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RESUMEN

TITULO: USO DEL ANILLO DE LA TETRAHIDRO-1-BENZOAZEPINA COMO HORMA
MOLECULAR PARA LA CONSTRUCCION DEL SISTEMA TRICICLICO
HEXAHIDROBENZO[f]PIRAZINO[1,2—a] AZEPINO-1,4—DIONA FUNCIONALIZADO.*

Autor: JUAN ERNESTO RAMIREZ MORENO™

Palabra clave: Tetrahidro—-1-benzazepina, 2,5-dicetopiperazina, N-cloroacetilacién, O-
cloroacetilacién, cicloadicion 1,3—dipolar, actividad anticancerigena, 2—((2—alilarillamino)acetato de
metilo.

Los sistemas heterociclicos nitrogenados de la tetrahidro—1-benzazepina y la 2,5—dicetopiperazina
han sido ampliamente estudiados desde el punto de visto sintético como farmacolégico debido a que
hacen parte del andamio estructural de numerosos compuestos que poseen un alto potencial
biolégico. Es por eso, que el Laboratorio de Sintesis Organica (LSO) de la Universidad Industrial de
Santander ha enfocado sus esfuerzos en crear nuevos sistemas heterociclicos que no han sido
reportados. Asi, mediante la utilizacion de una ruta de sintesis propia se logré acceder a 7 nuevos
compuestos triciclicos, los 6-hidroxi—3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—
aJazepina—1,4—dionas, a partir de los 2—((2—alilarillamino)acetatos de metilo como sustratos de
partida clave.

En este trabajo de grado se reportan las propiedades fisicas y espectroscépicas de los productos
intermedios vy finales obtenidos durante la sintesis, por medio de los métodos convecionales de
elucidacién como la espectroscopia de infrarrojo (IR), cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), espectrometria de masas de ionizacion por Electrospray (ESI—
MS), espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS), resonancia magnética nuclear de
protones (RMN H) y de carbono (RMN 13C). Teniendo en cuenta la importancia que poseen estos
dos heterosistemas, la actividad anticancerigena de la mayoria de los compuestos que se reportan
por primera vez fueron evaluados en 60 lineas celulares de cancer en el Instituto Nacional de Cancer
(NCI) de los Estados Unidos.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: Alirio Palma Rodriguez. Co-Director Sergio Andrés
Guerrero Pardo
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ABSTRACT

TITLE: USE OF THE TETRAHYDRO-1-BENZOAZEPINE RING AS MOLECULAR SHAPE FOR
THE CONSTRUCTION OF THE TRICYCLIC SYSTEM HEXAHYDROIf]PIRAZINO[1,2-
a]JAZEPINE-1,4-DIONE FUNCIONALIZATED.*

Author: JUAN ERNESTO RAMIREZ MORENO**

Keywords:  Tetrahydro—1-benzoazepine, 2,5-diketopiperazine, = N-chloroacetylation  O-
chloroacetylation, 1,3—dipolar cycloaddition, anticancer activity, methyl 2—((2—-allylaryl)amine)
acetate.

The nitrogen heterocycle systems of the tetrahydro—1-benzoazepine and the 2,5-diketopiperazine
have been widely studied from the point of synthetic as pharmacological seen, since they are part of
the structural scaffolding of numerous compounds that have a high biological potential. That is why,
the “Laboratorio de Sintesis Organica” of the Universidad Industrial de Santander has focused its
efforst to create new heterocycles that have not been reported, through the use of an own synthesis
route it was achieved to 7 new tricyclic compounds, the 6—hydroxy—3—(2—hydroxyethyl)-2,3,4a,5,6,7—
hexahydrobenzo[f] pyrazino[1,2—a]azepine—1,4—dione, from methyl 2—((2—allylaryl)amine) acetate as
a key substrate starting.

In this degree thesis, it reports physical and spectroscopic properties of the intermediate and final
products obtained during the synthesis, using conventional elucidation methods such as infrared
spectroscopy (IR), gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC—MS), mass spectrometry
ionization electrospray (ESI-MS), high resolution mass spectrometry (HRMS), proton nuclear
magnetic resonance (*H NMR) and carbon (33C NMR) and finally, X—ray diffraction cristal. Taking into
account the importance that possess the two heterosystems of study, the anticancer activity of most
of the compounds that are reported for the first time, they were evaluated in 60 cancer cell lines at
the National Institute of Cancer (NCI) of the United States.

* Degree Work
** Faculty of Science, School of Chemistry. Director: Alirio Palma Rodriguez. Co-Director Sergio Andrés
Guerrero Pardo
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INTRODUCCION

Dentro del colosal nimero de moléculas sintéticas y/o de origen natural de interés
farmacoldgico, los compuestos heterociclicos nitrogenados han jugado un papel
muy destacado en el desarrollo de farmacos para el tratamiento eficaz de distintas
enfermedades, y en el mejoramiento de las condiciones de vida de millones de

personas en todo el mundo.

Como ejemplo de dichos compuestos con aplicaciones utiles, se puede mencionar,
entre otros tantos, algunas moléculas de origen vegetal como la papaverina, un
alcaloide opiaceo que se utiliza como un relajante muscular; la teobromina, un
alcaloide que se extrae de la planta del cacao y que se utiliza para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares; la quinina, un alcaloide quinolinico extraido de la
cinchona que se utilizé en algun tiempo para el tratamiento de la malaria, y la
morfina, un potente analgésico que es utilizado frecuentemente en tratamientos
clinicos. También se ha descubierto una rica fuente de heterociclos nitrogenados en
organismos de origen marino, de los que se han extraido pirroloquinolinas,
variolinas y algunos péptidos (aplidina, dolastatina) con un gran potencial
farmacoldgico. Compuestos heterociclicos nitrogenados se han utilizado en el
desarrollo de colorantes (tartracina, mauveina), pesticidas (atrazina, azoxistrobina),
herbicidas (paraquat, diquat), etc. Ademas, algunos heterociclos nitrogenados,
como las bases purinicas y pirimidinicas, hacen parte del andamio molecular de la
cadena del ADN.

Los sistemas heterociclicos nitrogenados poseen diferentes tamafios y se pueden
encontrar fusionados también de diferente manera con otros heterociclos y
carbociclos. Por ejemplo, las lactamas de cuatro miembros estan presentes en los
antibiéticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas), los de cinco miembros
forman las familias de los azoles y benzazoles, los de seis miembros estan

ampliamente distribuidos en la naturaleza en forma de alcaloides piperidinicos,
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quinolinicos, isoquinolinicos, y en el ADN en forma de bases purinicas vy
pirimidinicas, los de siete y ocho miembros constituyen la base de las grandes
familias de azepinas, diazepinas, benzazepinas, dibenzazepinas, azocinas,
benzazocinas y dibenzazocinas. Estos sistemas heterociclicos se pueden encontrar
en las estructuras de moléculas que fueron desarrolladas como eficientes agentes
antifingicos, antileishmanicidas, antipaltdicos, analgésicos, anticonvulsionantes,
anticancerigenos y anti—-VIH, entre otras tantas manifestaciones farmacologicas

comprobadas.

De los sistemas heterociclicos antes mencionados, las tetrahidro—1-benzazepina
fueron el objeto de estudio en el presente Trabajo de Grado, el cual busca, entre
otros objetivos, darle continuidad a trabajos previos realizados en el Laboratorio de
Sintesis Organica (LSO) de la UIS. Con este marco de referencia, se defini6 como
el objetivo principal de estudio la modificacion dirigida del ndcleo bésico de la
tetrahidro—1-benzazepina mediante la fusion de dicho nucleo con el de la
piperazina, con el fin de «crear el sistema tricicico de Ia
octahidrobenzo[f]pirazino[1,2—aJazepina, del cual se tiene muy poca informacion,
tanto de caracter sintético como biol6gico, reportada en revistas especializadas. Los
nuevos derivados del sistema triciclico propuesto fueron inicialmente caracterizados
y enviados al Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos para estudiar su

actividad antitumoral.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De todo lo expuesto en la revision bibliografica se puede constatar que tanto el
nacleo de la tetrahidro—1-benzazepina como el de la 2,5—dicetopiperazina se han
utiizado como hormas estructurales basicas para el desarrollo de nuevos
compuestos con una rica variedad de actividades farmacoldgicas. Es por eso que
la fusion de estos dos nucleos farmacoféricos en uno solo, a través de rutas
sintéticas sencillas, es una estrategia que puede brindar nuevas posibilidades para
la creacion de compuestos triciclicos desconocidos, que, muy seguramente, estaran
dotados de esas amplias e interesantes manifestaciones de actividad biologica que
se le atribuyen a sus nudcleos progenitores. Infortunadamente, y tal como se pudo
evidenciar en las dos Unicas rutas de sintesis descritas hasta el momento
(Esquemas 8 y 9), el acceso a esta clase de compuestos es una tarea muy
dispendiosa, primero, porque su preparacion involucra muchos pasos, siendo, por
lo tanto, econémicamente poco atractivas, y segundo, porque parten de sustancias
gue no estan disponibles en el mercado y que, ademas, son de dificil acceso
sintético, con lo cual drasticamente se limita la funcionalizaciéon de los productos

finales.

En definitiva, la sintesis de esta interesante, pero poco estudiada, clase de
compuestos continta siendo un verdadero reto para los quimicos heterociclistas.
Sentar las bases experimentales para superar este reto, a través de la ampliacion
de los alcances sintéticos de la ruta de sintesis disefiada en el LSO para acceder a
tetrahidro—1H-benzo[b]azepinas polifuncionalizadas (ver Esquemas 2 y 3), es,

justamente, el objetivo principal de este Trabajo Grado.
En consecuencia, en este Trabajo de Grado se plantea la posibilidad de responder

positivamente al siguiente interrogante: ¢ serd posible acceder de manera facil y

eficiente a nuevos compuestos de tipo hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—a]azepina a
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través de la funcionalizacién de tetrahidro—1-benzoazepinas sustituidas en C-2 con

un grupo carboxilato?

21



2. JUSTIFICACION

La presente investigacion esta justificada plenamente sobre la base de los

siguientes hechos:

1. Las rutas de sintesis utilizadas para acceder a esta clase de compuestos son en
extremo dispendiosas, y utilizan, ademas, productos de partida que son caros y de

dificil acceso sintético.

2. La ruta de sintesis que se propone es mucho mas sencilla, menos dispendiosa,
utiliza reactivos de partida comercialmente accesibles, y garantiza, ademas, una

adecuada funcionalizacion de los productos intermedios y finales.

3. Los compuestos disefiados no estan descritos en la literatura, por lo que la
descripcion de su sintesis, asi como de sus propiedades fisico—quimicas vy
espectroscopicas allanarian, en parte, el vacio de informacién que existe sobre esta

clase de compuestos.

4. Los productos disefiados pueden contener un alto potencial biolégico heredado
de sus progenitores, al tratarse de un sistema triciclico que resulta de la fusién de
dos sistemas heterociclicos independientes considerados como promisorios

farmacoforos.

Al analizar la progresiva conectividad y/o desconectividad de las estructuras que
aparece en el esquema retrosintético 9, se hace evidente que la principal hipo6tesis
de trabajo consistira en demostrar que: 1. Los metil 2—((2—alilarillamino)acetatos 1
son sustratos de partida idoneos para realizar la sintesis efectiva de los nuevos
derivados de la hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—a]azepina propuestos 5; y 2. La ruta

de sintesis propuesta es mas flexible y versatil que las existentes.
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Esquema 1. Andlisis retrosintético para las nuevas hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—-a]azepinas

propuestas.

R, R!
OH OH 1
R R R OH
R
R! N —— R! N P— .
0 OMe R N
(6] H OMe
N\/\ of ©° ©
5 OH 4 3
a:R'=R’=H R! R!
Rl R2—
b:R!'=H;R?=CH, R _ N
¢:R'=H;R*=F
d:R!'=H;R’=ClI ————— (I)
e:R'=H; R2=Br R! NH R! N
f:R!'=CHs; R*=H kn/OMe 4 OMe
LRl-H- R2=
g:R!=H; R?= OCH, 0 2
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General
Realizar la sintesis, la caracterizacion fisica y estructural de la nueva serie de 6—
hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—
1,4—dionas 5, y propiciar el estudio de su actividad biolégica, enfatizando en su
actividad anticancerigena.

3.1.1. Objetivos Especificos

e Obtener los precursores estratégicos, los 4-hidroxitetrahidro—1H-
benzo[blazepino—2—carboxilatos de metilo 3.

e Transformar los 4-hidroxitetrahidro—1H—benzo[b]azepino—2—carboxilatos de
metilo 3 en sus correspondientes (2—cloroacetil)-4-hidroxi—2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]-azepina—2—carboxilatos de metilo 4.

e Obtener las 6—hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—

hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—dionas propuestas 5.
e Caracterizar todos los productos intermedios y finales sintetizados con ayuda
de los métodos analiticos convencionales como IR, GC-MS, 'H RMN, 3C

RMN unidimensional y bidimensional.

e Propiciar el estudio de la actividad anticancerigena de los productos finales.
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4. ESTADO DEL ARTE

Habiendo definido como el objeto central de estudio la creacion de series de
derivados desconocidos del sistema triciclico de la hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—
alazepina—1,4—diona, resulta conveniente, entonces, dedicar este apartado a los
aspectos sintéticos y biolégicos més relevantes de los nucleos heterociclicos
constitutivos de dicho sistema triciclico, es decir, a los nacleos de la tetrahidro—1—
benzazepina y la piperazina, ésta Ultima en sus formas perhidro y 2,5-diceto.
También se presentaran algunos ejemplos de moléculas de importancia biolégica,
en cuyas estructuras ambos sistemas heterociclicos se encuentran fusionados entre

si, pero también con otras entidades heterociclicas y/o carbociclicas.

