico); 119,2 (C4 y C6, aromatico cuaternario); 39,7 (C10, CH,);
29,1 (C7, CH,); 26,5 (C11, CH,); 25,7 (C16, CH3); 17,7 (C14, CH3) y 16,1 (C15, CHs). EMAR:
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Masa calculada para CygH3gOsNa (M+Na*) = 421,27132; encontrada 421,27144. IR (film): Umax
(cm™) = 3456 (0-H); 2967 (=CH-); 2924 (-CH,-); 1646 (-C=C-); 1444 (-C=C- aromaticos).

9.12.26 Sintesis de 4-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)
benceno-1,2,3-triol (FI-40) y de 4,6-bis((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-
2,6,10-trien-1-il)benceno-1,2,3-triol (FI-42).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvio el pirogalol (100 mg; 0,80 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3;.Et;0 (30 pL, 0,24 mmoles) y posteriormente
farnesol (176 mg; 0,80 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccion y luego de la
purificacién se aislaron 3 productos con una masa total de 80 mg, siendo aceites amarillos
con un rendimiento conjunto del 29%, en relacion FI-40/FI-42 de 1:1,6.

RMN de H (CDCl3): & = 6,53 ppm (d, 1H, *Jus.ne= 8,3 Hz, C5—H); 6,43 ppm (d, 1H, *Jue.us= 8,3
Hz, C6-H); 5,32 (t, 1H, >Jugs= 7,7 Hz, C8=H); 5,09 (m, 2H, C12—H y C16—H); 3,30 (d, 2H, /.
ns= 7,2 Hz, C7-H); 2,20 a 1,90 (m, 8H, C10-H, C11-H, C14-H y C15-H); 1,77 (s, 3H, C21-H);
1,68 (s, 3H, C18-H) y 1,59 (s, 6H, C19—-H y C20-H). RMN de **C (CDCl3): 8 = 142,7 y 142,4 ppm
(C1 y C3, aromaticos cuaternarios int.); 138,2 (C9, olefinico cuaternario); 135,4 (C13,
olefinico cuaternario); 132,1 (C2, aromatico cuaternario); 131,6 (C17, olefinico cuaternario);
123,6 (C12. CH olefinico); 122,1 (C8, CH olefinico); 120,2 (C5, CH aromatico); 119,8 (C4,
aromatico cuaternario); 107,4 (C6, CH aromatico); 39,7 (C10, CH,); 29,3 (C7, CH,); 26,4 (C1ly
C15, CH,); 25,7 (C21, CHs); 17,7 (C18, CHs) v 16,1 a 16,0 (C19 y C20, CH;). EMAR: Masa
calculada para C;:H3003Na (M+Na*) = 353,20872; encontrada 353,20871. IR (film): Umax (cm
1) = 3442 (0O-H); 2967 (=CH-); 2922 (-CH,-); 1645 (-C=C-); 1454 (-C=C- aromaticos).

18 20 21 21 20 19

RMN de 'H (CDCls): & =6,39 (s, 1H, C5-H); 5,31 (t, 2H, *Jug.u7= 7,5 Hz, C8—H); 5,09 (m, 4H,
C12-Hy C16-H); 3,28 (d, 4H, *Jy7.us= 7,4 Hz, C7-H); 2,15 a 1,92 (m, 16H, C10-H, C11-H, C14—
Hy C15-H); 1,76 (s, 6H, C21-H); 1,67 (s, 6H, C18—H) y 1,59 (s, 12H, C19-H y C20—H). RMN de
3¢ (CDCl3): & = 140,7 ppm (C1 y C3, aromaticos cuaternarios); 137,9 (C9, olefinico
cuaternario); 135,4 (C13, olefinico cuaternario); 131,3 (C17, olefinico cuaternario); 124,4
(C16, CH olefinico); 124,3 (C2, aromatico cuaternario); 123,8 (C12, CH olefinico); 122,4 (C8,
CH olefinico); 120,5 (C5, CH aromatico); 119,0 (C4 y C6, aromatico cuaternario); 39,7 (C10 y
C14, CH,); 28,8 (C7, CH,); 26,7 a 26,4 (C11y C15, CH,); 25,7 (C21, CHs); 17,7 (C18, CH3) y 16,1
(C19 y C20, CH3). EMAR: Masa calculada para CsgHss03Na (M+Na*) = 557,39652; encontrada
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557,39657. IR (film): Umax (cm™) = 3439 (O-H); 2966 (=CH-); 2922 (-CH,-); 1643 (-C=C-); 1454
(-C=C- aromaticos).

9.12.27 Sintesis de (E)-4-(tert-butil)-3-(3,7-dimetylocta-2,6-dien-1-il)
benceno-1,2-diol (FI-43), de (E)-5-(tert-butil)-3-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-
1-il) benceno-1,2-diol (FI-45) y 4-(tert-butyl)-3,6-bis((E)-3,7-dimetilocta-
2,6-dien-1-il) benceno-1,2-diol (FI-47)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacidn, se
disolvio el t-butilcatecol (100 mg; 0,60 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (22 pL, 0,18 mmoles) y
posteriormente geraniol (93 mg; 0,60 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccion y luego de la purificacion se aislaron 3 productos con una masa total de 69 mg,
siendo aceites amarillos con un rendimiento conjunto del 36%, en relacion FI-43/FI-45/F|-47
de 1: 2,1: 4,5.

RMN de *H (CDCl3): & = = 6,51 ppm (d, 1H, *Js.16= 8,3 Hz, C5—H); 6,45 ppm (d, 1H, *Jye.s= 8,3
Hz, C6-H); 5,31 (t, 1H, *u1211= 7,0 Hz, C12—H); 5,06 (m, 3H, C16—H y OH); 3,32 (d, 2H, /11
2= 6,6 Hz, C11-H); 2,16 a 1,93 (m, 4H, C14-H y C15-H); 1,77 (s, 3H, C20-H); 1,67 (s, 3H,
C18-H), 1,59 (s, 3H, C19-H) y 1,22 (s, 9H, C8—H a C10-H). RMN de **c (CDCl;): & = 144,1;
143,9 y 139,6 ppm (C1l, C2 y C4, aromatico cuaternario int.); 138,6 (C13, olefinico
cuaternario); 132,2 (C17, olefinico cuaternario); 124,3 (C3, aromatico cuaternario); 123,8
(C16, CH olefinico); 122,8 (C12, CH olefinico); 123,1 (C3, aromatico cuaternario); 118,2 (C5,
CH aromatico); 110,7 (C6, CH aromatico); 39,7 (C14, CH,); 34,2 (C7, alifatico cuaternario);
31,5 (C8 a C10, CH3); 30,4 (C11, CH,); 26,4 (C15, CH,); 25,7 (C20, CHs); 17,7 (C18, CH3) y 16,1
(C19, CH;). EMAR: Masa calculada para CisHzs0, (M+H') = 471,29446; encontrada
471,29451. IR (film): Umax (cm™) = 3520 (O-H); 2965 (=CH-); 2926 (-CH,-); 1650 (-C=C-); 1485
y 1454 (-C=C- aromaticos).

RMN de 'H (CDCl3): & = 6,89 ppm (s, 1H, C4—H); 6,68 (s, 1H, C6-H); 5,65 (s, 2H, OH); 5,23 (t,
1H, *Jy12-n11= 6,6 Hz, C12—H); 5,10 (t, 1H, *Ju1enis= 6,1 Hz, C16-H); 3,47 (d, 2H, *Jn11.112= 6,7
Hz, C11-H); 2,16 a 1,98 (m, 4H, C14-H y C15-H); 1,72 (s, 3H, C20-H); 1,68 (s, 3H, C18-H);
1,60 (s, 3H, C19-H) y 1,36 (s, 9H, C8—H a C10-H). RMN de “3C (CDCl5): & = 144,5 y 143,2 ppm
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(C1y C2, aromatico cuaternario int.); 141,2 (C5, aromatico cuaternario); 140,5 (C13, olefinico
cuaternario); 135,1 (C17, olefinico cuaternario); 131,4 (C3, aromatico cuaternario); 125,0
(C16, CH olefinico); 124,3 (C12, CH olefinico); 118,5 (C5, aromatico cuaternario); 114,8 (C4,
aromatico cuaternario); 39,7 (C14, CH,); 35,1 (C7, alifatico cuaternario); 32,3 (C11, CH,); 31,7
(C10, CHs); 26,7 (C15, CH,); 25,7 (C20, CHs); 17,7 (C18, CHs) y 16,3 (C19, CH3). EMAR: Masa
calculada para CyoH300,Na (M+Na®) = 325,21380; encontrada 325,21365. IR (film): Umax (cm
1) = 3442 (0O-H); 2965 (=CH-); 2926 (-CH,-); 1446 (-C=C- aromaticos).

RMN de *H (CDCl5): 8 = 6,91 ppm (s, 1H, C5-H); 5,38 (m, 2H, C12—H y C22-H); 5,04 (m, 4H,
C16-Hy C26-H y OH); 3,51 (d, 2H, *Juu= 6,2 Hz, C11-H*) y 3,33 (d, 2H, *Jyu= 6,4 Hz, C21-H*);
2,18 a 1,93 (m, 8H, CH;); 1,78 (s, 6H, C20—H y C30-H); 1,68 (s, 6H, C18—H y C28-H); 1,60 (s,
6H, C19-H vy, C29-H) y 1,37 (s, 9H, C8—H a C10-H). RMN de *3C (CDCl3): & = 141,7; 140,9 y
140,4 ppm (C1, C2 y C4 aromadtico cuaternario int.); 138,1 (C13 y C23, olefinico cuaternario);
134,7 (C17 y C27, olefinico cuaternario); 131,3 (C3, aromatico cuaternario); 125,6 (C6,
aromatico cuaternario) 124,2 (C16 y C26, CH olefinico); 123,8 (C12 y C22, CH olefinico);
111,5 (C5, CH aromatico); 39,5 (C14 y C24, CH,); 35,5 (C7, alifatico cuaternario); 32,2 (C8 a
C10, CHs); 31,9 y 31,5 (C11 y C21, CH,); 26,5 (C15 y C25, CH,); 25,7 (C20 y C30, CH3); 17,7
(C19 y C29, CHs3) y 16,1 (C18 y C28, CHs). EMAR: Masa calculada para CgoHs70, (M+H") =
439,35706; encontrada 439,35691. IR (film): L. (cm™) = 3439 (O-H); 2965 (=CH-); 2914 (-
CH»-); 1606 (-C=C-); 1485 (-C=C- aromaticos).