4.1 ASPECTOS GENERALES DE LA TETRAHIDRO-1-BENZAZEPINA

El sistema de la tetrahidro—1-benzazepina es un biciclo que resulta de la fusion del
anillo de benceno por la cara b del anillo de la tetrahidroazepina. Hace parte
constitutiva de un gran arsenal de compuestos que poseen una amplia y diversa
actividad biologica, dentro de los cuales especial reconocimiento han encontrado
aquellos derivados que actan como agentes antidiabéticos,! antidiuréticos,?3
antihipertensivos,* antipsicéticos,® y anticancerigenos,®’8910 entre otras tantas

aplicaciones.

En la actualidad, la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos ha
aprobado tres farmacos, conocidos como Tolvaptan!! (Samsca) (1), Conivaptan'!
(Vaprisol) (2) y Benazepril*? (Lotensin) (3), (Figura 1), que contienen en sus
estructuras al nucleo de la tetrahidro-1-benzazepina. Los dos primeros
medicamentos se prescriben para tratar la hiponatremia (baja concentracion de
sodio en la sangre), enfermedad que se encuentra asociada a la cirrosis, la
insuficiencia cardiaca, y al sindrome de secrecién inadecuada de la hormona

antidiurética (SIADH, por sus siglas en inglés), mientras que el tercero es un
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medicamento para tratar la presion alta (hipertension), la insuficiencia cardiaca

congestiva y la insuficiencia renal cronica.

Figura 1. Estructura molecular de los farmacos Tolvaptan, Conivaptan y Benazepril.
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Para resaltar mas la importante actividad biologica de los derivados de la tetrahidro—
1-benzazepina, a continuacion, en la figura 2, se presentan algunos ejemplos de
compuestos con promisoria actividad anticancerigena. Entre ellos, se encuentran
las tetrahidrobenzo[b]ciclopentale]azepin—2,5-dionas (4), las cuales fueron
probadas en diferentes lineas celulares tumorales de pulmén, colon, cerebro, ovario,
mama, prostata, rifién, asi como de leucemia y melanoma®, sobre las que revelaron
una modesta pero selectiva inhibicion del crecimiento celular. Otro ejemplo fue
reportado por Schultz y colaboradores’, quienes realizaron la sintesis de derivados
de darponas, un sistema triciclico conocido por inhibir el crecimiento de células
renales cancerigenas in vivo; en particular, ellos estudiaron las pirido[3,2—d]-1—
benzazepin—2—onas (5) como inhibidores del crecimiento de 60 lineas celulares de
diferentes tipos de cancer humano. Las paulonas (6) son moléculas pequeias que
actuan como inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, por sus
siglas en inglés).8° Las CDK son enzimas que estan involucradas en la regulacién
del ciclo celular en una gran variedad de tumores humanos, y es por eso que su

inhibicién es una opcion terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad.
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En publicaciones més recientes, el nucleo de la tetrahidro—1-benzazepina ha sido
funcionalizado con distintas poliaminas a través de un enlace tipo amidina, como los
derivados (7) (Figura 2), los cuales presentaron una gran afinidad por los sistemas
transportadores de poliaminas (PTS, por sus siglas en inglés). Las poliaminas hacen
parte de los organismos vivos y se conoce su participacion en la proliferacion y
diferenciacion celular. Los derivados (7) presentaron una gran afinidad por los
inhibidores de los PTS, por lo que representan una alternativa terapéutica potencial

contra distintas lineas celulares de cancer.

Figura 2. Derivados de la 1-benzazepina con actividad anticancerigena.
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4.1.2 METODOS DE CONSTRUCCION DEL NUCLEO DE LA TETRAHIDRO-1-
BENZAZEPINA

Para la construccion de esta horma molecular se han implementado diversas
metodologias, las cuales se fundamentan en transformaciones quimicas de
sustratos apropiados que involucran la generacion de nuevos acoples carbono—
carbono (C-C) y/o carbono-nitrégeno (C-N), (Figura 3). Asi, la condensacion de
Dieckmann,®? la ciclacién intramolecular de Friedel-Crafts catalizada por acido'4y
la reaccion de Heck intramolecular,*®> son ejemplos de metodologias que se han
empleado para realizar la construccion del anillo de la tetrahidro—1-benzazepina a
través de la generacion de nuevos acoples C-C. Mientras que las reacciones de N—

heterociclacion de anilinas sustituidas con apéndices que contienen grupos

27



hidroxilo,'® carboxilatos!’ y olefinas,'® asi como la aminacién intramolecular de
cloruros de arilo!® y la expansién de anillos de 6 miembros de cetonas carbociclicas,
mediante reordenamientos moleculares de tipo Beckmann?® y Schmidt?!, son las
metodologias que se han utilizado para construir el anillo de la 1-benzazepina a
través de la generacion de un nuevo acople C—N. Las rutas sintéticas mencionadas
anteriormente han sido analizadas y recopiladas en anteriores Trabajos de Grado y
Trabajos de Investigacion realizados en el LSO,??23 y por eso no se profundizara en

ellos.

Figura 3. Modos de construccién del anillo de la tetrahidro—1-benzazepina.
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Debido al gran interés que presenta este sistema heterociclico, en el Laboratorio de
Sintesis Organica se desarrollé y se implementd con éxito una ruta sintética sencilla
y versatil para la preparacion efectiva de tetrahidro—1-benzazepinas 2,4—
disustuidas, utilizando como sustratos de partida las orto—alilanilinas de tipo (8)
(Esquema 1). En esta ruta de sintesis el paso clave es la construccion del anillo
azepinico mediante la formacién simultanea de un nuevo enlace C—C y de un nuevo
enlace O-C, que tiene lugar en un proceso de cicloadicion 1,3—dipolar

intramolecular de las nitronas (9), generadas in situ como resultado de una
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oxidacion selectiva del enlace C—N de (8), en las condiciones propuestas por
Murahashi y colaboradores.?* En este proceso de cicloadicién 1,3—dipolar se
pueden, eventualmente, formar los dos posibles cicloaductos: el 1,4—
epoxicicloaducto exo (10), que ha sido el producto principal aislado en todos los
casos,?>?% y el 1,4-epoxicicloaducto endo (11), que sélo se ha aislado como
producto minoritario en algunos casos.?”-?8 El anillo de la tetrahidro—1-benzazepina
propiamente dicho resulta después de que se realiza la apertura reductiva del

enlace N-O de los 1,4—epoxicicloaductos (10) y (11).

Esquema 2. “Sintesis de Palma” de 1,4—epoxitetrahidro—1-benzoazepinas.

1

R R! 0
AR Z N Z R! y H Rl /O H
— /\ /N + NN
4\R — R // H
H R

(10) (11)
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AN
|/ N l/
N R

L 10-Z+
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La implementacion de esta metodologia permiti6 la creacion de las nuevas
guimiotecas de derivados de la tetrahidro—1-benzazepina (14) y (15), (Esquema 2),
cuyas caracteristicas fisico—quimicas, espectroscopicas, asi como algunas de sus
propiedades bioldgicas, especialmente las propiedades antiparasitarias contra los

pardsitos T. cruziy L. chagasi, ya fueron reportadas en la literatura especializada.?®-
32
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Esquema 3. Quimiotecas de derivados de la tetrahidro—1-benzazepina desarrolladas con la ruta

sintética disefiada en el Laboratorio de Sintesis Organica (LSO).

R* R*
R3 = R? Z
Na, WO, (4-6 mol%) Tolueno Zn/AcOH/HC1
—_—
H,0, / MeOH + " reflujo
R2 NH R 222 R2 1?14\}( MecOH
R! R' O
[12] [13] [14]
OH
\o B B AR b e NP
1
Rl g R
=CH, H RS=H, CH3 NO, [15]
R%2=H, CH;,, Cl R%=H, 5-CH,, 3-CH,, 5-Br
R?=H, CHj, F, OCF;, Cl R7=H, Cl
R*=H, CH,4 R8=H, CH,4

El caracter general y la flexibilidad de la anterior ruta de sintesis se pudo comprobar
con la preparacion de las 2—exo-aril-1,4—epoxitetrahidro—1—-naftoazepinas (16) y
sus correspondientes cis—2—aril-4—hidroxitetrahidro—1—naftoazepinas (17), (Figura
4), las cuales en ensayos in vitro también mostraron una actividad antiparasitaria
destacada contra los parasitos mencionados anteriormente,3? asi como su actividad

ansiolitica en ensayos in vivo sobre ratones.3?

Figura 4. Derivados de la tetrahidro—1—-naftoazepina con actividad antiparasitaria y ansiolitica.
OH

(17) R
R=H,F, Cl, Br
R!=H, Br, Cl, OCH;, CH;
R?=H, CI, NO,
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4.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DEL NUCLEO DE LA PIPERAZINA

La piperazina es un heterociclo saturado de seis miembros que posee dos atomos
de nitrégeno ubicados en las posiciones 1,4. Este heterociclo tiene una gran
importancia en la industria farmacéutica, ya que se encuentra como el ndcleo central
0 como apéndice de las estructuras de numerosas drogas 0 compuestos organicos
bioactivos. Se ha estimado que este nlcleo esta presente en mas de 300.0003*
derivados sintéticos o semi-sintéticos, siendo, por esta razén, uno de los nucleos
privilegiados que mas se utilizan en la elaboracion de nuevos farmacos para tratar

distintas enfermedades.

A mediados de los afios 50 se descubrieron sus propiedades antihelminticas,
especialmente para tratar las infecciones intestinales causadas por las lombrices
Ascarislumbricoides y el Enterebius vermiculorais.® En la figura 5 se presentan las
estructuras de diferentes farmacos que contienen al nlcleo de la piperazina, y que
se emplean actualmente para diferentes propdsitos: la Ciclizina (18) es un
antihistaminico, la Amoxapina (19) es un antidepresivo, la Buspirona (20) es un
ansiolitico, la Flufenazina (21) es un antipsicotico, la Ranolazina (22) es un

antianginal, y el Iminatib (23) es un anticancerigeno.*:36
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Figura 5. Farmacos que poseen en sus estructuras al ndcleo de la piperazina.
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4.2.1 METODOS DE CONSTRUCCION DEL ANILLO DE LA PIPERAZINA

A escala industrial, King reportd la preparacion de poliaminas aciclicas y ciclicas de
alto y/o bajo peso molecular por un proceso de transaminacion, a partir de aminas
y poliaminas primarias y secundarias. Este proceso de transaminacién lo realizan
en condiciones drasticas de temperatura (153-157 °C), de presion (400 psig), y en
la presencia de niquel-Raney (Ni—Re) como catalizador.3” Cuando se parte del 1,2—
diaminopropano, por ejemplo, las trans(cis)-2,6—y 2,5—-dimetilpiperazinas isbmeras
son dos de los productos minoritarios que se forman. Por su parte, Pollard y
colaboradores® reportaron la preparacion de 1l1-arilpiperazinas, empleando
cantidades estequiométricas de hidrocloruros de aminas aromaticas vy
dietanolaminas. Huang y colaboradores,*° en el afio 2012, realizaron la construccion
del anillo piperazinico en condiciones mucho mas suaves, a partir del N—tosil-bis—

(2—(tosiloxi)etil)amina (24) y las aminas primarias (25), (Esquema 3).
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Esquema 4. Sintesis de las N-alquil(aril)-N'-tosilpiperazinas (26).

/ N\
Ts reflujo

R = alquilo, arilo

(24) (25) (26)

La sintesis de piperazinas N,N’'—disustituidas de tipo (30) también la realiz6 Henry,*°
usando como estrategia de sintesis la monoamidacién con aminas primarias de los
acidos iminodiaceticos N—sustituidos (27), seguido de la ciclocondensacion de las
monoamidas (28) en anhidrido acético, y la posterior reduccién de las piperazin—
2,5—dionas (29) con el complejo BHs—THF (Esquema 4).

Esquema 5. Sintesis de piperazinas N,N’—disustituidas.
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R=C¢Hs R!=CgH;
CH,C¢Hs  CH,C4H;
CH; 3-NO,C¢H,
3-Cl-4-CH;C(H

Uno de los reportes mas recientes sobre sintesis de piperazinas es el de Sanchez-
Rosell6 y colaboradores,** quienes describieron, en el afio 2014, la sintesis
diastereoselectiva de las cis— y trans—2—fenil-3—(trifluorometil)piperazinas (36) y
(38), a partir del (R)-2—amino—2—feniletanol (31), siguiendo la secuencia de

reacciones que se muestran en el esquema 5.
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Esquema 6. Sintesis diastereoselectiva de piperazinas 2,3—disustituidas.
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4.3 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE MOLECULAS CON EL NUCLEO DE LA 2,5-
DICETOPIPERAZINA

La 2,5—dicetopiperazina (39) (Figura 6), es un péptido ciclico pequefio, que por sus
interesantes propiedades ha sido intensamente estudiado en la quimica medicinal.
Este péptido ciclico hace parte constitutiva de las estructuras de diversos productos
naturales y sintéticos (mas de 20.000 compuestos),3* que se caracterizan por la
amplia gama de actividad biol6gica que poseen. Ademas, es considerado como un
nacleo estructural util en el disefio y desarrollo racional de nuevos agentes

terapéuticos debido a su habilidad de unirse a diferentes receptores.*?
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Figura 6. Estructura general de la 2,5—dicetopiperazina.
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Como ya se menciond, las 2,5—dicetopiperazinas hacen parte de numerosos
productos naturales como una subunidad aislada o en estructuras mas complejas y
grandes como las que son producidas por bacterias, hongos, plantas y animales. La
figura 7 muestra algunos ejemplos de piperazindionas producidas por bacterias
marinas de las familias Actinomycetes, como la (E)-3—((Z)-benciliden)-6—((R)—3—
hidroxi—2—metilpropiliden)—1-metilpiperazin—2,5-diona (40), Bacillus, como la
(3R,8aR)—-8a—hidroxi—3—isopropilhexahidropirrolo[1,2—a]pirazin—1,4—diona (41), y
por hongos marinos, como la (5aS,6S,10aR)—6-hidroxi—2—metil-3—metileno—10a—
(metiltio)-hexahidropirazino[1,2—a]indol-1,4—diona (42).43

Figura 7. Estructura de compuestos de origen marino que poseen el nicleo de la 2,5—

dicetopiperazina.
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En comparacion con los péptidos lineales, los compuestos que poseen el nucleo de
la dicetopiperazina (dipéptidos ciclicos) adquieren ciertas caracteristicas
importantes como la estabilidad a la protedlisis, el control de la estereoquimica de

los sustituyentes en cuatro de sus seis posiciones, rigidez conformacional,
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promocion de las interacciones de los grupos donadores o aceptores de enlaces de
hidrégeno, y el mejoramiento de las interacciones favorables con macromoléculas.*
Mencion especial merecen las 2,5-dicetopiperazinas que resultan de la
ciclocondensacion de diferentes amino—acidos, como las que se muestran en la
figura 8.%° De ellos, el dipéptido que resulta de la Histidina y la Prolina (ciclo His—
Pro (43)), se ha estudiado muy bien porque es un metabolito de la hormona
liberadora de tirotropina, el cual se ha encontrado en varios tejidos de los humanos
como el hipotadlamo, el estbmago y el eséfago; mientras que en tejidos de otras
especies como las ratas, se ha encontrado en el pancreas, los intestinos, y el
cerebelo, entre otros. Otros ciclopéptidos, como el ciclo Pro—Phe (44), que fue
aislado de la Rosellinia necatrix, revelé un amplio espectro antibacterial cuando se
prob6é contra cepas de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis. Ademas, el ciclo Pro—Tyr (45), que fue descubierto en los extractos
de levadura, resultd ser un agente blogueador de los canales de potasio, mientras
que el ciclo Pro-Trp (46), que fue encontrado en el moho, actia como un agente

antifangico, antibacterial y como un bloqueador de los canales de calcio y potasio.

Figura 8. Dipéptidos ciclicos encontrados como metabolitos en tejidos vegetales y animales.
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Ciclo (His-Pro) Ciclo (Pro-Phe) Ciclo (Pro-Tyr) Ciclo (Pro-Trp)
(43) (44) (45) (46)

Debido a sus caracteristicas estructurales y a su potencial terapéutico, numerosos
compuestos que poseen el nlcleo de la 2,5—dicetopiperazina han sido evaluados
como candidatos para la elaboracion de nuevos farmacos. Por esa razon, este
nacleo estructural se ha convertido en un importante objeto de estudio, tanto para

la sintesis como para el aislamiento de nuevas moléculas con actividad
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antiarritmica,*® antibiética,** antifingica,** neuroprotectora,** ansiolitica,** anti—

inflamatoria,* anticancerigena**46 y antiviral.*4

La 2,5—dicetopiperazina es el nacleo central de dipéptidos ciclicos naturales que
actian como antibioticos (figura 9); tal es el caso de la Cicloserina (47), la cual se
utiliza para tratar la tuberculosis producida por Mycobacterium tuberculosis**. La
Cairomicina B (48) es otro dipéptido aislado de bacterias del género Streptomyces
As—C-19, que se utiliza para el tratamiento de infecciones producidas por las
bacterias Gram—positivas.*” Por ultimo, Miyoshi y colaboradores*® desarrollaron
varios antibiéticos semi—sintéticos a partir del dipéptido natural Biciclomicina (49),

con el fin de incrementar su actividad antimicrobiana.

Figura 9. Antibitticos naturales que poseen el nlcleo de la 2,5—dicetopiperazina.
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Con respecto al dipéptido ciclico (43), se logr6 establecer que, ademas, de actuar
como un agente neuroprotector, también exhibe una gran variedad de efectos sobre
el sistema nervioso central (SNC). Es por esta razén que se han realizado esfuerzos
para funcionalizar su estructura y crear asi otros péptidos relacionados, pero con
mayor actividad y con menos efectos secundarios, como los tres péptidos (50), (51)

y (52) que aparecen en la figura 10.%4
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Figura 10. Dipéptidos con potencial actividad neuroprotectora desarrollados a partir del péptido
modelo (43).
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El factor activador de plaguetas (PAF, por sus siglas en inglés), es un fosfolipido
enddgeno, del cual se sabe que es un potente mediador de la anafilaxia y la
inflamacién. Shimazaki y colaboradores*® reportaron el descubrimiento de dos
nuevos compuestos ciclicos del tipo 2,5—dicetopiperazina, el FR106969 (53), que
fue aislado del hongo Penicillium citrinum, y el FR900452 (54), que fue aislado de
la bacteria Streotimyces phaeofaciens. Estos autores también realizaron la sintesis
de nuevos dipéptidos a partir de las moléculas descubiertas, siendo el dipéptido (55)

el que presentd mayor inhibicion del receptor PAF, con un ICso = 36 nM.

Figura 11. Compuestos que contiene el ndcleo de la 2,5—dicetopiperazina con actividad anti—

inflamatoria.
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El ndcleo de la 2,5—-dicetopiperazina también esta presente en moléculas con un
alto potencial anticancerigeno. Esa clase de compuestos se puede dividir en 4

grupos:

1) Moléculas que actian como agentes de unién al ADN: En la busqueda de
nuevos compuestos que puedan ayudar a combatir las lineas celulares del
carcinoma de mama y de colén, se sintetizO y se evaludo la nueva
espirodicetopiperazina (56). Este dipéptido revel6 un potencial citotoxico similar al
de los farmacos que frecuentemente se utilizan para el tratamiento de estos
carcinomas,®® como la Doxorrubicina o la Mitoxantrona. La ventaja que posee este
nuevo compuesto sobre los farmacos existentes, es que no se ha desarrollado

ningun tipo de resistencia por parte de las células cancerigenas.

2) Moléculas que actian como inhibidores del ciclo celular: Las triprostatinas
son una familia de compuestos que fueron aisladas del hongo marino Aspergillus
fumigatus. La Triprostatina A (57) es un inhibidor de la proteina BCRP/ABCGZ2, que
es la que media la resistencia a la quimioterapia del cAncer de mama, mientras que
la Triprostatina B (57) actiia como un inhibidor del ciclo celular en los mamiferos.
Mediante estudios SAR (Structure—activity relationship) realizados a la estructura de
la Triprostatina A, lograron crear la nueva familia de dipéptidos (58), con el fin de
evaluar su habilidad para inhibir el crecimiento de la proteina BCRP y la interrupcién

del ciclo celular en las células tsFT210.°1

3) Moléculas que actian como inhibidores de la proteina de resistencia de
cancer de mama (BCRP, por sus siglas en inglés): El mismo hongo marino A.
fumigatus también produce una serie de compuestos conocidos como
fumitremorginas, los cuales resultan de la anelacion de las triprostatinas. Una de
ellas, la Fumitremorgina C, presenta la misma actividad inhibitoria sobre la proteina
BCRP que la presentada por los dipéptidos (59). Debido a la toxicidad de la

Fumitremorgina C sobre el sistema nervioso central, otros derivados sintéticos,
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como los dipéptidos (58), se han propuesto para potenciar su actividad inhibitoria y

disminuir sus efectos secundarios.**

4) Moléculas que actuan como agentes de despolimerizacion de la tubulina:
La (-)—Fenilahistina, un metabolito fangico aislado del hongo Aspergillus ustus, es
un agente citotdxico potente contra varias lineas celulares cancerigenas. La sintesis
de nuevos derivados de este metabolito derivo en el posterior desarrollo del farmaco
Plinabulin (60), el cual, en ensayos preclinicos, resultdé ser un agente disruptor
vascular de tumores cancerigenos de la préstata, colon, sarcoma y mama. Su modo
de accion consiste en atacar los vasos sanguineos del tumor para inducir la muerte

celular por necrosis.*

Figura 12. Derivados de la 2,5—dicetopiperazina como agentes anticancerigenos
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4.3.1 METODOS DE CONSTRUCCION DEL ANILLO DE LA 25-
DICETOPIPERAZINA.

El ndcleo de la 2,5-dicetopiperazina se suele construir utilizando diferentes
precursores y diferentes enfoques metodologicos; estos ultimos se pueden clasificar
de acuerdo al tipo de enlace que se forma en la etapa clave de la construccion del
anillo (Figura 13). El primer enfoque metodoldgico consiste en la construccion del
anillo de la 2,5—dicetopiperazina mediante la generacion de un nuevo acople N-C,
que tiene lugar durante la ciclocondensacion de mono amidas del tipo (61),
previamente preparadas a partir a—aminoacidos protegidos y ésteres de otros a—

aminoacidos.44.52:53

Figura 13. Clases de sustratos utilizados en las diferentes metodologias para acceder al nicleo de
la 2,5—dicetopiperazina.

(0]
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Un ejemplo de este enfoque metodoldgico es la reaccion de Ugi, la cual representa
un método alternativo para acceder a los precursores aciclicos, y ofrece mayor
diversidad y ventajas quimicas debido a que se lleva a cabo en un solo paso (one
pot) y sin el uso de reactivos de acoplamientos costosos, caracteristicas éstas que
son aprovechadas para crear librerias de 2,5-dicetopiperazinas.** Se han
desarrollado metodologias mas amigables con el medio ambiente para la obtencion
de los dipéptidos ciclicos, utilizando calentamiento por microondas y agua como
disolvente de la reaccion. Bajo estas condiciones, se pudieron sintetizar 2,5—

dicetopiperazinas opticamente puras N—sustituidas con altos rendimientos.>*

En el segundo enfoque metodolégico también se accede al anillo de la 2,5—
dicetopiperazina mediante la generacion de un nuevo enlace C—N, que tiene lugar
durante la ciclacion intramolecular de diamidas halégeno sustituidas del tipo (62) en
medio basico.* El uso de la reaccién de Ugi de cuatro componentes también se
puede utilizar aqui, pero haciendo una seleccion cuidadosa de los sustratos de
partida que garantice tanto la generacion de los aductos intermedios como su
posterior N-alquilacién intramolecular, la cual, al final, conduce a las

dicetopiperazinas deseadas.**

El tercer enfoque metodologico se basa en la construccion del anillo de la
dicetopiperazina mediante la generacion de un nuevo enlace C-C, que tiene lugar
durante la ciclacién de N—formilacetamidas del tipo (63). Con ayuda de este enfoque
metodoldgico se sintetizaron derivados del compuesto de origen natural MPC1001
(66), el cual mostro, en ensayos in vitro, una potente actividad citotoxica contra

células malignas del cancer de préstata.*
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Figura 14. Estructura molecular del compuesto natural MPC1001.

Se conocen otros enfoques metodoldgicos, aunque se usan con menos frecuencia,
gue se basan en ciclaciones tandem con formacion del anillo de la dicetopiperazina
a través de los acoples N1—Cs/N4—Cs, a partir de los precursores del tipo (63), y/o
los acoples Cs—Ns—Cs, usando los precursores del tipo (64). Asi, Maw vy
colaboradores,> a partir de precursores del tipo (63), prepararon una nueva serie
de derivados del farmaco Tadalafil (67), el cual se utiliza para el tratamiento de la

disfuncion eréctil.

Figura 15. Estructura del farmaco Tadalafil.
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Por otro lado, Siwicka y colaboradores reportaron la sintesis de varias 2,5—diceto—
piperazinas mediante la ciclocondensacion de Pictet—-Spengler de los precursores
del tipo (64), que no son otra cosa que amino—aductos aciclicos, como el formado

entre la triptamina y un L—amino&cido.>®

4.4 Aspectos estructurales y actividad bioldégica de derivados de la

hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—a]azepina.

En la literatura se han descrito muy pocos compuestos que contienen el nucleo de
la 1(2)-benzazepina fusionado por la cara a con otro sistema heterociclo. De esas
pocas 1-benzazepinas fusionadas conocidas se deben destacar los sistema beta—
lactdmicos (68) y (69), descritos por Monleén y colaboradores®’, los cuales
mostraron una inhibicion entre el 97 y 98% de la actividad enzimatica de la proteasa
Human Leukocyte Elastase (HLE). Esta proteasa, cuando su inhibicién fisiolégica
no esta regulada, se involucra en patologias como el enfisema pulmonar, la artritis
reumatoide, la psoriasis, y la fibrosis quistica, entre otras. También se debe resaltar
al compuesto benzotriazolazepinico (70), descrito por Zhang y colaboradores, el

cual fue evaluado como un nuevo agente antiepiléptico (Figura 16).