9.12.28 Sintesis de 4-(tert-butil)-3-((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trien-1-i1) bencene-1,2-diol (FI-44), de 5-(tert-butil)-3-((2E,6E)-3,7,11-
trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il) benceno-1,2-diol (FI-43) y 4-(tert-butil)-
3,6-bis((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)benceno-1,2-diol
(FI-45).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de alquilacién, se
disolvié el t-butilcatecol (100 mg; 0,60 mmoles) en tolueno anhidro (10 mL). En un segundo
paso, sobre la solucién se adiciona lentamente BF3.Et,0 (22 pL, 0,18 mmoles) y
posteriormente farnesol (133 mg; 0,60 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la
reaccidon y luego de la purificacion se aislaron 3 productos con una masa total de 79 mg,

siendo aceites amarillos con un rendimiento conjunto del 34%, en relacion FI-43/FI-45/F|-47
de1:2,4:6.
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RMN de *H (CDCl3): & = = 6,51 ppm (d, 1H, *Jus.ue= 8,3 Hz, C5—-H); 6,45 ppm (d, 1H, *Jye.s= 8,3
Hz, C6-H); 5,36 (t, 1H, *Ju1z11= 7,0 Hz, C12—H); 5,09 (m, 4H, C16—H, C20-H y OH); 3,36 (d,
2H, *Ju11.112= 7,1 Hz, C11-H); 2,20 a 1,90 (m, 8H, C14—H, C15-H, C18—H y C19-H); 1,78 (s, 3H,
C25-H); 1,67 (s, 3H, C22—H), 1,60 (s, 6H, C23—H y C24-H) y 1,26 (s, 9H, C8—H a C10-H). RMN
de Bc (CDCl3): 6 =143,8; 143,6 y 139,7 ppm (C1, C2 y C4, aromatico cuaternario int.); 138,2
(C13, olefinico cuaternario); 135,6 (C17, olefinico cuaternario); 131,3 (C21, olefinico
cuaternario); 124,3 (C20, CH olefinico); 123,7 (C16, CH olefinico); 123,1 (C3, aromatico
cuaternario); 122,1 (C12, CH olefinico); 118,0 (C5, CH aromatico); 110,7 (C6, CH aromatico);
39,7 (C14 y C18, CH,); 34,2 (C7, alifatico cuaternario); 32,3 (C11, CH,); 31,5 (C8 a C10, CHs);
26,7 y 26,6 (C15 y C19, CH,); 25,7 (C25, CHs); 17,7 (C22, CH3) y 16,2 y 16,0 (C23 y C24, CH5).
EMAR: Masa calculada para CysH350, (M+H') = 471,29446; encontrada 471,29449. IR (film):
Umax (€M) = 3458 (0-H); 2962 (=CH-); 2926 (-CH,-); 1643 (-C=C-); 1487 (-C=C- aromaticos).

RMN de *H (CDCl3): & = 6,90 ppm (s, 1H, C4—H); 6,68 (s, 1H, C6-H); 5,24 (t, 1H, *J12411= 6,4
Hz, C12-H); 5,10 (m, 2H, C16—H y C20-H); 3,47 (d, 2H, *Ju11.u12= 6,7 Hz, C11-H); 2,17 a 1,93
(m, 8H, C14—H, C15—H, C18—H y C19-H); 1,72 (s, 3H, C20-H); 1,68 (s, 3H, C18—H); 1,60 (s, 3H,
C19-H) y 1,36 (s, 9H, C8—H a C10-H). RMN de **C (CDCl3): & = 141,4 y 140,9 ppm (C1 y C2,
aromatico cuaternario int.); 140,3 (C5, aromatico cuaternario); 135,0 (C13, olefinico
cuaternario); 132,9 (C17, olefinico cuaternario); 131,4 (C3, aromatico cuaternario); 125,0
(C20, CH olefinico); 124,4 (C16, CH olefinico); 124,1 (C12, CH olefinico); 118,5 (C5, aromatico
cuaternario); 113,8 (C4, aromatico cuaternario); 39,7 (C14, CH,); 35,1 (C7, alifatico
cuaternario); 32,3 (C11, CH,); 31,7 (C8 a C10, CHs); 26,7 y 26,6 (C15 y C19, CH,); 25,7 (C25,
CHs); 17,7 (C22, CH3) y 16,3 y 16,0 (C23 y C24, CH3). EMAR: Masa calculada para C;5H390;
(M+H") = 471,29446; encontrada 471,29455. IR (film): Lmax (cm™) = 3439 (0-H); 2963 (=CH-);
2912 (-CH;-); 1626 (-C=C-); 1479 (-C=C- aromaticos).
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RMN de *H (CDCl3): 6 = 6,89 ppm (s, 1 protén, C5-H); 5,38 (m, 2H, C12—H y C27—-H); 5,08 (m,
6H, CH olefinicos y OH); 3,50 (d, 2H, >Juu= 6,2 Hz, C11-H*) y 3,33 (d, 2H, 3/yu= 6,4 Hz, C26-
H*); 2,20 a 1,85 (m, 16H, CH,); 1,80 y 1,78 (s, 6H, C25—H y C40-H); 1,68 y 1,66 (s, 6H, C22—H
y C37-H); 1,62 a 1,58 (s, 12H, C23—-H, C24—-H, C38-H y C39-H) y 1,36 (s, 9H, C8—H a C10-H).
RMN de c (CDCl3): 0 = 142,4 y 140,4 ppm (C1, C2 y C4 aromatico cuaternario int.); 135,0
(C13 y C28, olefinico cuaternario); 133,9 (C17 y C32, olefinico cuaternario); 131,8 (C3,
aromatico cuaternario); 131,3 (C21 y C36, olefinico cuaternario); 125,6 (C6, aromatico
cuaternario) 124,6 a 120,5 (CH olefinicos); 111,5 (C5, CH aromatico); 43,3 a 39,4 (C14, C18,
C29 y C30, CH,); 35,5 (C7, alifatico cuaternario); 32,2 (C8 a C10, CHs); 29,4 (C11 y C26, CH,);
26,9 a 26,2 (C15, C19, C30 y C34, CH,); 25,7 (C25 y C40, CHs); 17,7 (C22 y C37, CH3) y 16,2 a
16,0 (C23, C24, C38 y C39, CH;). EMAR: Masa calculada para CsHg0,Na (M+Na®*) =
597,46420; encontrada 597,46390. IR (film): Umax (cm™) = 3458 (0-H); 2965 (=CH-); 2926 (-
CH»-); 1644 (-C=C-); 1454 (-C=C- aromaticos).

9.12.29 Sintesis de 2-((2E,6E,10E)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10,14-
tetraen-1-il) naftaleno-1,4-dione (DMK-4).

Se disuelve un equivalente de 2-geranilgeranil-4-metoxifenol (50 mg, 0,12 mmoles) en
acetonitrilo y se lleva la solucién a 02C. Se adiciona lentamente una solucién de 3,25
equivalentes de nitrato cérico amodnico (66 mg, 0,39 mmoles) preparada en una mezcla de
solventes de acetonitrilo: agua (proporcién 1:1). Se deja reaccionar hasta completarse (15
minutos). Se agrega agua sobre la reaccion para darle fin y se extrae el producto de interés
con el agregado de DCM (3 extraccione). Se secan los extractos organicos combinados con
Na,SO4 anhidro y se retira el solvente con presién reducida en el evaporador rotatorio,
seguido de bomba de vacio.

Se purifica el compuesto de interés por cromatografia en columna de silica gel,

corrida en gradiente creciente de polaridad por medio de mezclas de solventes de elucién
hexano y AcOEt. El compuesto presenta las caracteristicas de un liquido amarillo fuerte y se
purifican 44 mg con un 88% de rendimiento.

RMN de H (CDCl3): & = 8,08 (m, 2H, Ar7—H y Ar8—H); 7,72 (m, 2H, Ar6—H y Ar9—H); 6,76 (s,
1H, Ar3—H); 5,23 (t, 1H, 31H12_H11=7,2 Hz, C12-H); 5,10 (m, 3H, C16—H, C20-H y C24—-H); 3,29
(d, 2H, 3JH11_H12=7,2 Hz, C11-H); 2,04 (m, 12H, C14-H, C15-H, C18-H, C19-H, C22-H y C23-
H); 1,67 (s, 6H, C26—H y C30-H); 1,61 (s, 6H, C28—H y C29-H) y 1,57 (s, 3H, C30-H). RMN de
3¢ (CDCl3): & = 185,3 (C1 y C4, aromaticos cuaternarios); 150,8 (C2, aromdtico cuaternario);
134,9 (C3, CH aromatico); 135,5 a 134,9 (C13, C17 y C21, olefinico cuaternario); 133,2 a
126,1 (C5 a C10, aromaticos); 124,4 a 124,2 (C16, C20 y C24, CH olefinico); 118,0 (C12, CH
olefinico); 39,7 (C14, C18 y C22, CH,); 27,9 (C11, CH,); 26,7 a 26,5 (C15, C19 y C23, CH,); 25,7
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(C26, CHs); 16,2 a 16,0 (C27 a C30, CHs). EMAR: Masa calculada para C3oH300, (M+Na') =
431,29446; encontrada 431,29445.

9.12.30 Sintesis de (E)-2-metil-3-(3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-il)
naftaleno-1,4-diol (DMK-4).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de FOI en condiciones de ciclacidn, se disolvid
el p-metoxifenol (40 mg; 0,32 mmoles) en tolueno anhidro (4 mL). En un segundo paso,
sobre la solucion se adiciona lentamente BF3.Et;0 (12 pL, 0,10 mmoles) y posteriormente
geraniol (50 mg; 0,32 mmoles). A las 12 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la
purificacion se aislaron 61 mg de un aceite naranja con un rendimiento del 61%.

30 29 28 27

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,08 (m, 2H, Ar7-H y Ar8—H); 7,68 (m, 2H, Ar6—H y Ar9—H); 5,00 (m,
1H, C12-H); 3,37 (d, 2H, *Ju11.n12=7,2 Hz, C11-H); 2,19 (s, 3H, C31-H); 1,98 (m, 2H, C14—H);
1,50 a 1,00 (m, 18H, C15-H a C25-H); 1,56 (s, 6H, C30) y 0,85 (m, 12H, C26—H a C29-H).
RMN de *3C (CDCl;): & = 185,5 (C1 y C4, aromaticos cuaternarios); 146,2 (C2, aromatico
cuaternario); 143,3 (C3, aromiiatico cuaternario); 137,9 (C13, olefinico cuaternario); 133,2 a
126,1 (C5 a C10, aromaticos); 119,3 (C12, CH olefinico); 118,0 (C12, CH olefinico); 39,3 (C14,
C18y C22, CH,); 28,0 (C11, CH,); 37,3a 19,6 (C15a C30) y 12,7 (C31, CHs).