Figura 16. Ejemplos de sistemas fusionados de la 1-benzazepina.
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En cuanto a sistemas fusionados de la 2-benazepina, Warshawsky vy
colaboradores®® describieron la sintesis del acido (4S,7S,12bS)-7—(2—bencil-4—
metoxi—4—oxobutanamido)-6-oxo0-1,2,3,4,6,7,8,12b—octahidrobenzo|c]-

pirazino[1,2—a]azepina—4—carboxilico (71), (Figura 17), en cuya estructura el anillo
de la tetrahidro—2—benzazepina, en forma de lactama, se encuentra fusionado a uno
de piperazina por la cara a; este acido resultdé ser un inhibidor efectivo de los
enzimas convertidores de angiotensina (ACE) y encefalinasa. Otros analogos de
este compuesto también fueron sintetizados y evaluados como potenciales agentes
analgésicos, antidepresivos, diuréticos, asi como inhibidores de la proliferacion de

células lisas musculares.>®

Figura 17. Un ejemplo de derivados del sistema triciclico de la tetrahidro—3H—benzo[c]azepin—-3—
ona.
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Brewer y colaboradores,®® en el afio 1989, reportaron la sintesis del derivado N—
acilado del sistema triciclico de la pirazino[2,1-a][2]benzazepina (78), a través de la
secuencia de reacciones que se muestran en el esquema 6. Estudios posteriores
de actividad biolégica revelaron la promisoria actividad antihelmintica del

compuesto (78), especialmente contra el parasito Taenia crassiceps.
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Esquema 7. Un ejemplo de sintesis de derivados del sistema triciclico de la pirazino[2,1-
a][2]benzazepina con actividad antiparasitaria.
H02C COZH
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Casara y colaboradores,®! en el afio 2008, sintetizaron una serie de moléculas para
ser evaluadas en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la aceleracion
del proceso de la apoptosis. En el esquema 7 se presentan los diferentes pasos de
la ruta de sintesis utilizada por los autores para obtener el compuesto (88), en cuya
estructura el ndcleo de la piperazina se encuentra fusionado a la cara a del nacleo
de la tetrahidro—1-benzazepina, siendo éste el primer compuesto al que se le puede
considerar como un analogo estructural de los compuestos objeto de estudio en
esta investigacion. El compuesto (88) reveld interesantes propiedades pro—

apoptoticas, que son esenciales para el tratamiento de varios tipos de cancer.
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Esquema 8. Sintesis multi—etapas del compuestos (88) con propiedades pro—apoptoticas.
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Otros compuestos analogos de los propuestos en este Trabajo de Grado, son el
(96) y su derivado N-metilado (97), los cuales fueron estudiados, en el afio 2010,
por Wangy colaboradores®? como agonistas y antagonistas de los receptores 5—HT.
Este tipo de receptores estd implicado en diversos procesos fisiologicos y
fisiopatologicos. Se cree que estos receptores en el sistema nervioso central estan
involucrados en el control del apetito, el humor, la ansiedad, las alucinaciones, el
suefo, el vomito y la percepciéon del dolor. En el esquema 8 se muestra la ruta
sintética multi—etapas empleada por los autores para acceder a esta clase de

compuestos.
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Esquema 9. Ruta sintética utilizada por Wang y colaboradores para acceder al compuesto (96) y

su N—metil derivado (97).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Los reactivos, catalizadores y disolventes utilizados en la preparacion de todos los
compuestos intermedios y finales fueron de grado para sintesis, de las marcas
Merck, Aldrich, J.T. Baker y Alfa Aesar. El control del avance de las reacciones, asi
como la pureza de los diferentes productos, se verificé por cromatografia en capa
fina (CCF) sobre cromatoplacas de silica gel 60 F2s4 soportada sobre aluminio de la
casa fabricante Merck, las cuales fueron visualizadas en una camara de revelado
Spectroline UV-VIS Model CM—-10 (A = 366 y 254 nm), o reveladas con vapores de
yodo (I2) y/o solucién etandlica de acido fosfomolibdico.

La purificacion de cada uno de los productos obtenidos en las diferentes etapas de
la sintesis se realiz6 por cromatografia en columna, utilizando como fase
estacionaria gel de silice (70-230 y 230-400 Mesh) y como eluentes, mezclas de
heptano—acetato de etilo y/o acetato de etilo—etanol (metanol). Las fracciones de los
productos aislados se concentraron en un rotoevaporador marca Bichi R—-200
conectado a un sistema de vacio Buchi V-700. Adicionalmente, los productos
sélidos fueron nuevamente recristalizados de mezclas de heptano—acetato de etilo
0 acetato de etilo—etanol. Los puntos de fusion (no corregidos) de los compuestos
sélidos se determinaron en un fusiometro Mel-Temp 1201D, y los valores se

reportaron como el promedio de tres determinaciones consecutivas.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro BRUKER TENSOR
27 en un mdédulo de platino ATR (sustancias soélidas y liquidas). La toma de los
cromatogramas y espectros de masas se realizé en un cromatégrafo de gases
HP5890 serie Il acoplado a un detector selectivo de masas HP5972 (70 eV) (CG—
MS), en el Laboratorio de Cromatografia de la UIS, o en un equipo Bruker Amazon
X acoplado a un detector selectivo de masas de trampa ionica de baja resolucion
(ESI-MS), en el Laboratorio de Espectrometria de Masas de la UIS. Los espectros
de masas de alta resolucion se tomaron en un espectrémetro de masas QTOF

Agilent modelo 6520B acoplado a un HPLC Agilent-1200; equipado con una
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columna Agilent Zorbax extend C18 (2.1 mm x 50 mm x 1,8 ym) PN 727700-902 ,
usando el siguiente método de HPLC: flujo 0.4 mL/min, elucion en gradiente 0-5
min desde acetonitrilo/agua 10% (0.1% acido férmico) a acetonitrilo 100% (0.1%
acido férmico), mas 2 min adicionales a esta concentracion; el método de ionizacion
es ESI positivo, software de Acquisicion: 6200 series TOF/6500 serie, Version: Q—
TOF B.05.01 (B5125.3), y/o un espectrometro Water Micromass AutoSpec-Ultima,
con ionizacion por impacto de electrones, insercion directa de la muestra en la
camara de ionizacion y sector magnético como analizador; estos dos ultimos
equipos pertenecen al Centro de Instrumentacién Cientifico—Técnica (CICT) de la
Universidad de Jaén (UJA), Espafia.

Los espectros unidimensionales de RMN 'H y 13C, asi como los bidimensionales de
correlacion homonuclear (*H,'H-COSY) y heteronuclear (HMBC y HSQC) fueron
registrados en un espectrémetro BRUKER AVANCE 111-400, utilizando cloroformo
(CDCls) y/o dimetilsulfoxido (DMSO-ds) deuterados como disolventes y estandares

internos, en el Laboratorio de RMN de la UIS.

5.1 Preparacion de los 2—((2-alilaril)lamino)acetatos de metilo la—g.

Figura 18. Estructura general de los 2—((alilaril)amino)acetatos de metilo 1la—g.
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Metodologia General

La preparacion de estos productos de partida se realizé utilizando las mismas
condiciones experimentales reportadas por Guerrero’® y Sanabria.?® Las
propiedades fisico—quimicas y espectroscopicas también coinciden con las
reportadas por estos mismos autores, exceptuando las de 1d, 1f y 1g, porque estos

compuestos se describen por primera vez.

5.1.1 2—((2-Alilfenil)amino)acetato de metilo la. De 4.52 g (33.94 mmoles) de 2—
alilanilina, 3.15 mL (33.94 mmoles) de bromoacetato de metilo, 4.32 g (40.73
mmoles) de carbonato de sodio, 0.06 g (0.34 mmoles) de yoduro de potasio, y
después de 14 horas de reaccién, se obtuvieron 5.46 g (26.58 mmoles, 78.25%) de
la. Ci2H1sNO2 (205.26 g/mol).

5.1.2 2—((2-Alil-4—metilfenil)amino)acetato de metilo 1b. De 3.38 ¢
(22.96mmoles) de la 2-alil-4—-metilanilina, 2.13 mL (22.96 mmoles) de
bromoacetato de metilo, 2.92 g (27.55 mmoles) de carbonato de sodio y 0.04 g (0.23
mmoles) de yoduro de potasio, y después de 8 horas y media de agitacion, se
obtuvieron 4.13 g (18.83 mmoles, 82.00%) de 1b, CisHi7NO2 (219.28 g/mol).

5.1.3 2—((2-Alil-4—flaorofenil)amino)acetato de metilo 1lc. De 1.52 g (10.05
mmoles) de la 2-alil-4—flGoranilina, 0.93 mL (10.05 mmoles) de bromoacetato de
metilo, 1.28 g (12.06 mmoles) de carbonato de sodio y 0.02 g (0.10 mmoles) de
yoduro de potasio, y después de 13 horas de agitacién, se obtuvieron 1.43 g (6.40
mmoles, 63.50%) de 1c, Ci12H14FNO2 (223.25 g/mol).

5.1.4 2—((2—-Alil-4—clorofenil)amino)acetato de metilo 1d. De 2.70 g (16.10
mmoles) de la 2—alil-4—cloroanilina, 1.50 mL (16.10 mmoles) de bromoacetato de
metilo, 2.05 g (19.32 mmoles) de carbonato de sodio y 0.27 g (1.61 mmoles) de

yoduro de potasio, y después de 12 horas de agitacion, se obtuvieron 2.98 g (12.44
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mmoles, 77.30%) de 1d, C12H14CINO2 (239.70 g/mol). 'H RMN (400 MHz, CDCls):
0=7.10(dd,J=8.5,25Hz, 1H,5-H),7.05(d,J=25Hz, 1 H, 3-H), 6.40 (d, J =
8.5 Hz, 1 H, 6-H), 5.92 (ddt, J = 16.8, 10.7, 6.2 Hz, 1 H, =CH-), 5.15-5.20 (m, 2 H,
=CHy), 4.39 (t, J =5.2 Hz, 1 H, N-H), 3.90 (d, J = 5.2 Hz, 2 H, N-CH2), 3.79 (s, 3 H,
—OCHeg), 3.31 (dt, J = 6.2, 1.6 Hz, 2 H, —CH2-) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCl3): §
=171.4 (C=0), 143.7 (1-C), 134.8 (-HC=), 129.7 (3—-C), 127.3 (5-C), 125.9 (2-C),
122.7 (4-C), 117.3 (=CH2), 111.5 (6—C), 52.4 (—OCH?3), 45.6 (N-CH2), 36.1 (—CH2>—
) ppm. IR (ATR): vmax = 3420 (N-H), 2953 (C-H), 1743 (C=0), 1637 (C=Caiio), 1507
(C=Carom.), 1215 (C-0), 908 (=C—Haiilo) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 239
(M*, 35Cl, 52), 182 (32, 3'Cl), 180 (100), 165 (8), 164 (27), 152 (20), 145 (58), 144
(48).

5.1.5 2—((2-Alil-4—-bromofenil)amino)acetato de metilo le. De 1.95 g (9.19
mmoles) de la 2-alil-4—bromoanilina, 0.92 mL (9.19 mmoles) de bromoacetato de
metilo, 1.17 g (11.03 mmoles) de carbonato de sodio y 0.01g (0.09 mmoles) de
yoduro de potasio, y después de 15 horas de agitacion, se obtuvieron 2.10 g (7.39
mmoles, 80.58%) de 1e, Ci2H14BrNO2 (284.15 g/mol).

5.1.6 2—((2-Alil-3,5-dimetilfenil)Jamino)acetato de metilo 1f. De 2.50 g (15.50
mmoles) de 2-alil-3,5—dimetilanilina, 1.44 mL (15.50 mmoles) de bromoacetato de
metilo, 1.97 g (18.60 mmoles) de carbonato de sodio y 0.03 g (0.16 mmoles) de
yoduro de potasio, y después de 3 horas de agitacion, se obtuvieron 2.70 g (11.58
mmoles, 74.70%) de 1f. C14aH19NO2 (233.31 g/mol). *H RMN (400 MHz, CDClz): 5=
6.50 (sa, 1 H, 4-H), 6.22 (sa, 1 H, 6-H), 5.87-5.94 (m, 1 H, -CH=), 5.06-5.11 (m, 2
H, =CHz), 3.91 (sa, 2 H, N-CH2) 3.79 (s, 3 H, —OCH3), 3.35 (dt, J = 5.7, 1.6 Hz, 2 H,
—CH2>-), 2.27 (s, 3 H, 3-CH3), 2.25 (s, 3 H, 5—CHs3) ppm. 13C RMN (100 MHz, CDCl3):
0=171.9 (C=0), 145. 3 (1-C), 137.0 (5-C), 136.6 (3—C), 134.9 (=CH-), 121.3 (4—
C), 119.5 (2-C), 115.5 (=CH2), 109.7 (6-C), 52.2 (-OCHs), 46.0 (N-CH2), 31.3 (-
CH2-), 20.0 (3—CHs), 21.4 (5—CHs3) ppm. IR (ATR): wmax = 3420 (N-H), 2952 (C-H),
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1744 (C=0), 1635 (C=Caiit), 1512 (C=Carom.), 1202 (C—O), 908 (=C—Haiio) cm~t. CG—
EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 233 (M*, 53), 218 (9), 174 (100), 160 (32), 159 (45), 158
(45), 146 (32).