9.13 Método general para la preparacion de cloruros de isoprenilos

Se disuelve 1,4 equivalentes de N-cloro succinimida en DCM (5 mL/mmol) y se enfria la
solucién a -302C. Se agrega el DMS (1,5 equivalentes) gota a gota. Se lleva la solucién a 02C
en bano de hielo por 5 minutos y luego se enfria a -402C. Se agrega lentamente el alcohol
isoprenilico (1 equivalente, disuelto en un volumen minimo de DCM). La suspension se lleva
a 0°C y se deja agitando bajo agitacidon y en atmdsfera inerte por 2 horas, luego se deja a
temperatura ambiente hasta que se complete la reaccién. Una vez finalizada la reaccién se
agrega una solucién saturada de NaCl y se extrae con hexano (3 extracciones). Debido a la
inestabilidad intrinseca del producto no se realiza separacién cromatografica y debe ser
utilizado rdpidamente en un siguiente paso de reaccién.

9.14 Método general para la preparacion de compuestos S-alquilados del

acido tiosalicilico.

Se disuelve 1 equivalente &cido tiosalicilico en acetona anhidra bajo agitacion
constante y en atmdsfera inerte. Se adiciona 1 equivalente de carbonato de guanidinio y, a
continuacion, 1 equivalente del compuesto organobromado. Se lleva la mezcla de reaccién a
temperatura de reflujo de la acetona durante 8 horas. Para finalizar la reaccién, se afiade
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una solucion de HCI 1M, prosiguiendo a extraer el compuesto de interés con éter etilico (3
extracciones). Se secan los extractos organicos combinados con Na,SO4 anhidro y se retira el
solvente con presidn reducida en el evaporador rotatorio, seguido de bomba de vacio.

Se purifica el compuesto de interés por cromatografia en columna de silica gel, corrida
en gradiente creciente de polaridad por medio de mezclas de solventes de elucién hexano y
AcOEt

9.14.1 Sintesis del acido 2-(prop-2-iniltio) benzoico (Compuesto 1).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (600 mg, 3,9 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (355 mg, 3,9 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de
propargilo (500 mg, 3,9 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccidn y luego de la etapa de
purificacion se obtiene 490 mg de un sélido amarillo claro con un 70% de rendimiento.

Y ST

RMN de 'H (CDCL3): & = 8,14 ppm (d, 1H, *Jup3=7,2 Hz, Ar2—H); 7,55 (dt, 1H, *Juans=7,2 Hz y
*Juan2= 0,7 Hz, Ard—H); 7,50 (d, 1H, *Jus.na= 7,5 Hz, Ar5—H); 7,26 (m, 1H, Ar3—H); 3,68 (d, 2H,
Yusn10= 2,6 Hz, C8—H) vy 2,24 (t, 1H, “Jy10.us= 2,6 Hz, C10-H). RMN de **C (CDCl5): & = 171,7
ppm (C7, carbonilo); 142,8 (C6, aromatico cuaternario); 133,4 (C4, CH aromatico); 132,4 (C2,
CH aromatico); 126,7 (C1, aromatico cuaternario); 126,7 (C5, CH aromatico); 124,5 (C3, CH
aromatico); 83,6 (C9, alquino cuaternario); 71,7 (C10, CH alquino) y 31,4 (C8, S—CH,). EMAR:
Masa calculada para C10HgO,SNa (M+Na®) = 215,01372; encontrada 215,01355. IR (KBr): Umax
(cm™) = 3505 (0-H); 3282 (-C=H); 1712 (C=0); 1484 (C=C aromatico).

10

9.14.2 Sintesis del acido 2-(octiltio) benzoico (Compuesto 2).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de octilo (63
mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccién y luego de la etapa de purificacién
se obtiene 86 mg de un solido amarillo claro con un 83% de rendimiento.

(@]
2
° {7 OH
6 8 10 12 14
4 S/\/\/\/\
5 9 1 13 15

RMN de 'H (CDCls): & = 8,12 ppm (dd, 1H, *Jup-u3=7,2 Hz v “Jup-ma= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,48 (dt,
1H, *Jans=7,2 Hz ¥ *Jpano= 0,7 Hz, Ard—H); 7,36 (d, 1H, *Jus.a= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,21 (t, 1H, *J
H3-H4= 7,7 HZ, Ar3—H), 2,92 (t, 2H, 3J|-|8_|-|9= 7,5 HZ, CS—H), 1,72 (q, 2H, 3-’H9—H10: 7,5 HZ, C9—H),
1,47 (m, 10H, C9-H a C14-H) y 0,88 (t, 3H, *J=6,7 Hz, metilo, C15-H). RMN de **C (CDCl5): & =
169,6 ppm (C7, carbonilo); 142,2 (C6, aromdtico cuaternario); 136,3 (C1, aromadtico
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cuaternario); 133,0 (C4, CH aromatico); 132,6 (C2, CH aromatico); 126,7 (C5, CH aromatico);
124,3 (C3, CH aromético); 32,8 (C8, S—CH,); 31,8 (C13, CH,); 29,2 (C9 a 12, CH,); 22,6 (C14,
CH,) y 14,1 (C15, CHs). EMAR: Masa calculada para CisH»,0,SNa (M+Na®) = 289,12327;
encontrada 289,12335. IR (KBr): Umax (cm™) = 3442 (0-H); 2924 (-C-H); 1697 (C=0); 1456 (C=C
aromatico).

9.14.3 Sintesis del acido 2-((3-etoxi-3-oxopropil)tio) benzoico (Compuesto 3).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el etil-3-bromo
propionato (60 mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccién y luego de la etapa
de purificacién se obtiene 77 mg de un sélido amarillo claro con un 78% de rendimiento.

O
2

3 7OHO

/\)HO\O/\

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,13 ppm (dd, 1H, *Ji2.13,=7,2 Hz Y “Jupia= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,52 (dt,
1H, *Jpans=7,2 Hz, “Juano= 0,7 Hz, Ard—H); 7,38 (d, 1H, *Jys.na= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,22 (t, 1H, *Jps.
H4= 7,7 HZ, Ar3—H); 4,18 (C, 2H, 3JH11-H12: 7,2 HZ, Cll—H), 3,24 (t, 2H, 3JH8-H9: 7,6 HZ, CS—H),
2,72 (t, 2H, *Jyens= 7,7 Hz, C9-H) y 1,28 (t, 2H, *Ju12.n11= 7,3 Hz, C12—H). RMN de “*C (CDCl5):
0 = 171,7 ppm (C10, carbonilo); 170,3 (C7, carbonilo); 141,3 (C6, aromatico cuaternario);
133,2 (C4, CH aromatico); 133,3 (C2, CH aromatico); 132,6 (C1, aromatico cuaternario); 126,7
(C5, CH aromético); 126,1 (C3, CH aromatico); 61,0 (C11, O—CH,); 33,3 (C8, CH,); 27,2 (C9,
CH,) y 14,2 (C12, CHs3). EMAR: Masa calculada para CioHis0.S (M+H') = 255,06856;
encontrada 255,06851. IR (KBr): Umax (cm™) = 3134 (O-H); 2952 (-C-H); 1732, 1715 y 1697
(C=0); 1444 (C=C aromatico).

9.14.4 Sintesis del acido (E)-2-((3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-il)tio)

benzoico (Compuesto 4).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (51 mg, 0,33 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (37 mg, 0,42 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el cloruro de fitol (100
mg, 0,30 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccion y luego de la etapa de purificacion
se obtiene 120 mg de un sdlido amarillo claro con un 85% de rendimiento.

3 27 26 25 24

6 8 10 12 14 16 18 20 22
S 23

5 9 11 13 15 17 19 21
RMN de 'H (CDCl5): & = 8,13 ppm (dd, 1H, *Jup-43=7,2 Hz ¥ *Ji2.na= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,48 (t, 1H,
*Juans=7,2 Hz, Ard—H); 7,36 (d, 1H, *Jus.ua= 7,9 Hz, Ar5—H); 7,20 (t, 1H, *Jus.ua= 7,5 Hz, Ar3—H);
5,32 (t; 1H, *Jpo.us= 7,6 Hz, olefinico, C9—H); 3,59 (d, 2H, *Jus.ne= 7,4 Hz, C8—H); 2,01 (m, 2H,
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C11-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C27—H); 1,59 a 0,99 (m, 19H, metilenos C12—H a C22—-H) y 0,85 (t,
12H, 3J= 6,7 Hz, metilo, C23-H a C26—H). RMN de **C (CDCl5): & = 170,4 ppm (C7, carbonilo);
142,0 (C10, olefinico cuaternario); 141,9 (C6, aromadtico cuaternario); 133,0 (C4, CH
aromatico); 132,6 (C2, CH aromatico); 132,6 (C1, aromatico cuaternario); 127,2 (C5, CH
aromatico); 126,9 (C3, CH aromatico); 124,4 (C9, CH olefinico); 117,7 (C9, CH olefinico); 39,3
(C11, CH,); 39,4 (C21, CH,); 37,4 a 36,6 (C13, C15, C17, C19y C21, CH,); 32,8 (C18, CH); 32,7
(C14, CH); 31,3 (C8, CH,); 28,0 (C22, CH); 25,1 a 24,5 (C12, C16 y C20, CH,); 22,7 y 22,6 (C23 y
C24, metilos, CHs); 19,7 (C25 y C26, metilos, CHs) y 16,2 (C27, metilo, CHs). EMAR: Masa
calculada para Cy7H440,SNa (M+Na®) = 455,29542; encontrada 455,29543. IR (KBr): Umax (cm
1) = 3550 (0-H); 2953 (=CH-); 2926 (-C-H); 1681 (C=0); 1462 (C=C aromatico).

9.14.5 Sintesis del acido (E)-2-((3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)tio) benzoico
(Compuesto 5).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (97 mg, 0,63 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (67 mg, 0,63 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el cloruro de geranilo
(100 mg, 0,58 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccién y luego de la etapa de
purificacion se obtiene 160 mg de un sélido amarillo claro con un 88% de rendimiento.

3 17 16

RMN de 'H (CDCls): & = 8,13 ppm (dd, 1H, *Juo-u3=7,2 Hz y “Jup-ma= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,48 (dt,
1H, *Juans=7,2 Hz ¥ “Jpano= 0,7 Hz, Ard—H); 7,35 (d, 1H, *Jus.a= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,20 (t, 1H,
*Jusna= 7,7 Hz, Ar3—H); 5,34 (t; 1H, *Juens= 7,5 Hz, olefinico, C9-H); 5,07 (m, 1H, olefinico;
C13-H); 3,59 (d, 2H, *Jug.ne= 7,6 Hz, C8—H); 2,06 (m, 4H, C11-H y C12—H); 1,70 (s, 3H, metilo,
C17-H); 1,67 (s, 3H, metilo, C16-H) y 1,60 (s, 3H, metilo, C15-H). RMN de *3C (CDCl,): & =
170,5 ppm (C7, carbonilo); 142,6 (C10, olefinico cuaternario); 141,4 (C6, aromatico
cuaternario); 133,2 (C4, CH aromatico); 133,3 (C2, CH aromatico); 132,6 (C1, aromatico
cuaternario); 131,8 (C14, olefinico cuaternario); 126,7 (C5, CH aromatico); 126,1 (C3, CH
aromatico); 124,4 (C9, CH olefinico); 117,7 (C9, CH olefinico); 39,3 (C11, CH,); 31,2 (C8, CH,);
26,4 (C12, CH,); 25,7 (C15, CHs); 17,7 (C16, CHs)y 16,3 (C17, CHs). EMAR: Masa calculada
para C17H»,0,SNa (M+Na®) = 313,12327; encontrada 313,12332. IR (KBr): Umax (cm'l) = 3350
(0-H); 2972 (=CH-); 2912 (-C-H); 1691 (C=0); 1462 (C=C aromético).

9.14.6 Sintesis del acido 2-(cinamiltio) benzoico (Compuesto 6).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de cinamilo
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(63 mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccidon y luego de la etapa de
purificacion se obtiene 71 mg de un sélido amarillo claro con un 68% de rendimiento.

12 14
13

RMN de 'H (CDCl5): 8 = 8,14 ppm (dd, 1H, *Jup-13=7,5 Hz Y “Jo.a= 0,9 Hz, Ar2—H); 7,48 a 7,28
(m, 8H, protones aromaticos); 7,22 (t, 1H, 3 Juz-na= 7,9 Hz, Ar3—H); 6,67 (d, 1H, 3 Jutrans= 15,8
Hz, C10-H); 6,34 (dt, 1H, *Juutrans=15,8 Hz y *Jue.ng= 6,7 Hz, C9—H) vy 3,60 (dd, 2H, *Jug.110= 6,7
Hz v *Jug10=1,3 Hz, C8-H). RMN de **C (CDCls): & = 170,3 (C7, carbonilo); 139,3 (C6,
aromatico cuaternario); 135,6 (C11, aromatico cuaternario); 133,3 (C4, CH aromatico); 132,6
(C2, CH aromadtico); 131,0 (C1, aromatico cuaternario); 128,8 (C13 y C15, CH aromatico);
126,8 (C12 y C16, CH aromatico); 124,8 (C5, CH aromatico); 124,6 (C3, CH aromatico); 121,5
(C14, CH aromatico) y 31,5 (C8, S—CH,). EMAR: Masa calculada para CigH150,S (M+H") =
271,07873; encontrada 271,07877. IR (KBr): Umax (cm™) = 3562 (O-H); 2962 (=CH-); 2923 (-C-
H); 1645 (C=0); 1487 (C=C aromatico).

9.14.7 Sintesis del acido 2-((3-metilbut-2-en-1-il)tio)benzoico (Compuesto 7).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de prenilo
(49 mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccidon y luego de la etapa de
purificacién se obtiene 63 mg de un sélido amarillo claro con un 72% de rendimiento.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,14 ppm (dd, 1H, *Juo-n3=7,2 Hz Y “Jup-a= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,49 (dt,
1H, *Juans=7,2 Hz ¥ “Jpano= 0,7 Hz, Ard—H); 7,37 (d, 1H, *Jus.a= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,22 (t, 1H,
3 Juzna= 7,7 Hz, Ar3=H); 5,33 (t, 2H, *Juo.ns= 7,6 Hz, C9—H); 3,57 (d, 2H, *Jus.ne=7,6 Hz, C8—H);
1,74 (s, 3H, metilo, C11-H) y 1,67 (s, 3H, metilo, C12—H). RMN de **C (MeOD): & = 170,0 ppm
(C7, carbonilo); 143,2 (C6, aromatico cuaternario); 138,2 (C10, olefinico cuaternario); 133,2
(C4, CH aromatico); 132,3 (C2, CH aromatico); 129,9 (C1, aromatico cuaternario); 127,8 (C5,
CH aromatico); 125,0 (C3, CH aromatico); 119,8 (C9, CH olefinico); 31,5 (C8, S—CH,); 25,8
(C11, CHs) y 17,9 (C12, CH3). EMAR: Masa calculada para Cq,H150,S (M+H") = 223,07873;
encontrada 223,07859. IR (KBr): Lmax (cm™) = 3361 (O-H); 2953 (=CH-); 2926 (-C-H); 1672
(C=0); 1487 (C=C aromatico).

9.14.8 Sintesis del acido 2-(ciclohexiltio)benzoico (Compuesto 8).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (51 mg, 0,33 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (37 mg, 0,42 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de
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ciclohexilo (63 mg, 0,33 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccion y luego de la etapa
de purificacién se obtiene 65 mg de un sélido amarillo claro con un 87% de rendimiento.
7
2

s COOH
4 s N\

5 9 10 11

RMN de 'H (CDCls): 8 = 8,13 ppm (dd, 1H, */p-43=7,2 Hz, *Jipa= 1,0 Hz, Ar2—H); 7,48 (t, 1H,
*Juans=7,2 Hz, Ard—H); 7,35 (d, 1H, *Jus.a= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,19 (t, 1H, *Jy3.na= 7,5 Hz, Ar3—H);
2,78 (tt, 1H, C8-H) y 2,27 a 1,18 (m, 9H, C9—H a C13-H). RMN de “*C (CDCl5): & = 170,3 (C7,
carbonilo); 139,3 (C6, aromatico cuaternario); 133,3 (C4, CH aromatico); 132,6 (C2, CH
aromatico); 131,0 (C1, aromatico cuaternario); 124,8 (C5, CH aromatico); 124,6 (C3, CH
aromatico); 48,2 (C8, S—CH); 33,4 (C9 y C13, CH,); 25,1 (C10 y C12, CHyy 25,0 (C11, CH,).
EMAR: Masa calculada para Ci3H160.SNa (M+Na*) = 259,07632; encontrada 259,07641. IR
(KBr): Umax (cm™) = 3444 (0-H); 2925 (-C-H); 1675 (C=0).

9.14.9 Sintesis del acido 2-((3-fenilpropil)tio)benzoico (Compuesto 9).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el 3-bromo-1-
fenilpropeno (63 mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccién y luego de la etapa
de purificacidn se obtiene 80 mg de un sélido amarillo claro con un 75% de rendimiento.

2

16 14
15

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,12 ppm (d, 1H, *Jup-u3=7,8 Hz, Ar2—H); 7,44 (t, 1H, *Juans=7,2 Hz,
Ard—H); 7,33 a 7,16 (m, 7H, ArH aromaticos); 2,94 (t, 2H, 3 Jusno=7,4 Hz, C8-H); 2,82 (t, 2H,
3 Jurome=7,4 Hz, C10-H) y 2,07 (9, 2H, *Jug-10=7,3 Hz, C9—H). RMN de **C (CDCl5): & = 170,4
ppm (C7, carbonilo); 141,3 (C6, aromatico cuaternario); 140,3 (C11, aromatico cuaternario);
133,2 (C4, CH aromatico); 133,2 (C2, CH aromatico); 132,6 (C1, aromatico cuaternario); 128,6
(C13 y C15, CH aromatico); 128,4 (C12 y C16, CH aromatico); 126,7 (C5, CH aromatico); 126,3
(C14, CH aromatico); 126,0 (C3, CH aromatico); 36,4 (C10, CH,); 32,4 (C8, S—CH,); 31,7 (C9,
CH,). EMAR: Masa calculada para C16H160,SNa (M+Na®) = 295,07632; encontrada 295,07633.
IR (KBr): Umax (cm™) = 3385 (0-H); 2929 (-C-H); 1677 (C=0); 1483 (C=C aromdtico).

9.14.10 Sintesis del acido 2-(benciltio) benzoico (Compuesto 10).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de bencilo
(50 mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccidon y luego de la etapa de
purificacidon se obtiene 69 mg de un sélido amarillo claro con un 73% de rendimiento.
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RMN de 'H (CDCls): & = 8,12 ppm (dd, 1H, *Juo-43=7,2 Hz ¥ *Ji2-na= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,50 a 7,19
(m, 8H, ArH aromaticos) y 4,17 (s, 2H, CH,—Ar.). RMN de *3C (CDCl;): & = 170,3 (C7,
carbonilo); 141,3 (C6, aromatico cuaternario); 134,7 (C9, aromatico cuaternario); 133,2 (C4,
CH aromatico); 133,3 (C2, CH aromatico); 132,6 (C1, aromatico cuaternario); 129,1 (C12, CH
aromatico); 128,7 (C11 y C13, CH aromatico); 128,0 (C10 y C14, CH aromatico); 126,7 (C5, CH
aromatico); 126,1 (C3, CH aromadtico) y 40,0 (C8, CH,). EMAR: Masa calculada para Cy4H130,S
(M+H") = 245,06308; encontrada 245,06301. IR (KBr): Umax (cm™) = 3423 (O-H); 1681 (C=0);
1451 (C=C aromatico).

9.14.11 Sintesis del acido 2-(deciltio) benzoico (Compuesto 11).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvid el acido
tiosalicilico (50 mg, 0,39 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (29 mg, 0,39 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el bromuro de decilo (72
mg, 0,39 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccion y luego de la etapa de purificacion
se obtiene 92 mg de un sélido amarillo claro con un 81% de rendimiento.

3 77 OH
6 8 10 12 14 16
4 S/\/\/\/\/\
5 9 1 13 15 17

RMN de 'H (CDCls): 8 = 8,13 ppm (dd, 1H, */p-43=7,2 Hz, *Jupa= 1,1 Hz, Ar2—H); 7,48 (t, 1H,
*Juans=7,2 Hz, Ard—H); 7,35 (d, 1H, *Jus.a= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,19 (t, 1H, *Jy3.na= 7,5 Hz, Ar3—H);
2,93 (t, 2H, *Jug.o= 7,4 Hz, C8-H); 1,73 (q, 2H, *Juo.n10= 7,4 Hz, C9-H); 1,48 (m, 2H, C10-H);
1,38 a 1,21 (m, 12H, C11-H a C16—H) y 0,88 (t, 3H, J=6,7 Hz, metilo, C17-H). RMN de “3C
(CDCl3): 6 = 170,7 ppm (C7, carbonilo); 142,8 (C6, aromatico cuaternario); 133,1 (C4, CH
aromatico); 132,6 (C2, CH aromadtico); 126,5 (C1, aromatico cuaternario); 126,1 (C5, CH
aromatico); 124,0 (C3, CH aromatico); 32,4 (C8, S—CH,); 31,8 a 28,2 (C9 a 15, CH,); 22,6 (C16,
CH,) y 14,1 (C17, CH3). EMAR: Masa calculada para Ci7H,60,NaS (M+Na®) = 317,15457;
encontrada 317,15442. IR (KBr): Umax (cm™) = 3385 (O-H); 2929 (-C-H); 1677 (C=0); 1483 (C=C
aromatico).