5.1.7 2—((2—-Alil-4—-metoxifenil)amino)acetato de metilo 1g. De 6.45 g (39.52
mmoles) de la 2-alil-4—metoxianilina, 3.66 mL (39.52 mmoles) de bromoacetato de
metilo, 5.03 g (47.42 mmoles) de carbonato de sodio y 0.07 g (0.40 mmoles) de
yoduro de potasio, y después de 3 horas de agitacion, se obtuvieron 5.93 g (25.21
mmoles, 63.80%) de 1g. C13H17NOs (235.28 g/mol). *H RMN (400 MHz, CDCl3): 6 =
6.70-6.74 (m, 2 H, 3—-H, 5-H), 6.45-6.47 (m, 1 H, 6—H), 5.90-6.00 (m, 1 H, —CH=),
5.13-5.19 (m, 2 H, =CH2), 4.10 (s, 1 H, N-H), 3.89 (s, 2 H, N-CH2), 3.77 (s, 3 H, 4—
OCHg), 3.75 (s, 3 H, —OCHz3), 3.34 (dt, J = 6.2, 1.3 Hz, 2 H, —CH2-) ppm. 13C RMN
(100 MHz, CDClz): 6=172.0 (C=0), 152.4 (4-C), 139.4 (1-C), 135.5 (-CH=), 126.2
(2-C), 116.7 (3—C, =CH>), 112.0 (5-C), 111.8 (6—C), 55.7 (4—OCHzs), 52.3 (-OCHz3),
46.5 (N-CHz2), 36.5 (-CH2-) ppm. IR (ATR): wmax = 3400 (N-H), 2956 (C-H), 1740
(C=0), 1637 (C=Caiio), 1507 (C=Carom.), 1205 (C-0), 907 (=C—Haiio) cm~t. CG-EM
(IE, 70 eV): m/z (%) = 235 (M**, 69), 176 (100), 162 (9), 161 (28), 160 (46), 148 (26),
145 (27).

5.2 Sintesis de los (2SR,4RS)-2,3,4,5-tetrahidro—1,4—epoxibenzo[b]azepina—

2—carboxilatos de metilo 2a—g.

Figura 19. Estructura general de los 1,4—epoxicicloaductos 2a—g.
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Metodologia General

La sintesis de estos compuestos se realizé utilizando las mismas condiciones
experimentales reportadas por Guerrero,?® Acosta?’?® y Blanco.?® Las propiedades
fisico—quimicas y espectroscopicas también coinciden con las reportadas por
Guerrero,?8 exceptuando las de 2d, 2f y 2g, porque estos compuestos se describen

por primera vez.

5.2.1 (2SR,4RS)-2,3,4,5-Tetrahidro-1,4—epoxibenzo[b]azepina—2-carboxilato
de metilo 2a. De 3.76 g (18.32 mmoles) de la, 7.42 mL de peréxido de hidrégeno
(73.28 mmoles), 0.60 g de Na2W0O4.2H20 (1.83 mmoles), y después de 18 horas de
agitacion a temperatura ambiente, seguido de 6 horas de calentamiento en tolueno
a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.92 g de 2a (8.76 mmoles, 47.8%).
C12H13NO3 (219.24 g/mol).

5.2.2 (2SR, 4RS)-7-Metil-2,3,4,5—tetrahidro—-1,4—epoxibenzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 2b. De 2.54 g (11.59 mmoles) de 1b, 4.69 mL de perdxido
de hidrégeno (46.37 mmoles), 0.38 g de Na2W0O4.2H20 (1.15 mmoles), y después
de 14 horas de agitacibn a temperatura ambiente, seguido de 5 horas de
calentamiento en tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.50 g (6.44
mmoles, 55.55%) de 2b. C13H1sNO3 (233.27 g/mol).

5.2.3 (2SR,4RS)-7-Fluor-2,3,4,5—tetrahidro-1,4—epoxibenzo[blazepina—2—
carboxilato de metilo 2c. De 3.05 g (13.08 mmoles) de 1c, 5.30 mL de perdxido
de hidrogeno (52.32 mmoles), 0.43 g de Na2W0O4.2H20 (1.31 mmoles), y después
de 15 horas de agitacion a temperatura ambiente, seguido de 6 horas de
calentamiento en tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.54 g (6.51
mmoles, 49.78%). de 2c. C12H12FNO3 (237.23 g/mol).
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5.24 (2SR,4RS)-7-Cloro-2,3,4,5-tetrahidro-1,4—epoxibenzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 2d. De 2.94 g (12.26 mmoles) de 1d, 4.96 mL de peroxido
de hidrogeno (49.12 mmoles), 0.41 g de Na2W0O4.2H20 (1.23 mmoles), y después
de 20 horas de agitacion a temperatura ambiente, seguido de 8 horas de
calentamiento en tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.45 g (5.71
mmoles, 46.54%) de 2d. Aceite amarillo vitreo. Ri = 0.28 (25% acetato de etilo—
heptano). *H RMN (400 MHz, CDClz): §=7.13 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1 H, 8-H), 7.09
(d,J=2.2Hz, 1H, 6-H), 7.05(d, J =8.4 Hz, 1 H, 9-H), 4.87-4.91 (m, 1 H, 4-H),
4.09 (dd, J=9.0, 2.6 Hz, 1 H, 2—H), 3.81 (s, 3 H, -OCHg3s), 3.34 (dd, J = 16.9, 5.3 Hz,
1 H, 5-Ha), 2.95 (dddd, J = 12.8, 7.8, 2.6, 1.1 Hz, 1 H, 3—Hx), 2.48 (da, J = 16.9 Hz,
1 H, 5-Hg), 2.26 (ddd, J = 12.8, 9.0, 1.7 Hz, 1 H, 3—Hs) ppm. 3C RMN (100 MHz,
CDCls): 6= 171.1 (C=0), 147.7 (9a-C), 131.7 (7-C), 129.7 (6—-C), 127.1 (5a-C),
127.0 (8-C), 123.3 (9-C), 74.2 (4-C), 73.0 (2-C), 52.9 (-OCHpgs), 36.9 (3-C), 34.2
(5-C) ppm. IR (ATR): vmax = 3015 (C-H), 1740 (C=0), 1475 (C=Carom.), 1277 (C-
N), 1055 (C-0), 951 (N-0) cm~t. CG—EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 253 (M*", 3°Cl, 100),
235 (4), 194 (70), 177 (14), 166 (41), 164 (47), 138 (37), 152 (18). EMAR (IE, 70
eV): m/z Calculado para C12H12CINO3s: 253.0506, encontrado: 253.0511.

5.25 (2SR,4RS)-7-Bromo-2,3,4,5—-tetrahidro-1,4—epoxibenzo[b]azepina—2—
carboxilato de metilo 2e. De 2.16 g (7.59 mmoles) de 1e, 2.40 mL de peréxido de
hidrégeno (30.36 mmoles), 0.25 g de Na2W0O4.2H20 (0.76 mmoles), y después de
22 horas de agitacion a temperatura ambiente, seguido de 10 horas de
calentamiento en tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.30 g (4.35
mmoles, 57.31%) de 2e. C12H12BrNO3 (298.14 g/mol).

5.2.6 (2SR,4RS)-6,8-Dimetilo-2,3,4,5-tetrahidro-1,4—epoxibenzo[b]azepina—
2—carboxilato de metilo 2f. De 2.38 g (10.20 mmoles) de 1f, 4.13 mL de peroxido
de hidrogeno (40.80 mmoles), 0.34 g de Na2W0O4.2H20 (1.02 mmoles), y después
de 21 horas de agitacibn a temperatura ambiente, seguido de 7 horas de

calentamiento en tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.23 g (4.96
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mmoles, 48.62%) de 2f. Sélido blanco, P.f. 117-119 °C. Rf= 0.35 (25% acetato de
etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDCl3): 6=6.83 (s, 1 H, 7-H), 6.80 (s, 1 H, 9—
H), 4.93-4.96 (m, 1 H, 4-H), 4.12 (dd, J = 9.0, 2.8, Hz, 1 H, 2—-H), 3.82 (s, 3 H, —
OCHgs), 3.13 (dd, J =16.7, 5.4 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.93 (dddd, J = 12.8, 8.0, 2.8, 1.0 Hz,
1 H, 3-Ha), 2.31 (da, J = 16.7 Hz, 1 H, 5-Hg), 2.27 (s, 3 H, 8—CH3), 2.24 (ddd, J =
12.8,9.0, 1.6 Hz, 1 H, 3-Hg), 2.13 (s, 3 H, 6—CH3) ppm. 13C RMN (100 MHz, CDClz3):
0=171.5 (C=0), 149 (9a—C), 137.6 (6—C), 136.3 (8—C), 128.6 (7-C), 120.2 (5a—-C),
120.0 (9-C), 74.8 (4-C), 73.1 (2-C), 52.8 (—OCHg), 37.3 (3-C), 32.7 (5-C), 18.4 (6—
CHs), 21.0 (8—CHs) ppm. IR (ATR): vmax = 3008 (C-H), 1736 (C=0), 1481 (C=Carom.),
1286 (C-N), 1026 (C-0), 993 (N-0) cm~. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 247 (M*",
100), 188 (47), 160 (34), 158 (65), 157 (45), 146 (45), 132 (32). EMAR (IE, 70 eV):
m/z Calculado para Ci14H17NOs: 247.1208, encontrado: 247.1207.

5.2.7 (2SR,4RS)-7-Metoxi-2,3,4,5—-tetrahidro-1,4—epoxibenzo[b]azepina—2—-
carboxilato 2g. De 2.03 g (8.64 mmoles) de 1g, 3.50 mL de perdxido de hidrégeno
(34.56 mmoles), 0.28 g de Na2W0O4.2H20 (0.86 mmoles), y después de 7 horas y
media de agitacion a temperatura ambiente, seguido de 1 hora de calentamiento en
tolueno a reflujo de la nitrona formada, se obtuvieron 1.06 g (4.26 mmoles, 49.26%)
de 2g. Sélido blanco, P.f. 79-80 °C. Rs= 0.20 (25% acetato de etilo—heptano). *H
RMN (400 MHz, CDClz): 6=7.04 (d, J =8.7 Hz, 1 H, 9-H), 6.69 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz,
1H, 8-H), 6.61 (d, J = 2.8 Hz, 1 H, 6-H), 4.86-4.89 (m, 1 H, 4-H), 4.08 (dd, J = 9.0,
2.7 Hz, 1 H, 2-H), 3.81 (s, 3 H, OCH3s), 3.76 (s, 3 H, 7-OCHs), 3.35 (dd, J = 16.7,
5.3 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.92 (dddd, J = 12.8, 7.8, 2.7, 1.2 Hz, 1 H, 3-Ha), 2.48 (d, J =
16.7 Hz, 1 H, 5-Hg), 2.28 (ddd, J =12.8, 9.0, 1.7 Hz, 1 H, 3—Hg) ppm. 3C RMN (100
MHz, CDCls): 6=171.4 (C=0), 157.9 (7-C), 142.4 (9a-C), 126.2 (5a—C), 123.0 (9-
C), 114.7 (6-C), 112.2 (8-C), 74.4 (4-C), 73.2 (2-C), 55.4 (7-OCHz3), 52.7 (—OCH3),
36.9 (3-C), 34.6 (5-C) ppm. IR (ATR): wmax = 2971 (C-H), 1736 (C=0), 1494
(C=Carom.), 1254 (C-N), 1029 (C-0), 951 (N-O) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%)
= 249 (M*, 66), 190 (100), 175 (9), 162 (66), 160 (42), 148 (51), 134 (23). EMAR
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(Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci3H1sNO4 [M + H ]*: 250.1074, encontrado:
250.1074.

5.3 Sintesis de los cis—4-hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—-
carboxilatos de metilo 3a—g.

Figura 20. Estructura general de los cis—4—hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—1H—-benzo[b]azepina—2—

carboxilatos de metilo 3a—g.
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Metodologia General

La sintesis de estos compuestos se realizé utilizando las mismas condiciones
experimentales reportadas por Guerrero,?® Acosta,?’?y Blanco.?® Las propiedades
fisico—quimicas y espectroscopicas también coinciden con las reportadas por
Guerrero,?8 exceptuando las de 3d, 3f y 3g, porque estos compuestos se describen

por primera vez.

5.3.1 cis—4-Hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de
metilo 3a. De 1.50 g (6.84 mmoles) de 2a, 8.94 g (136.80 mmoles) de zinc en polvo,
5.48 mL de acido acético glacial (95.76 mmoles), 7.93 mL de &cido clorhidrico (95.76
mmoles), y después de 60 min de agitaciéon a 0 °C, se obtuvieron 1.39 g (6.30
mmoles, 92.14%) del a—aminoéster 3a. C12H1sNO3 (221.26 g/mol).
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5.3.2 cis—4-Hidroxi—7-metil-2,3,4,5-tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—-2-
carboxilato de metilo 3b. De 1.90 g (8.14 mmoles) de 2b, 10.84 g (165.80 mmoles)
de zinc en polvo, 6.52 mL de acido acético glacial (113.96 mmoles), 9.44 mL de
acido clorhidrico (113.96 mmoles), y después de 60 min de agitacion a 0 °C, se
obtuvieron 1.79 g (7.61 mmoles, 93.44 %) del a—aminoéster 3b. C13H17NO3 (235.28
g/mol).