9.14.12 Sintesis del acido 2-(((2E,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-il)

tio) benzoico (Compuesto 12)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (40 mg, 0,25 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (27 mg, 0,31 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el cloruro de farnesol
(50 mg, 0,22 mmoles). A las 8 horas se completa la reacciéon y luego de la etapa de
purificacion se obtiene 69 mg de un sdélido blanco con un 79% de rendimiento.
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RMN de 'H (CDCl5): 8 = 8,14 ppm (dd, 1H, *Jup-43=7,5 Hz Y “J2-na= 1,0 Hz, Ar2—H); 7,48 (t, 1H,
*Juans=7,2 Hz, Ard—H); 7,36 (d, 1H, *Jus.ia= 7,8 Hz, Ar5—H); 7,22 (t, 1H, *Jy3.na= 7,5 Hz, Ar3—H);
5,34 (t; 1H, >Jue.us= 7,6 Hz, olefinico, C9—H); 5,08 (m, 2H, C13—H y C17-H); 3,59 (d, 2H, *Jug.ne=
7,6 Hz, C8—H); 2,15 a 1,92 (m, 10H, C11-H); 1,68 (s, 6H, C19-H y C22-H)y 1,60 (s, 6H, C20-H
y C21-H). RMN de C (CDCl5): & = 170,0 ppm (C7, carbonilo); 142,0 (C10, olefinico
cuaternario); 141,5 (C6, aromatico cuaternario); 135,4 (C14, olefinico cuaternario); 133,0
(C4, CH aromatico); 133,0 (C2, CH aromatico); 132,5 (C1, aromatico cuaternario); 131,3 (C14,
olefinico cuaternario); 127,5 (C5, CH aromatico); 127,2 (C18, olefinico cuaternario); 124,6
(C17, CH olefinico); 124,4 (C9, CH olefinico); 123,7 (C13, CH olefinico); 117,7 (C9, CH
olefinico); 39,3 y 39,6 (C11 y C15*%, CH,); 31,4 (C8, CH,); 26,7 y 26,3 (C12 y C16*, CH,); 25,7
(C19, CHs); 17,7 (C20, CHs); 16,4 (C22, CHs3) v 16,0 (C21, CH3). EMAR: Masa calculada para
C2,H300,NaS (M+Na*) = 381,18587; encontrada 381,18582. IR (KBr): Umax (cm™) = 3361 (O-H);
2955 (=CH-); 2927 (-C-H); 1680 (C=0); 1487 (C=C aromético).

9.14.13 Sintesis del acido 2-(((2E,6E,10E)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-
2,6,10,14-tetraen-1-il)tio) benzoico (Compuesto 13).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de compuestos S-alquilados, se disolvié el acido
tiosalicilico (18 mg, 0,11 mmoles) en acetona anhidra y se agrega la base carbonato de
guanidinio (12 mg, 0,12 mmoles). Finalmente se agrega lentamente el cloruro de geranilo
(30 mg, 0,10 mmoles). A las 8 horas se completa la reaccidon y luego de la etapa de
purificacion se obtiene 36 mg de un sdlido blanco con un 85% de rendimiento.

3 27 26 25 24
. 6 8/10 12/14 16/18 20/22
5 S 9 11 13 15 17 19 21 23

RMN de 'H (CDCl5): & = 8,12 ppm (dd, 1H, */i2.13=7,1Hz Y “Jzna= 0,7 Hz, Ar2—H); 7,47 (dt, 1H,
3 Juans=7,2 Hz ¥ *Juan= 0,7 Hz, Ard—H); 7,35 (d, 1H, *Jys-ua= 8,0 Hz, Ar5—H); 7,20 (t, 1H, *Juz.a=
7,7 Hz, Ar3—H); 5,34 (t; 1H, 3 Juons= 7,5 Hz, olefinico, C9-H); 5,09 (m, 3H, olefinico; C13—H,
C17-H y C21-H); 3,58 (d, 2H, 3-IH8—H9: 7,6 Hz, C8-H); 2,06 (m, 12H, C11-H, C12-H, C15-H,
C16-H, C19-H y C20-H); 1,70 (s, 3H, metilo, C23—H); 1,67 (s, 3H, metilo, C27-H) y 1,60 (s, 6H,
metilo, C24-H y C25-H). RMN de “*C (CDCl5): 8 = 171,1 ppm (C7, carbonilo); 143,0 (C10,
olefinico cuaternario); 141,4 (C6, aromatico cuaternario); 135,4 (C14, olefinico cuaternario);
134,9 (C18, olefinico cuaternario); 133,0 (C4, CH aromatico); 132,5 (C1, aromatico
cuaternario); 131,3 (C14, olefinico cuaternario); 126,8 (C5, CH aromatico); 126,6 (C22,
olefinico cuaternario); 124,4 (C17, CH olefinico); 124,2 (C9, CH olefinico); 123,7 (C13, CH
olefinico); 117,7 (C9, CH olefinico); 39,7 a 39,6 (C11, C15 y C19*, CH,); 31,0 (C8, CH,); 26,8 a
26,4 (C12, C16 y C20*, CH,); 25,7 (C23, CHs); 17,7 (C24, CH3) y 16,3 a 16,0 (C25 a C27, CHs).
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EMAR: Masa calculada para C,7H3sO,NaS (M+H') = 449,24847; encontrada 449,24861. IR
(KBr): Lmax (cm'l) = 3451 (0-H); 2948 (=CH-); 2926 (-C-H); 1691 (C=0); 1454 (C=C aromatico).

9.14.14 Sintesis del acido 2-(((1-(3-fenilpropil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)methil)

tio) benzoico (Compuesto 14)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona 1-azido-3-fenilpropano (40 mg; 0,25 mmoles), CuSO4
1M (8,5 uL; 0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 pL; 0,04 mmoles). A las
24 horas se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacidn se aislaron 53 mg de un
sélido amarillo claro con un rendimiento del 88%.

RMN de 'H (CDCls): & = = 8,12 ppm (dd, 1H, */i4p-43=7,0 Hz, *Jup-a= 1,0 Hz, Ar2—H); 7,53 (s, 1H,
C10¢iazo—H); 7,50 a 7,08 (m, 8H, carbonos aromaticos); 4,32 (t, 2H, 3 Ji11m12= 7,3 Hz, C11-H);
4,29 (s, 2H, C8H); 2,65 (t, 2H, *Ju13412= 7,5 Hz, C13=H) y 2,26 (q, 2H, u124m3= 7,5 Hz, C12-
H). RMN de **C (CDCl3): 8 = 170,2 ppm (C7, carbonilo); 144,3 (C1, aromatico cuaternario);
140,2 (C14, aromatico cuaternario); 139,2 (C6, aromatico cuaternario); 133,3 (C4, CH
aromatico); 132,6 (C2, CH aromatico); 131,0 (C9, triazol cuaternario); 129,9 (C12, aromatico
cuaternario); 128,7 a 128,0 (C15 a C19, CH aromaticos); 126,1 (C10, CH triazol); 124,8 (C5, CH
aromatico); 49,6 (C11, CH,); 32,4 (C13, CH,); 31,5 (C12, CH,) y 27,7 (C8, CH,). EMAR: Masa
calculada para CigH190,N3SNa (M+Na®) = 376,10902; encontrada 376,10898. IR (KBr): Lmax
(cm™) = 3388 (0-H); 2926 (-C-H); 1690 (C=0); 1484 (C=C aromatico).

9.14.15 Sintesis del acido 2-(((1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)benzoico
(Compuesto 15)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona 1-azido-octano (40 mg; 0,25 mmoles), CuSO4 1M (8,5
uL; 0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 pL; 0,04 mmoles). A las 24 horas
se da por finalizada la reaccion y luego de la purificacién se aislaron 46 mg de un sdlido
amarillo claro con un rendimiento del 78%.

COOH
1
6s

RMN de *H (CDCl3): & = 8,09 ppm (d, 1H, 3/up.43=8,1 Hz, Ar2—H); 7,49 (s, 1H, C104yiazo—H); 7,45
a 7,42 (m, 2H, Ard—H, Ar5—H); 7,18 (m, 1H, Ar3—H); 4,32 (s, 2H, C8—H); 4,27 (t, 2H, *Ju11.n12=
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7,3 Hz, C11-H); 1,84 (q, *Ju12-113=6,3 Hz, C12-H); 1,23 (m, 10H, C13-H a C17-H) y 0,86 (t, 3H,
*Jursn17= 6,7 Hz, C18-H). RMN de **C (CDCl5): 8 = 170,7 ppm (C7, carbonilo); 144,4 (C1,
aromatico cuaternario); 141,1 (C6, aromatico cuaternario); 133,2 (C5, CH aromatico); 132,3
(C2, CH aromatico); 126,9 (C9, triazol cuaternario); 126,1 (C10, CH triazol); 124,4 (C4, CH
aromatico); 122,3 (C3, CH aromatico); 50,6 (C11, CH,); 31,7 a 22,6 (C12 a C17, CH,) y 14,0
(C18, CHs). EMAR: Masa calculada para CigHs0,N3SNa (M+Na®) = 370,15597; encontrada
376,15597. IR (KBr): vmax (cm™) = 3550 (O-H); 2929 (-C-H); 1682 (C=0); 1488 (C=C
aromatico).

9.14.16 Sintesis del acido 2-(((1-((2E/2Z,6E)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-
trien-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio) benzoico (Compuesto 16).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (100 mg; 0,52 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona farnesilazida (130 mg; 0,52 mmoles), CuSO,4 1M (26 pL;
0,03 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (104 uL; 0,11 mmoles). A las 24 horas
se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacion se aislaron 205 mg de un sdlido
amarillo claro con un rendimiento del 90%.

12 14 16 18 20 22

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,08 ppm (d, 1H, *Juo-u3=7,5 Hz, Ar2—H); 7,61y 7,60 (s, 1H, C104iazo—
H); 7,45 (m, 2H, Ard—H y Ar5—H); 7,20 (m, 1H, Ar3—H); 5,43 (t, 1H, *Ju12.111=7,3 Hz, C12—H);
5,08 (m, 2H, C16—H y C16—H); 5,00 (d, 2H, *Ji11.112=7,1 Hz, C11-H); 4,28 (s, 2H, C8—H); 2,20 a
1,80 (m, 8H, C14—H, C15-H, C18—-H y C19-H); 1,83 (s, 3H, C25-H); 1,78 (s, 3H, C25—H); 1,67
(s, 3H, C22-H); 1,60 (s, 6H, metilo, C23—-H y C24-H). RMN de “3C (CDCl3): & = 170,4 ppm (C7,
carbonilo); 169,8 (C13, carbonilo); 144,2 (C1, aromatico cuaternario); 140,7 (C6, aromatico
cuaternario); 139,9 (C17, olefinico cuaternario); 136,6 (C13; olefinico cuaternario); 136,0
(C13, olefinico cuaternario); 133,2 (C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH aromatico); 131,5 (C17,
olefinico cuaternario); 127,1 (C9, triazol cuaternario); 126,6 (C4, CH aromatico); 124,7 (C3,
CH aromatico); 124,1 (C16, CH olefinico); 123,3 (C10, CH triazol); 123,1 (C20, CH olefinico);
116,0 (C12, CH olefinico); 48,1 (C11, CH,); 39,7 (C18, CH,); 39,4 (C14¢, CH,); 32,1 (C14;, CH,);
27,6 (C8, S-CH,); 26,2 (C15 y C19, CH,); 25,7 (C22, CHs); 23,5 (C25; CHs); 17,7 (C23, CH3);
16,6 (C25¢ CHs); y 16,0 (C24, CHs). EMAR: Masa calculada para CysH330,N3SNa (M+Na®) =
462,21857; encontrada 462,21851. IR (KBr): Umax (cm™®) = 3361 (O-H); 2961 (=CH-); 2926 (-C-
H); 1693 (C=0); 1487 (C=C aromatico).

9.14.17 Sintesis del acido (E)-2-(((1-cinamil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)
benzoico (Compuesto 17)
Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié

el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona cinamilazida (40 mg; 0,25 mmoles), CuSO,4 1M (8,5 pL;
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0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 pL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se
da por finalizada la reaccién y luego de la purificacidn se aislaron 51 mg de un sdélido amarillo
claro con un rendimiento del 86%.

7
1 43 19
2 1CO(€3H ;)N N4 18
N

15 17

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,07 ppm (d, 1H, *Juo-u3=7,7 Hz, Ar2—H); 7,57 (s, 1H, , C10yiazo—H);
7,47 a 7,10 (m, 8H, protones aromaticos); 6,62 (t, 1H, 3 Ju13-H127rans= 14,9 Hz, C13-H); 6,26 (m,
1H, C12-H); 5,06 (d, 2H, *Ju11.112= 6,6 Hz, C11-H) y 4,31 (s, 2H, C8—H). RMN de **C (CDCl5): &
= 170,6 ppm (C7, carbonilo); 144,5 (C1, aromatico cuaternario); 141,0 (C6, aromatico
cuaternario); 135,5 (C13, CH olefinico); 133,2 (C5, CH aromatico); 135,4 (C14, aromatico
cuaternario); 132,3 a 124,4 (carbonos aromaticos); 132,3 (C9, triazol cuaternario); 122,3
(C10, CH triazol); 121,1 (C12, CH olefinico); 52,4 (C11, CH,) y 27,6 (C8, CH,). EMAR: Masa
calculada para C19H150,N3S (M+H") = 352,11142; encontrada 352,11130. IR (KBr): Umax (cm'l)
= 3315 (0-H); 3926 (-C-H); 1672 (C=0); 1487 (C=C aromatico).

9.14.18 Sintesis del acido (E/Z)-2-(((1-(3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-il)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metil)tio) benzoico (Compuesto 18).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (100 mg; 0,52 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona geranilazida (94 mg; 0,52 mmoles), CuSO4 1M (26 pL;
0,03 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (104 uL; 0,11 mmoles). A las 24 horas
se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacion se aislaron 162 mg de un sdlido
amarillo claro con un rendimiento del 84%.

RMN de *H (CDCl3): & = 8,06 ppm (d, 1H, */up.u3=7,6 Hz, Ar2—H); 7,60 y 7,59 (s, 1H, C10triazo—
H); 7,44 (m, 2H, Ard—H y Ar5-H); 7,20 (m, 1H, Ar3—H); 5,44 (t, 1H, Juanz = 7,4 Hz, C12—-H);
5,05 (m, 1H, C16-H); 5,00 (d, 2H, *Jus-a=7,1, Hz, C11-H); 4,28 (s, 2H, C8—H); 2,15 (m, 4H,
C14-Hy C15-H); 1,83 (s, 3H, C20-H); 1,78 (s, 3H, C20—H); 1,68 (s, 3H, metilo, C19-H) y 1,60
(s, 3H, metilo, C18-H). RMN de B3¢ (CDCl3): 6 = 170,5 ppm (C7, carbonilo); 144,1 (C1,
aromatico cuaternario); 140,7 (C6, aromatico cuaternario); 133,0 (C5, CH aromatico); 139,8
(C13, olefinico cuaternario); 132,3 (C2, CH aromatico); 132,2 (C17, olefinico cuaternario);
127,1 (C9, triazol cuaternario); 126,6 (C4, CH aromatico); 124,7 (C3, CH aromatico); 123,3
(C16, CH olefinico); 123,3 (C10, CH triazol); 116,2 (C12; CH olefinico); 116,0 (C12; CH
olefinico); 48,1 (C11s, CH,); 47,9 (C11,; CH,); 39,9 (C14 CH,); 32,1 (C14, CH,); 27,6 (C8, S-
CH,); 26,1 (C15, CH,); 25,7 (C18, CHs); 23,4 (C20, CHs); 17,7 (C19, CHs3) y 16,5 (C20, CHs).
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EMAR: Masa calculada para CyoH»50,N3SNa (M+Na®) = 394,15597; encontrada 394,15607. IR
(KBr): Lmax (cm'l) = 3432 (0-H); 2961 (=CH-); 2926 (-C-H); 1672 (C=0); 1487 (C=C aromatico).

9.14.19 Sintesis del acido 2-(((1-ciclohexil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)

benzoico (Compuesto 19)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona 1-azido-ciclohexano (31 mg; 0,25 mmoles), CuSO4 1M
(8,5 uL; 0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 uL; 0,04 mmoles). A las 24
horas se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacidn se aislaron 45 mg de un sélido
amarillo claro con un rendimiento del 84%.

7
2

s 1_COOH .
Zs SY\N 13
N

RMN de 'H (CDCl5): & = 8,13 ppm (dd, 1H, *Juo-u3=7,3 Hz, “Jup-1a= 0,9 Hz, Ar2—H); 7,48 (m, 3H,
Ard—H, Ar5—H, C10uiaso—H); 7,19 (m, 1H, Ar3—H); 4,45 (tt, 1H, C11-H); 4,29 (s, 2H, C8—H); y
2,27 a 1,21 (m, 9H, C9-H a C13-H). RMN de *3C (CDCl;): & = 170,3 ppm (C7, carbonilo); 144,3
(C1, aromatico cuaternario); 139,3 (C6, aromatico cuaternario); 133,3 (C4, CH aromatico);
132,6 (C2, CH aromatico); 131,0 (C9, triazol cuaternario); 126,1 (C10, CH triazol); 124,8 (C5,
CH aromadtico); 124,6 (C3, CH aromatico); 60,3 (C11, CH); 33,4 (C9 y C13, CH,); 25,1 y
25,0(C10 a C12, CH,). EMAR: Masa calculada para CigH190,N3SNa (M+Na®) = 340,10902;
encontrada 340,10898. IR (KBr): Umax (cm™) = 3501 (O-H); 2929 (-C-H); 1691 (C=0); 1454 (C=C
aromatico).

9.14.20 Sintesis del acido 2-(((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)

benzoico (Compuesto 20)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona bencilazida (33 mg; 0,25 mmoles), CuSO, 1M (8,5 pL;
0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 pL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se
da por finalizada la reaccién y luego de la purificacidn se aislaron 44 mg de un sdlido amarillo
claro con un rendimiento del 80%.
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RMN de 'H (CDCL3): & = = 8,14 ppm (dd, 1H, *Ji213=7,2 Hz, “J2-ma= 0,9 Hz, Ar2—H); 7,55 (s, 1H,
C10yiazo—H); 7,48 a 7,10 (m, 8H, carbonos aromaticos); 5,50 (s, 1H, C11-H) y 4,29 (s, 2H, C8—
H). RMN de **c (CDCl5): & = 170,4 ppm (C7, carbonilo); 144,3 (C1, aromatico cuaternario);
139,2 (C6, aromatico cuaternario); 133,3 (C4, CH aromatico); 132,6 (C2, CH aromatico); 131,0
(C9, triazol cuaternario); 129,9 (C12, aromatico cuaternario); 128,7 a 128,0 (C13 a C17, CH
aromaticos); 126,1 (C10, CH triazol); 124,8 (C5, CH aromatico); 54,1 (C11, CH,) y 27,7 (C8,
CH,). EMAR: Masa calculada para Cy7H:1sO,N3SNa (M+Na®) = 348,07772; encontrada
348,07781. IR (KBr): vmax (cm™) = 3450 (O-H); 2924 (-C-H); 1687 (C=0); 1485 (C=C
aromatico).

9.14.21 Sintesis del acido 2-(((1-(2-etoxi-2-oxoetil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metil)tio) benzoico (Compuesto 21)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona azidoacetato de etilo (31 mg; 0,25 mmoles), CuSO4 1M
(8,5 uL; 0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 uL; 0,04 mmoles). A las 24
horas se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacidn se aislaron 50 mg de un sélido
blanco con un rendimiento del 92%.

7
COOH 10 11 14
2 1 120
8 / N ~
6 / 13
3@3/\9ﬁr\1 o)
4 5

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,07 ppm (d, 1H, *Jy2-u3=7,6 Hz, Ar2—H); 7,59 (s, 1H, , C10iazo—H);
7,45 (m, 2H, Ar4—H y Ar5-H); 7,21 (m, 1H, Ar3—-H); 5,13 (s; 1H, C11-H); 4,28 (s, 2H, C8—H);
4,12 (c, 2H, *Juizma= 7,1 Hz, C13-H); y 1,21 (t, 3H, *Juiams= 7,1 Hz, C14-H). RMN de C
(CDCl3): 6 = 170,4 ppm (C7, carbonilo); 169,8 (C13, carbonilo); 144,2 (C1, aromatico
cuaternario); 140,7 (C6, aromatico cuaternario); 133,2 (C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH
aromatico); 127,1 (C9, triazol cuaternario); 126,6(C3, CH aromatico); 124,7 (C4, CH
aromatico); 123,3 (C10, CH triazol); 63,4 (C13, O-CH,); 50,9 (C11, N-CH,); 34,6 (C12, CH,);
27,5 (C8, S-CH,) y 14,1 (C15, CHs). EMAR: Masa calculada para Ci4H1704N3SNa (M+Na®) =
344,06755; encontrada 344,06768. IR (KBr): Lmax (cm™) = 3344 (O-H); 2930 (-C-H); 1732
(C=0); 1693 (C=0), 1444 (C=C aromatico).