5.3.3 cis—=7-Fluor-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 3c. De 0.50 g (2.11 mmoles) de 2c, 2.76 g (42.16 mmoles)
de zinc en polvo, 1.69 mL de &cido acético glacial (29.51 mmoles), 2.44 mL de &cido
clorhidrico (29.51 mmoles), y después de 60 min de agitacién a 0 °C, se obtuvieron
0.44 g (1.84 mmoles, 87.45%) del a—aminoéster 3c. C12H14FNO3 (239.25 g/mol).

5.34 cis—7-Cloro—4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 3d. De 0.89 g (3.52 mmoles) de 2d, 4.60 g (70.33 mmoles)
de zinc en polvo, 2.82 mL de acido acético glacial (49.28 mmoles), 4.08 mL de &cido
clorhidrico (49.28 mmoles), y después de 90 min de agitacién a 0 °C, se obtuvieron
0.69 g (2.69 mmoles, 76.45%) del a—aminoéster 3d. Solido blanco, P.f. 134-135 °C.
Rf=0.20 (50% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDCls): §=7.09 (d, J
=2.5Hz, 1 H, 6-H), 7.04 (dd, J=8.3,2.5Hz, 1 H, 8-H), 6.73 (d, J =8.3 Hz, 1 H, 9—
H), 4.30 (s, 1 H, N-H), 3.92-3.87 (m, 1 H, 4-H), 3.79 (s, 3 H, —OCHp&), 3.65 (dd, J =
11.1, 2.5 Hz, 1H, 2—Hay), 2.93-2.96 (M, 2 H, 5—HaxHeq), 2.54 (ddd, J =13.1, 3.6, 2.5
Hz, 1 H, 3—Heg), 2.21 (sa, 1 H, 4-0OH), 1.90 (ddd, J =13.1, 11.2, 9.0 Hz, 1 H, 3—Hax)
ppm. 13C RMN (100 MHz, CDCls): §=173.5 (C=0), 146.3 (9a-C), 131.3 (6-C), 129.9
(5a—-C), 127.4 (8-C), 126.7 (7-C), 121.5 (9-C), 68.92 (4-C), 57.5 (2-C), 53.0 (-
OCHpg), 43.2 (5-C), 41.8 (3—C) ppm. IR (ATR): ¥max = 3278 (N-H/O-H), 2947 (C-H),
1744 (C=0), 1490 (C=Carom.), 1277 (C-N), 1028 (O—C—-0) cm~t. CG-EM (IE, 70 eV):
m/z (%) = 255 (M*, 3°Cl, 25), 198 (33, 3’Cl), 196 (100), 178 (29), 152 (33). EMAR
(Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci12H1sCINOs [M + H ]*: 256.0735, encontrado:
256.0734
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5.35 cis—7-Bromo-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 3e. De 1.30 g (4.36 mmoles) de 2e, 5.69 g (87.04 mmoles)
de zinc en polvo, 3.48 mL de acido acético glacial (60.91 mmoles), 5.04 mL de acido
clorhidrico (60.91 mmoles), y después de 60 min de agitacién a 0 °C, se obtuvieron
0.85 g (2.83 mmoles, 64.89%) del a—aminoéster 3e. C12H14BrNO3 (300.15 g/mol).

5.4.6 cis—-6,8-Dimetil-4-hidroxi-2,3,4,5~tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—
carboxilato de metilo 3f. De 0.37 g (1.50 mmoles) de 2f, 1.97 g (30.09 mmoles) de
zinc en polvo, 1.20 mL de acido acético glacial (21.06 mmoles), 2.44 mL de &cido
clorhidrico (21.06 mmoles), y después de 50 min de agitacion a 0 °C, se obtuvieron
0.33 g (1.32 mmoles, 86.45%) del a—aminoéster 3f. Sélido blanco, P.f. 120-121 °C.
Rt = 0.25 (50% acetato de etilo—heptano). 'H RMN (400 MHz, CDCls): §=6.65 (s, 1
H, 7-H), 6.52 (s, 1 H, 9-H), 4.40 (s, 1 H, N-H), 3.88-3.96 (m, 1 H, 4-H), 3.79 (s, 3
H, —OCHs), 3.72 (dd, J = 11.5, 3.0 Hz, 1 H, 2—Ha), 3.05 (da, J = 14.4 Hz, 1 H, 5-
Heq), 2.92 (dd, J = 14.4, 8.7 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.50 (dddd, J =13.1, 4.5, 3.0, 1.0 Hz, 1
H, 3—Heq), 2.29 (s, 3 H, 8-CH?3), 2.22 (s, 3 H, 6—CH3s), 2.18 (sa, 1 H, 4-0OH), 1.91
(ddd, J=13.1, 11.5, 8.2 Hz, 1H, 3—Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCl3): §=173.7
(C=0), 147.9 (9a-C), 138.0 (6—C), 136.6 (8—-C), 125.3 (7-C), 123.8 (5a—-C), 119.0
(9-C), 69.1 (4-C), 57.9 (2-C), 52.9 (-OCHz3), 41.4 (5-C), 37.2 (3-C), 21.0 (8—CHg3),
20.8 (6—CHs) ppm. IR: vmax = 3343 (N-H/O-H), 2951 (C—H), 1740 (C=0), 1614 (N-
H), 1528 (C=Carom.), 1264 (C-N), 1021 (O—C-0) cm. CG-EM (El, 70 eV): m/z (%)
= 249 (M*, 41), 217 (2), 190 (100), 172 (35), 160 (17), 146 (53), 131 (18). EMAR
(Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci4H20NO3 [M + H ]*: 250.1438, encontrado:
250.1436

5.4.7 cis—4-Hidroxi—7-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2-
carboxilato de metilo 3g. De 0.50 g (2.0 mmoles) de 2g, 2.62 g (40.12 mmoles) de
zinc en polvo, 1.61 mL de &cido acético glacial (28.08 mmoles), 2.32 mL de acido

clorhidrico (28.08 mmoles), y después de 10 min de agitaciéon a 0 °C, se obtuvieron
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0.44 g (1.75 mmoles, 87.10%) del a—aminoéster 2g. Solido blanco, P.f. 105-106 °C.
Rf=0.15 (50% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDCl3): §=6.75 (d, J
=8.4 Hz, 1 H, 9-H), 6.70 (d, J = 2.9 Hz, 1 H, 6-H), 6.65 (dd, J=8.4,2.9 Hz, 1 H, 8-
H), 4.29 (sa, 1 H, N-H), 3.85-3.91 (m, 1 H, 4-H), 3.78 (s, 3—-H, —OCHz3), 3.75 (s, 3
H, 7-OCHs), 3.60 (dd, J = 11.1, 2.5 Hz, 1 H, 2—-Hax), 3.02 (dd, J =13.7, 9.5 Hz, 1 H,
5-Hax), 2.92 (dt, J = 13.7, 1.8 Hz, 1 H, 5—Heg), 2.51-2.56 (m, 1 H, 3—Heg), 2.15 (sa,
1 H, 4-0OH), 1.91 (ddd, J = 13.0, 11.1, 9.2 Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz,
CDCls): 6=173.5 (C=0), 155 (7-C), 141.1 (9a—C), 130.1 (5a-C), 121.3 (9-C), 117
(6—-C), 112.4 (8-C), 69.2 (4—-C), 55.5 (7-OCHzs), 52.7 (—OCHpgs), 43.7 (5-C), 42.2 (3—
C) ppm. IR (ATR): vmax = 3348 (O-H), 3304 (N-H), 1722 (C=0), 1613 (N-H), 1506
(C=Carom.), 1281 (C—N), 1030 (O-C-0) cm=. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 251
(M**, 49), 192 (100), 174 (29), 162 (9), 148 (39), 133 (14). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z
Calculado para Ci3H1sNO4 [M + H ]*: 252.1236, encontrado: 252.123.

5.4 Sintesis de los cis—1—(2-cloroacetil)-4-hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H-
benzo[b]lazepina—2—-carboxilatos de metilo 4a—g y cis—4—(2—cloroacetoxi)—

2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 4’a—g.

Figura 21. Estructuras generales de los cis—1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—1H—
benzo[blazepina—2—carboxilatos de metilo 4a—g y cis—4—(2—cloroacetoxi)-2,3,4,5—tetrahidro—1H—
benzo[blazepina—2—carboxilatos de metilo 4’a—g.
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Metodologia General

La sintesis de las tetrahidro—1-benzoazepinas N-aciladas 4a—g y sus homélogas
O-aciladas 4’a—g se realiz6é en un balon de fondo redondo de tres bocas de 50 mL,
en el que a cada uno de los amino—ésteres 3a—g (5 mmoles) disuelto en 30 mL de
tetrahidrofurano (THF) seco y en atmdsfera inerte (N2 o Ar), se adicioné trietilamina
seca (10 mmoles). Luego, a cada una de estas mezclas de reaccion en agitacion
constante y a temperatura ambiente, se adiciond cloruro de 2-cloroacetilo (7.5
mmoles) disuelto en 5 mL de THF seco. Debido a que a las 48 horas de reaccion
aun no se habia consumido en su totalidad el producto de partida (segun los
controles por CCF), fue necesario, entonces, adicionar otros 0.5 equivalentes del
agente acilante y de la base, después de lo cual se continud con la agitacion durante
otras 24-48 horas. Transcurrido este tiempo, se retird el flujo de gas inerte a las
mezclas de reaccion, se agreg6 agua y una solucion de Na2COs hasta alcanzar un
pH entre 6-7. La fase organica se extrajo con acetato de etilo (3 X 30 mL), se lavo
nuevamente con agua (40 mL), y luego se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El
disolvente se removié bajo presion reducida, y los crudos de las reacciones se
purificaron por cromatografia en columna, usando como eluente mezclas de
heptano—acetato de etilo con aumento gradual del gradiente de la polaridad (5:1 a
1:2). Los productos de N-acilacion 4a—e se obtuvieron como pastas de color
amarillo y rojo pardo, mientras que 4f,g se aislaron como sélidos blancos, los cuales
fueron nuevamente recristalizados de heptano—acetato de etilo (1:2). En las
condiciones de reaccion utilizadas también se formaron los productos de O-
acilacion 4’a-g, de los cuales, s6lo se logré aislar como entes individuales los

derivados 4’d—f; estos derivados también representan sustancias sélidas blancas.

54.1 cis—1—(2—-Cloroacetil)-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-
benzo[b]azepina—2—-carboxilato de metilo 4a. De 1.40 g (6.33 mmoles) de 3a,
1.01 mL (12.66 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo, 2.20 mL (15.82 mmoles) de

EtsN, y después de 72 h de agitacion, se obtuvieron 0.76 g (2.54 mmoles, 40.16%)
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del compuesto 4a. Pasta amarilla vitrea. Rr = 0.25 (50% acetato de etilo—heptano).
1H RMN (400 MHz, CDCls): 6 = 7.31-7.41 (m, 6-H, 7-H, 8-H, 9—H), 5.00 (dd, J =
11.4, 3.3 Hz, 1 H, 2—Hax), 4.22-4.28 (m, 1 H, 4—Hax), 4.00 (d, J = 13.2 Hz, 1 H, N—
COCHaHg), 3.88 (d, J = 13.2 Hz, 1 H, N-COCHaHg), 3.71 (s, 3 H, —OCHs), 3.09 (dd,
J=145,4.9Hz, 1 H, 5-Ha), 2.77 (dd, J = 14.5, 2.1 Hz, 1 H, 5—Heg), 2.32 (ddd, J =
14.3, 5.0, 3.3 Hz, 1 H, 3—Heg), 2.00 (sa, 1 H, 4-OH), 1.42 (ddd, J = 14.3, 11.4, 9.0
Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCl3): § = 171.6 (2-COOCH?z), 166.8
(N—C=0), 136.8 (5a—C), 134.7 (9a—C), 130.9 (6—C), 129.4 (9—-C), 128.7 (7-C), 128.4
(8—C), 66.6 (4-C), 55.3 (2—C), 52.7 (-OCHs), 41.7 (-COCH2-), 39.3 (5-C), 34.3 (3-
C) ppm. IR (ATR): ¥max = 3479 (O-H), 2955 (C-H), 1777 (C=0ester), 1662 (C=Oamida),
1492 (C=Carom.), 1377 (CH2—Cl), 1019 (O—C-0), 746 (C-Cl) cmt. CG-EM (IE, 70
eV): m/z (%) = 297 (M*", 35Cl, 19), 248 (82), 238 (77), 220 (14), 192 (5), 188 (9), 162
(91), 144 (100), 118 (72).

5.4.2 cis—1—-(2—-Cloroacetil)-4-hidroxi—-7-metil-2,3,4,5-tetrahidro—-1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4b. De 1.35 g (5.74 mmoles) de 3b,
0.91 mL (11.42 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo, 2.00 mL (14.35 mmoles) de
EtsN, y después de 72 h de agitacion, se obtuvieron 0.88 g (2.82 mmoles, 49.15%)
del compuesto 4b. Pasta roja vitrea. Rt = 0.28 (50% acetato de etilo—heptano). *H
RMN (400 MHz, CDCl3): 6=7.25 (d, J =8.0 Hz, 1 H, 9-H), 7.12-7.16 (m, 2 H, 6—H,
8-H), 5.01 (dd, J = 11.2, 3.4 Hz, 1 H, 2—Hax), 4.23 (dtd, J = 10.0, 4.8, 2.2 Hz, 1 H,
4—Hay), 4.00 (d, J = 13.2 Hz, 1 H, N-COCHaHg), 3.88 (d, J = 13.2 Hz, 1 H, N-
COCHaHg), 3.70 (s, 3 H, —OCHs), 3.05 (dd, J = 14.4, 4.8 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.71 (dd,
J=14.4,2.2 Hz, 1 H, 5—Heq), 2.37 (s, 3 H, 7-CH3s), 2.30 (ddd, J = 14.4, 4.8, 3.4 Hz,
1 H, 3—Heq), 1.67 (sa, 1 H, 4-OH), 1.46 (ddd, J = 14.4, 11.2, 8.8 Hz, 1 H, 3—Ha)
ppm. 3C RMN (100 MHz, CDClzs): §= 171.6 (2-COOCHS3), 166.9 (N-C=0), 139.5
(7-C), 134.4 (5a—C), 134.1 (9a—C), 131.6 (6—C), 128.9 (8-C), 128.4 (9-C), 65.7 (4—
C), 55.2 (2-C), 52.6 (-OCHzs), 41.7 (-COCH2-), 39.3 (5-C), 34.4 (3-C), 21.2 (7-
CHs) ppm. IR (ATR): wmax = 3434 (O-H), 2955 (C-H), 1742 (C=Oester), 1658
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(C=Oamida), 1499 (C=Carom.), 1385 (CH>—Cl), 1038 (O-C-0), 826 (C—Cl) cmL. CG—
EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 311 (M*, 35Cl, 36), 262 (50), 252 (74), 234 (9), 206 (2),
202 (8), 176 (100), 158 (86), 132 (64).

5.4.3 cis—1-(2—Cloroacetil)-7-fldor-4-hidroxi-2,3,4,5~tetrahidro—1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4c. De 1.21 g (5.05 mmoles) de 3c,
0.80 mL (10.10 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo, 1.76 mL (12.62 mmoles) de
EtsN, y después de 96 h de agitacion se obtuvieron 0.81 g (2.56 mmoles, 50.72%)
del compuesto 4c. Pasta amarilla vitrea. Rr= 0.30 (50% acetato de etilo—heptano).
1H RMN (400 MHz, CDCls): 6= 7.38 (dd, J = 9.4, 5.1 Hz, 1 H, 9-H), 7.03-7.07 (m,
2 H, 6-H, 8-H), 4.97 (dd, J = 11.5, 3.6 Hz, 1 H, 2—Hax), 4.23-4.28 (M, 1 H, 4—Hax),
3.96 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, N-COCHaHs), 3.88 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, N-COCHaHg),
3.71 (s, 3 H, —OCHg), 3.07 (dd, J = 14.5, 5.0 Hz, 1 H, 5-Ha), 2.74 (dd, J = 14.5, 2.1
Hz, 1 H, 5-Heq), 2.32 (ddd, J = 14.5, 4.9, 3.6 Hz, 1 H, 3—Heq), 1.72 (sa, 1 H, 4-OH),
1.41 (ddd, J = 14.5, 11.5, 9.0 Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 33C RMN (100 MHz, CDCls): §=
171.4 (2—COOCH?3), 166.9 (N-C=0), 162.6 (d, J = 250.1 Hz, 7-C), 137.5(d, J=8.4
Hz, 5a—C), 132.7 (d, J = 3.1 Hz, 9a-C), 130.2 (d, J = 9.1 Hz, 9-C), 117.9 (d, J = 22.7
Hz, 6-C), 115.0 (d, J = 22.7 Hz, 8-C), 65.4 (4-C), 55.1 (2-C), 52.7 (—OCHgs), 41.5
(—COCH2-), 39.5 (5-C), 34.5 (3—C) ppm. IR (ATR): ¥max = 3436 (O—H), 2956 (C-H),
1742 (C=0ester), 1660 (C=0amida), 1493 (C=Carom.), 1385 (CH2—Cl), 1037 (O-C-0),
834 (C-Cl) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 315 (M*, 35Cl, 20), 266 (40), 256
(65), 238 (10), 210 (6), 206 (5), 180 (99), 162 (94), 136 (100).

5.4.4 cis—1—(2—Cloroacetil)-7—cloro—4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4d y cis—4—(2—cloroacetoxi)-7—-
cloro-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4’d. De
1.60 g (6.26 mmoles) de 3d, 1.0 mL (12.52 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo,
2.18 mL (15.65 mmoles) de EtsN, y después de 96 h de agitacion, se obtuvieron
1.05 g (3.15 mmoles, 50.4%) del compuesto 4d. Pasta amarilla vitrea. Rf = 0.33
(50% acetato de etilo-heptano). 'H RMN (400 MHz, CDCls): §=7.33-7.36 (m, 3 H,
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6—H, 8—H, 9-H), 4.98 (dd, J = 11.4, 3.5 Hz, 1 H, 2—Hax), 4.22-4.28 (M, 1 H, 4—Hax),
3.95 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, N-COCHaHz), 3.88 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, N-COCHaHg),
3.71 (s, 3 H, -OCHs3), 3.07 (dd, J = 14.5, 5.0 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.74 (dd, J = 14.5, 2.0
Hz, 1 H, 5—Heq), 2.32 (ddd, J = 14.5, 4.8, 3.7 Hz, 1 H, 3-Heg), 1.64 (sa, 1 H, 4-0OH),
1.44 (ddd, J = 14.5, 11.4, 9.0 Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 33C RMN (100 MHz, CDCls): §=
171.3 (2-COOCHzg), 166.8 (N-C=0), 136.8 (5a-C), 135.4 (7-C), 135.1 (9a-C),
130.9 (6-C), 129.9 (9-C), 128.4 (8-C), 65.3 (4-C), 55.1 (2-C), 52.7 (-OCH3s), 41.4
(—~COCHz2z-), 39.3 (5-C), 34.2 (3—C) ppm. IR (ATR): v¥max = 3434 (O—H), 2954 (C-H),
1741 (C=0Oester), 1660 (C=Oamida), 1485 (C=Carom.), 1382 (CH2—Cl), 1035 (O-C-0),
830 (C—Cl) cm™. CG-EM (El, 70 eV): m/z (%) = 331 (M*", 35Cl, 9), 282 (27), 272
(51), 254 (4), 226 (3), 222 (4), 196 (100), 178 (86), 152 (77).

En las condiciones de reaccion utilizadas también se obtuvieron 0.10 gr (5.0 %) del
homologo 4—(2—cloroacetoxilado) 4’d. Sélido blanco, P.f. 122-123 °C. R = 0.25
(25% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDClz): §=7.10 (d, J = 2.2 Hz,
1 H, 6-H), 7.07 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1 H, 8-H), 6.78 (d, J = 8.2 Hz, 1 H, 9—H), 4.92—
4.98 (M, 1 H, 4—Hax), 4.53 (s, 1 H, N=H), 4.09 (d, J = 15.6 Hz, 1 H, O—COCHaHg),
4.06 (d, J = 15.6 Hz, 1 H, O—COCHaHg), 3.80 (s, 3 H, —-OCHgs), 3.61 (dd, J = 11.5,
1.9 Hz, 1 H, 2-Hax), 3.02 (dd, J =13.6, 10.1 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.91(dt, J = 13.6, 1.8
Hz, 1 H, 5-Heq), 2.63 (dt, J = 12.6, 1.9 Hz, 1 H, 3—Heq), 1.93-1.99 (M, 1 H, 3—Hax)
ppm. 13C RMN (100 MHz, CDCls): 6= 172.6 (2-COOCHz3), 166.6 (O—C=0), 146.2
(9a—C), 131.1 (6—C), 128.9 (5a—C), 127.8 (8-C), 127.0 (7-C), 121.8 (9—C), 73.0 (4—
C), 57.0 (2-C), 53.0 (-OCHgs), 41.1 (-COCHz-), 39.8 (5-C), 38.1 (3—-C) ppm. IR
(ATR): vmax = 3346 (N-H), 1730 (C=Oe¢ster), 1492 (C=Carom), 1378 (CH2—Cl), 1045
(C-0), 777 (C-CI) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 331 (M*, 35Cl, 14), 272 (1),
178 (100), 143 (55), 117 (6). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para
C14H16CI2NO4 [M + H ]*: 332.0451, encontrado: 332.045.

5.4.5 cis—7-Bromo-1-(2—cloroacetil)-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—-1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4e y cis—7-bromo—-4—(2-
cloroacetoxi)-2,3,4,5~tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo
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4’e. De 1.40 g (4.66 mmoles) de 4e, 0.74 mL (9.32 mmoles) de cloruro de 2—
cloroacetilo, 1.62 mL (11.65 mmoles) de EtsN, y después de 96 h de agitacién, se
obtuvieron 0.86 g (2.28 mmoles, 49.0%) del compuesto 4e. Pasta amarilla vitrea.
Rt = 0.33 (50% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDCl3): §=7.49-7.52
(m, 2 H, 6-H, 8-H), 7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1 H, 9—H), 4.97 (dd, J = 11.5, 3.4 Hz, 1 H,
2—Hax), 4.22-4.28 (m, 1 H, 4—Hax), 3.96 (d, J = 13.0 Hz, 1 H, N—-COCHaHs), 3.89 (d,
J=13.0 Hz, 1 H, N-COCHaHg), 3.71 (s, 3 H, —-OCHs), 3.07 (dd, J =14.5, 49 Hz, 1
H, 5-Hax), 2.73 (dd, J = 14.5, 2.0 Hz, 1 H, 5-Heq), 2.32 (ddd, J = 14.5,4.8, 3.8 Hz, 1
H, 3-Heq), 1.70 (sa, 1 H, 4-OH), 1.44 (ddd, J = 14.5, 11.5, 9.0 Hz, 1 H, 3—Hax) ppm.
13C RMN (100 MHz, CDCIs): 6=171.3 (2-COOCHBg), 166.7 (N-C=0), 137.1 (5a—-C),
135.9 (9a—C), 133.8 (6—-C), 131.4 (8-C), 130.1 (9-C), 123.2 (7-C), 65.3 (4-C), 55.1
(2-C), 52.7 (-OCHs), 41.4 (—COCH2-), 39.2 (5-C), 34.2 (3—C) ppm. IR (ATR): vmax
= 3444 (O-H), 2954 (C-H), 1740 (C=0e¢ster), 1658 (C=Oamida), 1483 (C=Carom.), 1379
(CH2—Cl), 1035 (O-C-0), 828 (C-Cl) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 375 (M*,
35Cl, " Br, 32), 326 (48), 318 (100, 8'Br), 316 (81), 298 (9), 270 (9), 266 (6), 240 (87),
222 (86), 196 (38).

En las condiciones de reaccién utilizadas también se obtuvieron 0.12 g (7 %) del
homologo 4—(2—cloroacetoxilado) 4’e. Solido blanco, P.f. 110-111 °C. Rf = 0.25
(25% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDClz): §=7.25 (d, J = 2.1 Hz,
1H, 6-H), 7.22 (dd, J=8.3, 2.1 Hz, 1 H, 8-H), 6.72 (d, J = 8.3 Hz, 1 H, 9-H), 4.92—
4.99 (m, 1 H, 4—Ha), 4.53 (s, 1 H, N-H), 4.09 (d, J = 15.0 Hz, 1 H, O—COCHaHg),
4.05 (d, J =15.0, 1 H, O—-COCHaHg), 3.80 (s, 3 H, —OCHz3), 3.62 (dd, J = 11.5, 1.9
Hz, 1 H, 2—Hay), 3.01 (dd, J = 13.6, 9.8 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.92 (dt, J = 13.6, 2.8 Hz, 1
H, 5—Heq), 2.61-2.65 (M, 1 H, 3—Heg), 1.92—-2.01 (m, 1 H, 3—Hax) ppm. *3C RMN (100
MHz, CDCls): 6= 172.5 (2-COOCH3), 166.6 (O—C=0), 146.7 (9a—C), 133.9 (6-C),
130.7 (8-C), 129.3 (5a-C), 122.1 (9-C), 114.4 (7-C), 73.0 (4-C), 56.9 (2-C), 53.0
(—OCHpgs), 41.0 (-COCH2z-), 39.7 (5—C), 38.0 (3—C) ppm. IR (ATR): vmax = 3346 (N—
H), 1720 (C=0Os¢ster), 1499 (C=Carom), 1385 (CH2>—Cl), 1038 (C-0), 779 (C-CI) cm™.
CG-EM (EI, 70 eV): m/z (%) = 375 (M*", 3Cl, "®Br, 9), 316 (1), 222 (59), 143 (100),
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117 (23). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci14H16BrCINO4 [M + H ]*:
377.9924, encontrado: 377.9926.