9.14.22 Sintesis del acido 2-(((1-hexadecil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)

benzoico (Compuesto 22)

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (33 mg; 0,17 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona cetilazida (66 mg; 0,25 mmoles), CuSO, 1M (8,5 puL;
0,01 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (34 pL; 0,04 mmoles). A las 24 horas se
da por finalizada la reaccién y luego de la purificacion se aislaron 63 mg de un sdlido amarillo
claro con un rendimiento del 81%.
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RMN de *H (CDCl3): & = 8,07 ppm (d, 1H, *Jy243=8,2 Hz, Ar2—H); 7,47 (s, 1H, C104iazo—H); 7,45
a 7,42 (m, 2H, Ard—H, Ar5-H); 7,18 (m, 1H, Ar3—H); 4,32 (s, 2H, C8-H); 4,26 (t, 2H, *Ju11-n12=
7,1 Hz, C11-H); 1,84 (m, 2H, C12-H); 1,23 (m, 24H, C13-H a C15-H) y 0,85 (t, 3H, *Ju1g.n17=
6,5 Hz, C26-H). RMN de “3C (CDCl5): 8 = 170,5 ppm (C7, carbonilo); 144,5 (C1, aromatico
cuaternario); 141,1 (C6, aromatico cuaternario); 133,2 (C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH
aromatico); 127,2 (C9, triazol cuaternario); 126,1 (C4, CH aromadtico); 124,4 (C3, CH
aromatico); 122,3 (C10, CH triazol); 50,6 (C11, CH;); 32,1 a 22,0 (C12 a C25, CH,) y 14,1 (C26,
CHs;). EMAR: Masa calculada para CysHsa10,N3SNa (M+Na®) = 482,28117; encontrada
482,28121. IR (KBr): vmax (cm?) = 3443 (O-H); 2924 (-C-H); 1693 (C=0); 1456 (C=C
aromatico).

9.14.23 Sintesis del acido (E/Z)-2-(((1-(3,7,11,15-tetrametilhexadec-2-en-1-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)tio)benzoico (Compuesto 23).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (100 mg; 0,52 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona fitilazida (160 mg; 0,52 mmoles), CuSO, 1M (26 uL;
0,03 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (104 uL; 0,11 mmoles). A las 24 horas
se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacién se aislaron 230 mg de un sdélido
blanco con un rendimiento del 83%.

RMN de 'H (CDCl3): & = 8,07 ppm (d, 1H, *Jv2-n3=7,8 Hz, Ar2—-H); 7,48 (m, 3H, Ard—H, Ar5-H,
C10iazo—H); 7,20 (m, 1H, Ar3—H); 5,37 (t; 1H, *Ju1211= 7,2 Hz, olefinico, C12—H); 4,91 (d, 2H,
3 uzmi= 7,2 Hz, C11-H); 4,29 (s, 2H, C8—H); 2,05 (m, 2H, C14—H); 1,74 (s, 3H, metilo, C30—H);
1,59 a 0,99 (m, 19H, metilenos C12—H a C22-H) y 0,85 (t, 12H, 3J= 6,7 Hz, metilo, C23—-H a
C26-H). RMN de *C (CDCl;): & = 170,2 ppm (C7, carbonilo); 144,3 (Cl, aromatico
cuaternario); 144,1 (C13; olefinico cuaternario Z); 144,0 (C13¢, olefinico cuaternario E);
141,1 (C6, aromatico cuaternario); 133,2 (C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH aromatico); 126,9
(C9, triazol cuaternario); 126,4 (C10, CH triazol); 124,6 (C4, CH aromatico); 121,7 (C3, CH
aromatico); 117,7 (C12; CH olefinico Z); 116,4 (C12¢ CH olefinico E); 48,1 (C11¢, CH,); 47,9
(C11,CH,); 39,8 (C14,, CH,); 39,4 (C14., CH,); 37,4 (C24, CH,); 36,9 a 36,7 (C16, C18, C20, C22
y C24, CH,); 32,8 (C21, CH); 32,3 (C17, CH); 27,9 (C25, CH); 27,6 (C8, CH); 25,4 a 24,5 (C15,
C19y C23, CH,); 22,7 y 22,6 (C26 y C27, metilos, CH3); 19,7 (C28, C29 y C30, metilos, CH3) y
16,2 (C30g, metilo, CH;). EMAR: Masa calculada para C3oHs70,N3SNa (M+Na*) = 536,32812;
encontrada 536,32801. IR (KBr): Umax (cm™) = 3402 (O-H); 2958 (=CH-); 2925 (-C-H); 1688
(C=0); 1481 (C=C aromatico).
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9.14.24 Sintesis del acido 2-(((1-(3-etoxi-3-oxopropil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)methil)tio) benzoico (Compuesto 24).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (100 mg; 0,52 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona azidopropanoato de etilo (75 mg; 0,52 mmoles), CuSO4
1M (26 pL; 0,03 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (104 pL; 0,11 mmoles). A las
24 horas se da por finalizada la reaccidn y luego de la purificacién se aislaron 158 mg de un
sélido amarillo claro con un rendimiento del 91%.

RMN de H (CDCls): & = 8,07 ppm (d, 1H, *Ji2.u3=7,6 Hz, Ar2—H); 7,59 (s, 1H, , C10tiazo—H);
7,45 (m, 2H, Ard—H y Ar5—H); 7,21 (m, 1H, Ar3—H); 4,59 (t; 1H, *Jy11.n12= 7,2 Hz, C11-H); 4,28
(S, 2H, C8—H), 4,12 (C, ZH, 3JH14-H15: 7,1 HZ, C14—H), 2,92 (t, 2H, 3JH12-H11: 6,5 HZ, C12—H) Yy
1,21 (t, 3H, *Ju1s-u1a= 7,1 Hz, C15-H). RMN de **C (CDCl3): & = 170,4 ppm (C7, carbonilo);
169,8 (C13, carbonilo); 144,2 (C1, aromatico cuaternario); 140,7 (C6, aromatico cuaternario);
133,2 (C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH aromatico); 127,1 (C9, triazol cuaternario); 126,6
(C4, CH aromatico); 124,7 (C3, CH aromatico); 123,3 (C10, CH triazol); 61,3 (C14, O-CH,); 45,7
(C11, N-CH,); 34,6 (C12, CH,); 27,5 (C8, S-CH,) y 14,1 (C15, CHs). EMAR: Masa calculada para
CisH1704N3SNa (M+Na*) = 358,08320; encontrada 358,08324. IR (KBr): Umax (cm™) = 3520 (O-
H); 2929 (-C-H); 1715 (C=0); 1691 (C=0), 1454 (C=C aromatico).

9.14.25 Sintesis del acido 2-(((1-(3-metilbut-2-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metil)tio) benzoico (Compuesto 25).

Siguiendo el protocolo para la sintesis de 1,2,3—triazoles-1,4-disustituidos, se disolvié
el compuesto 1 de la familia FTA (100 mg; 0,52 mmoles) en una mezcla de solvente de
H,0:tBuOH (4 mL). Luego se adiciona prenilazida (58 mg; 0,52 mmoles), CuSO, 1M (26 puL;
0,03 mmoles) y finalmente el ascorbato de sodio 1M (104 pL; 0,11 mmoles). A las 24 horas
se da por finalizada la reaccién y luego de la purificacion se aislaron 140 mg de un sdlido
amarillo claro con un rendimiento del 89%.

RMN de H (CDCl3): & = 8,07 ppm (d, 1H, */p113=7,6 Hz, Ar2—H); 7,53 (s, 1H, C104iazo—H); 7,45
(m, 2H, Ard—H Yy AFS—H), 7,21 (m, 1H, Ar3—H), 5,45 (tq, lH, 3./|-|12_|-|11= 7,4 Hz Yy 4-/H12»H15=1;2 HZ,
C12-H); 5,00 (d, 2H, *Ju11.112=7,2 Hz, C11-H); 4,27 (s, 2H, C8-H);1,83 (s, 3H, C14—H) y 1.80 (s,
3H, C15-H). RMN de “3C (CDCl5): 8 = 170,4 ppm (C7, carbonilo); 144,2 (C1, aromatico
cuaternario); 140,7 (C6, aromatico cuaternario); 139,8 (C13, olefinico cuaternario); 133,2
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(C5, CH aromatico); 132,3 (C2, CH aromatico); 127,1 (C9, triazol cuaternario); 126,6 (C4, CH
aromatico); 124,7 (C3, CH aromatico); 123,3 (C10, CH triazol); 116,2 (C12, CH olefinico); 48,1
(C11, CH,); 27,5 (C8, S-CHy); 25,7 (C14, CH3) y 18,1 (C15, CH3). EMAR: Masa calculada para
C1sH170,N3SNa (M+Na*) = 326,09337; encontrada 326,09336. IR (KBr): Umax (cm™) = 3427 (O-
H); 2955 (-C=H); 1695 (C=0), 1457 (C=C aromatico).

9.15 ENSAYOS DE DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTITRIPANOCIDA.

9.15.1 Determinacion de ICso para cepas de T. cruzi (cepa Cl-Brener).

Los epimastigotes de T. cruzi (cepa Cl-Brener) fueron crecidos en medio RPMI-1640
conteniendo suplemento con 10% de suero fetal bovino a 282C, en policubetas de 24
pocillos. Los cultivos con un indculo inicial de 4 x 10° parasitos/mL fueron incubados con
concentraciones crecientes de cada compuestos solubilizados en DMSO. El crecimiento de
los parasitos fue monitoreado por el contaje de ellos en cdmara de Neubauer. El porcentaje
de inhibicidn fue calculado como la proporcién del crecimiento del parasito en presencia y
en ausencia del compuesto después de 72 horas de cultivo. Se determina para cada

compuesto el ICso correspondiente. ©°!

9.15.2 Ensayos in vitro como antimalaricos y antileishmania.

Las mediciones de actividades fueron realizadas en el Nacional Center for Natural
Products Research de la Universidad de Mississippi, en Estados Unidos de América.

La actividad leishmanicida fue determinada in vitro en un cultivo de promastigotes de
Leishmania donovani. Los compuestos, apropiadamente diluidos, fueron agregados a
microplacas de 96 pocillos que contenian los cultivos de promastigotes de Leishmania
(2x10°células/mL). Las placas fueron incubadas a 262C durante 72 horas, y se determiné el
crecimiento de promastigotes de Leishmania donovani por el ensayo Alamar Azul. Se
utilizaron pentamidina y anfotericina B como drogas estandar antileishmania. Para cada
compuesto se computo un valor de ICspa partir de la curva de inhibicion de crecimiento.

La actividad antimalarica de los compuestos fue determinada in vitroen dos cepas de
Plasmodium falciparum, una sensible a cloroquina (D6, Sierra Leona) y otra resistente (W2,
IndoChina). El ensayo de microplacas de 96 pocillos se basa en evaluar los efectos de los
extractos en el crecimiento de cultivos asincrénicos de P. falciparum, determinado por el

ensayo de actividad de la lactato deshidrogenasa (pLDH).
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Se prepararon las diluciones apropiadas en DMSO y se agregaron a los cultivos de P.
falciparum (2% hematocritos, 2% parasitemia) montados en microplacas de 96 pocillos de
fondo plano. Los platos fueron colocados en una camara humidificada y venteada con una
mezcla de gases 90% N2, 5% CO2y 5% 02. Los cultivos fueron incubados a 37 °C por 48
horas. El crecimiento de los parasitos en cada pocillo se determiné por el ensayo pLDH
usando el reactivo de Malstat®. Las placas poseen ademas, en pocillos separados, el medio
de cultivo y glébulos rojos como controles adicionales. Los agentes antimaldricos estandar,
cloroquina y artemisina, se usaron como controles positivos mientras que se usa DMSO

como control negativo.

9.15.3 Ensayo de concentracion inhibitoria maxima media de amastigotes (ICso) de
T.cruzi y Leishmania donovani y ensayo de tamizaje de inhibicion a una

concentracion.

Ensayos realizados en la Universidad de San Francisco California (UCSF) a cargo de la Dra.
Patricia Doyle, Dr Juan Engel, Dr. Jut Giri. Dr Jair Lage y Dra. Geraldine De Muylder.
Procedimiento general.

1- Se cultivan macréfagos/774 (para 1Cs, de amastigotes de Leishmania donovani) o
miocardiocitos (caso T.cruzi) en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de Suero Fetal
bovino calentado.

2- Para este ensayo los macréfagos son previamente irradiados (15 min a aproximadamente
1000 rad) para arrestar el crecimiento celular. O se utiliza la linea de células de miocitos de
manera tal que se obtiene un recuento celular de (10°/ml) que son cultivados toda la noche
en placas de 394 del ensayo, estas placas son selladas e introducidas en la incubadora. El
cultivo se realiza a 37 °C en atmosfera de 5% de CO,.

3- Los Tripomastigotes de T.cruzi cepa Y son mantenidos mediante pasajes semanales en
cultivos de células de musculo esquelético embrionario bovino. Los cultivos son mantenidos
en RPMI+5% con suero de caballo inactivado por calor, a 37°C en incubador con 5 % CO,. El
ciclo de vida de esta cepa es de 6 a 7 dias bajo estas condiciones. Al ser liberados los
tripomastigotes son recolectados del sobrenadante y usados para infectar los macréfagos o
los miocardiocitos.

4- Se infectan las células de cada Pocillo y luego se sellan las placas. De manera de obtener una
tasa de infeccion 1 a 1 respecto a la cantidad de células en el cultivo en cada

pocilloAproximadamente este nimero no debe exceder (10° tripomastigotes/ml).
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5- Se preparan las soluciones stocks de inhibidores a 10 mM in DMSO vy son diluidas en el medio
de cultivo RPMI+5% SFB antes de realizar la prueba de manera que se realiza la siguiente
dilucion (10 ml RPMI+10ul de solucién 10 mM stock). Tanto la solucién Stocks como las
diluciones son almacenadas a 4°C durante el experimento. Por otro lado la solucién en DMSO
stocks es almacenada a —20°C.

6- Todos los ensayos incluyen como controles al posaconazol (100 nM), células infectadas no
tratadas y no infectadas (n=3 por placa) por tratamiento.En nuestro caso ademas agregamos
un control con Benznidazol (1ImM)

7- Una vez obtenidos los tripomastigotes y el cultivo celular se procede mediante inyeccién a la
incorporacién por cada pocillo del medio mas el inhibidor preparado en el paso 6. En el caso
de ser un ensayo a una concentracion fija, se programa al robot realizar solo una dilucién a
una concentracion preestablecida. En el caso de querer obtener un valor de IC5pse realizan
las diluciones correspondientes. Una vez colocados en cada pocillo, se incuban durante 48 h
a 37°C, luego el medio es reemplazado y se realizan al menos tres lavados con medio sin
inhibidor.

Luego de la incubacion, se lavan las células con PBS y son fijados durante 30 min con
formaldehido al 4%. Nuevamente son lavados y tefiidos durante 2 hrs con diamidino-2-fenilindol
(DAPI 300nM) y finalmente son lavados nuevamente con PBS.

Las imagenes son obtenidas a partir del microscopio automatizado con epifluorescencia
INCell Analyzer que detecta utilizando para la excitacion y emisién los filtros de (350+/-50nm y
460+/-40nm) para poder detectar al DAPI. Utilizando un objetivo 20X. El microscopio provee de un
programa el Developer Toolbox 1.7 para andlisis de imdgenes a través del cual se programa el
recuento de manera que identifica el nucleo celular (mayor a 250um?) y excluyendo los
kinetoplastidos que poseen un area de emisién de fluorescencia de 1 um?®.

Se realiza el recuento en un area de entre 700 y 2000 pm® de manera que queda delimitado
el borde celular. Se excluyen pardsitos extracelulares y falsas tinciones como falsos positivos. El
porcentaje de inhibicién del crecimiento es calculado mediante la siguiente formula
[1-(P/hc,-P/hc *)/(P/hc,-P/hc’)]*100
Donde P/hc,: recuento de parasitos
P/hc’: recuento células en cada celda (control positivo (Benznidazol, pozaconazol.)

P/hc, : Recuento sobre el control negativo.
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9.15.4 Ensayo de determinacion de la concentracion inhibitoria maxima media de
amastigotes de Lesihmania donovani (Adaptado para obtener tamizaje a

SWVERSD,

una concentracion fija).

Se cultivan, en placas de 96 pocillos de paredes negras y fondo claro (Grenier Bio-
One), las células de macrdéfagos-monocitos THP-1, (5500 cel/ml) estas deben encontrarse en
fase exponencial de crecimiento, dejandose a 37C por 48 hrs de maduracion y formacion de
monocapa adherente, luego de la activacion con 0.1 mM de Acetato forbol/Miristato (PMA,

del inglés phorbol myristate Acetate). Una vez lograda la monocapa adherente las células
son lavadas y luego se le agrega RPMlconteniendo promastigotes de Leishmania donovani

en fase |, en una relacién 1:15 respecto de las células. Luego se incuban por 4 hrs a 37Cy en
una atmosfera de 5% CO2. Los promastigotes no internalizados son removidos por lavados
conteniendo RPMI +5%FBS+5% suero de caballo calentado.
Luego son agregados, mediante el uso del robot Biomek FXp liquid handler (Beckman
Coulter), los compuestos previamente diluidos en DMSO, en nuestro experimento se
realizaron dos esquemas el primero utilizando para todas la biblioteca una concentracion
final de 10 uM (en la dilucién final en el pocillo la concentracién final de DMSO debe ser

menor o igual a 10%). En otro esquema para determinados compuestos fueron evaluados a

distintas concentraciones por diluciones sucesivas. Del mismo modo se agregan los controles

positivos (Anfotericina B 2mM) o negativos (1% DMSO).
Para el caso de la obtencidn del ICsy se requiere de la dilucién sucesiva desde una
concentracion de 50 mM a 0.02 mM (conservando la proporcién de 1 % de DMSO) por
triplicado. En nuestro caso se utilizd para una misma concentracién los experimentos fueron

realizados por duplicado.
Son incubados durante 72 hrs a 37 C.
Luego de la incubacidn, se lavan las células con PBS y son fijados durante 30 min con

microscopio automatizado con

formaldehido al 4%. Nuevamente son lavados y tefidos durante 2 hrs con diamidino-2-
fenilindol (DAPI 300nM) y finalmente son lavados nuevamente con PBS.
del

son obtenidas a partir

Las imdagenes
epifluorescencia INCell Analyzer que detecta utilizando para la excitacion y emisién los filtros

de (350+/-50nm y 460+/-40nm) para poder detectar al DAPI. Utilizando un objetivo 20X. El
microscopio provee de un programa el Developer Toolbox 1.7 para analisis de imagenes a
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través del cual se programa el recuento de manera que identifica el nucleo celular (mayor a
250um?) y excluyendo los kinetoplastidos que poseen un drea de emisidn de fluorescencia
del umz.

Se realiza el recuento en un area acotada entre 700 y 2000 um” de manera que
queda delimitado el borde celular. Se excluyen parasitos extracelulares y falsas tinciones
como falsos positivos. El porcentaje de inhibicién del crecimiento es calculado mediante la
siguiente formula
[1-(P/hce-P/hc *)/(P/hcy-P/hct)1*100
Donde P/hc,: recuento de parasitos; P/hc’: recuento células en cada celda (control positivo

(anfotericina B) y P/hc, : Recuento sobre el control negativo.

9.15.5 Determinacion de la citotoxicidad en células VERO.

La citotoxicidad es determinada en el mismo momento en el laboratorio de la
Universidad de Misisipi. El procedimiento se realiza a una Unica concentracion 4,76 ug/ml.
Para lo cual se incuban previamente las células VERO, en los pocillos de las placas hasta
lograr monocapa, luego se le agregan los 4,76 pug/mly se los incuban por 24 hrs. La actividad

se realiza mediante la determinacion de LDH (método descripto previamente).

9.16 CALCULOS AB INITIO

Todos los calculos ab initio fueron realizados con el paquete de programas Gaussian
03.°4 E| funcional hibrido B3LYP'®> °¢ en conjunto con la base 6-31G(d)[9'7] fue el utilizado
para realizar los calculos para cada conférmero (estereoisémeros formados por rotacién de
enlaces simples) en su punto estacionario en fase gaseosa. La depuracién de los conférmeros
de cada isémero fue resuelta por una busqueda conformacional a nivel de mecanica

molecular (con un campo de fuerza MM+). Los calculos de frecuencia se utilizaron para
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caracterizar los minimos. Todas las reacciones, las entalpias de formacidn y las entalpias de
activacion reportados fueron corregidos a la energia de punto cero (ZPE, por sus siglas en
inglés) con frecuencias sin escala. Calculos de coordenadas de reaccidn intrinsecos (IRC, por

sus siglas en inglés) fueron utilizados para confirmar las conexiones entre los reactantes, los

productos y los estados de transicion.
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