5.4.6 cis—1—-(2—Cloroacetil)-6,8—dimetil-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4f y cis—4—(2—-cloroacetoxi)-6,8—
dimetil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[b]azepina—2—-carboxilato de metilo 4'f.
De 1.0 g (4.01 mmoles) de 3f, 0.64 mL (8.02 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo,
1.40 mL (10.02 mmoles) de EtsN, y después de 80 h de agitacion, se obtuvieron
0.56 g (1.71 mmoles, 42.6%) del compuesto 4f. Solido blanco, P.f. 159-160 °C. Rt
= 0.33 (50% acetato de etilo—heptano). *H RMN (400 MHz, CDCl3): §=7.06 (sa, 1
H, 7-H), 7.04 (s, 1 H, 9-H), 4.85 (dd, J = 12.6, 3.1 Hz, 1 H, 2-H), 4.21-4.29 (m, 1
H, 4-Ha), 4.01 (d, J = 13.2 Hz, 1 H, N-COCHaHs), 3.86 (d, J = 13.1 Hz, 1 H, -
COCHaHg), 3.72 (s, 3 H, —OCHz3s), 3.04 (dd, J = 14.7, 1.7 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.74 (dd,
J=14.7,4.9 Hz, 1 H, 5—Heq), 2.37 (s, 3 H, 6-CH3), 2.32 (s, 3 H, 8—CHg3s), 2.28 (ddd,
J=14.2,5.4,3.1 Hz, 1 H, 3-Heg), 1.64 (sa, 1 H, 4-0OH), 1.30 (ddd, J = 14.2, 12.6,
9.5 Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 13C RMN (100 MHz, CDCls): §=171.6 (2-COOCHz3), 167.0
(N-C=0), 138.0 (6-C), 137.4 (8—C), 136.7 (9a—C), 131.9 (7-C), 130.0 (5a—-C), 126.7
(9-C), 66.9 (4-C), 55.4 (2-C), 52.7 (—-OCHgs), 42.0 (—COCH2-), 34.1 (5-C), 34.0 (3—
C), 21.1 (8—CHpgs), 20.4 (6—CHs) ppm. IR (ATR): wvmax = 3520 (O-H), 2924 (C-H),
1748 (C=0Osster), 1643 (C=0amida), 1499 (C=Carom.), 1379 (CH2>—Cl), 1054 (C-0), 771
(C—-CI) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 325 (M**, 3°Cl, 18), 276 (32), 266 (27),
248 (9), 220 (4), 216 (14), 190 (76), 172 (100), 146 (77).

En las condiciones de reaccion utilizadas también se obtuvieron 0.13 g (10 %) del
homologo 4—(2—cloroacetoxilado) 4’f. Sélido blanco, P.f. 109-110 °C. Rf = 0.38
(25% acetato de etilo-heptano). *H RMN (400 MHz, CDCl3): 6= 6.67 (s, 1 H, 7-H),
6.56 (s, 1 H, 9—H), 4.85-4.91 (m, 1 H, 4—Hax), 4.40 (sa, 1 H, N-H), 4.12 (d, J = 15.8
Hz, 1 H, O—COCHaHg), 4.08 (d, J = 15.8 Hz, 1 H, O—COCH=aHg), 3.80 (s, 3 H, —
OCHpg), 3.59 (dd, J = 12.1, 2.0 Hz, 1 H, 2—Hax), 3.13 (dt, J = 13.6, 1.8 Hz, 1 H, 5—
Heq), 2.88 (dd, J = 13.6, 9.7 Hz, 1 H, 5-Hax), 2.57-2.62 (m, 1 H, 3—Heg), 2.30 (6—
CHz3), 2.23 (8—CHs3), 1.92-1.98 (m, 1 H, 3—Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls): &
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= 173.1 (2-COOCHs), 166.8 (O-C=0), 148.0 (9a—-C), 137.7 (6-C), 137.1 (8-C),
125.5 (7-C), 123.5 (5a-C), 119.3 (9-C), 73.7 (4-C), 57.4 (2-C), 52.9 (—OCHs-),
41.2 (-COCHz2-), 37.7 (3-C), 34.1 (5-C), 20.9 (8—CHs), 20.4 (6—CHs) ppm. IR
(ATR): ¥max = 3337 (N-H), 1730 (C=0Oester), 1499 (C=Carom), 1385 (CH2>—Cl), 1038
(C-0), 779 (C-CIl) cm™. CG-EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 325 (M*', 3°Cl, 14), 266 (1),
172 (100), 157 (29), 131 (4). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci6H21CINOa4
[M + H]*": 326.1154, encontrado: 326.115.

5.4.6 cis—1-(2—Cloroacetil)-7-metoxi—4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro—1H-
benzo[b]-azepina—2-carboxilato de metilo 4g. De 0.77 g (3.06 mmoles) de 3g,
0.49 mL (6.12 mmoles) de cloruro de 2—cloroacetilo, 1.07 mL (7.65 mmoles) de EtsN,
y después de 72 h de agitacion, se obtuvieron 0.41 g (1.24 mmoles, 40.5%) del
compuesto 4g. Solido blanco, P.f. 137-138 °C. Rt = 0.20 (50% acetato de etilo—
heptano). *H RMN (400 MHz, CDCls): §=7.27-7.30 (m, 1 H, 9-H), 6.85 (d, J = 2.6
Hz, 1 H, 6-H), 6.84 (dd, J = 6.8, 2.6 Hz, 1 H, 8-H), 5.02 (dd, J = 11.0, 3.6 Hz, 1 H,
2—Hax), 4.20-4.27 (m, 1 H, 4—Hax), 3.98 (d, J =13.1 Hz, 1 H, N-COCHaHs), 3.87 (d,
J =13.1 Hz, 1 H, N-COCHaHg), 3.83 (s, 3 H, 7-OCHgs), 3.70 (s, 3 H, -OCHz3), 3.06
(dd, J=14.4,4.9 Hz, 1 H, 5—Ha), 2.71 (dd, J = 14.4, 2.3 Hz, 1 H, 5-Heg), 2.31 (ddd,
J=14.4,4.7,3.6 Hz, 1 H, 3—Heq), 1.63 (s, 1 H, 4-OH), 1.47 (ddd, J = 14.4, 11.0, 8.7
Hz, 1 H, 3—Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, CDCls): § = 171.6 (2-COOCHs3), 167.0
(N-C=0), 160.0 (7-C), 136.2 (5a—C), 129.6 (9—-C), 129.4 (9a—-C), 116.3 (6—C), 113.0
(8-C), 65.7 (4—-C), 55.5 (7—OCHs), 55.3 (2—C), 52.6 (—OCHs), 41.7 (-COCH2-), 39.7
(5-C), 34.4 (3—C) ppm. IR: wmax = 3520 (O-H), 2956 (C-H), 1723 (C=0Osster), 1668
(C=0Oamida), 1483 (C=Carom.), 1385 (CH2>—Cl), 1046 (O-C-0), 779 (C-Cl) cm=. CG-
EM (IE, 70 eV): m/z (%) = 327 (M*, 3°Cl, 59), 278 (14), 268 (68), 250 (18), 222 (34),
218 (4), 192 (100), 174 (74), 148 (62).
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55 Sintesis de las 6-hidroxi—-3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—

hexahidrobenzo[f]-pirazino[1,2—a]azepina-1,4—-dionas 5a—g.

Figura 22. Estructura general de las 6-hidroxi—3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—hexahidro—

benzol[f]pirazino[1,2—-a]azepina—-1,4—dionas 5a—g.

4 A
a:R'=R’=H
b:R!=H;R?>=CH,
¢c:R'=H;R2=F
d:R'=H; RZ=CI
e:R =H; R?=Br
f:R'=CH;; R*=H
g:Rl—H R? = OCH,
. J

Metodologia General

En un balon de 25 mL de volumen se disolvieron, por separado, en etanol (5 mL),
los 1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—
carboxilatos de metilo 5a—g (0.71 mmoles). Luego, a cada una de estas soluciones
etandlicas en agitacion constante, se adicion6 2—aminoetanol (2.84 mmoles),
después de lo cual se calenté a 85 °C durante 2—7 horas (control por CCF).
Concluidas las reacciones, el disolvente y el exceso de aminoetanol se eliminaron
a presion reducida, y los crudos de las reacciones se purificaron por cromatografia
en columna, usando mezclas de acetato de etilo—etanol con aumento gradual del
gradiente de la polaridad (10:1 a 1:1). Los productos 5a—g se obtuvieron como
sélidos blancos, los cuales fueron nuevamente recristalizados de acetato de etilo—
etanol (1:4).

5.5.1 6-Hidroxi—3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—
alazepina—-1,4—diona 5a. De 0.26 g (0.89 mmoles) de 4a, 0.21 mL (3.56 mmoles)
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de etanolamina, y después de 4h de calentamiento, se obtuvieron 0.18 g (0.62
mmoles, 70%) del producto 5a. Solido blanco, P.f.175-176 °C. Rf= 0.20 (6.7%
acetato de etilo—etanol). *H RMN (400 MHz, DMSO-Ds): 6= 7.32-7.34 (m, 1 H, 8—
H), 7.25-7.29 (m, 2 H, 10-H, 11-H), 7.13-7.16 (m, 1 H, 9—H), 5.16 (d, J = 3.4 Hz, 1
H, 6-OH), 4.84 (t, J =5.3 Hz, 1 H, 2—0OH), 4.49 (d, J = 17.6 Hz, 1 H, 2—Ha), 4.06 (d,
J =17.6 Hz, 1 H, 2—Hg), 3.80 (d, J = 12.5 Hz, 1 H, 4a—Hax), 3.57-3.62 (m, 1 H, 6—
Hax), 3.50-3.62 (m, 3 H, 1'-Ha, 2’—-HaHs), 3.30-3.37 (m, 1 H, 1’-Hg), 2.73-2.83 (m,
2 H, 7-HaxHeg), 2.24 (da, J = 12.5 Hz, 1 H, 5—Heq), 1.94-2.02 (m, 1 H, 5—Hax) ppm.
13C RMN (100 MHz, DMSO-Ds): 6= 166.7 (4—C=0), 164.4 (1-C=0), 140.8 (7a-C),
135.6 (11a—C), 131.4 (8-C), 128.6 (9—C, 11-C), 127.8 (10-C), 68.2 (6—C), 61.0 (4a—
C), 58.8 (2-C), 51.1 (2-C), 48.6 (1'-C), 43.6 (7-C), 43.3 (5-C) ppm. IR (ATR): ¥max
= 3400 (O—-H), 2890 (C—H), 1640 (C=Oamida), 1510 (C=C), 1248 (C-N), 1035 (C-0)
cm. ESI (Modo Positivo): m/z (%) = 603 (59, [2M+Na]*), 581 (11, [2M+H]*), 313
(100, [M+Na]*), 291 (26, [M+H]"), 273 (14, [M—H20+H]*). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z
Calculado para CisH19N204 [M + H ]*: 291.1339, encontrado: 291.1336.

5.5.2 6—-Hidroxi—-3—(2-hidroxietil)-9-metil-2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzo[f]-
pirazino[1,2—a]azepina—1,4—-diona 5b. De 0.25 g (0.80 mmoles) de 4b, 0.19 mL
(3.20 mmoles) de etanolamina, y después de 4 horas y media de calentamiento, se
obtuvieron 0.22 g (0.71 mmoles, 88.93%), del producto 5b. Sdélido blanco, P.f. 185—
186 °C. Rr=0.28 (6.7% acetato de etilo—etanol). *H RMN (400 MHz, DMSO-De): §
=7.12 (s, 1 H, 8-H), 7.06 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1 H, 10-H), 7.01 (d, J = 8.0 Hz, 1 H,
11-H), 5.14 (d, J = 3.4 Hz, 1 H, 6-0OH), 4.84 (t, J =5.3 Hz, 1 H, 2-OH), 4.46 (d, J =
17.6 Hz, 1 H, 2-Ha), 4.05 (d, J = 17.6 Hz, 1 H, 2—Hs), 3.76 (d, J = 12.4 Hz, 1 H, 4a—
Hax), 3.56-3.61 (m, 1 H, 6—Hax), 3.49-3.61 (m, 3 H, 1"-Ha, 2’-HaHs), 3.30-3.35 (m,
1 H, 1"-Hs), 2.68-2.76 (m, 2 H, 7—HaxHeq), 2.29 (s, 3 H, 9—CHs3), 2.23 (da, J = 12.8
Hz, 1 H, 5-Heg), 1.89-2.00 (M, 1 H, 5-Hax) ppm. *C RMN (100 MHz, DMSO-De): &
= 166.8 (4-C=0), 164.4 (1-C=0), 138.2 (9-C), 138.0 (7a-C), 135.2 (11a-C), 131.8
(8-C), 128.3 (10-C, 11-C), 68.3 (6-C), 61.1 (4a—C), 58.8 (2-C), 51.1 (2-C), 48.6
(1'-C), 43.6 (7-C), 43.3 (5-C), 21.0 (9—CHs) ppm. IR (ATR): vmax = 3398 (O-H),
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2899 (C-H), 1647 (C=0amida), 1503 (C=C), 1231 (C-N), 1037 (C-O) cm™. ESI
(Modo Positivo): m/z (%) = 631 (66, [2M+Na]*), 327 (100, [M+Na]*), 305 (12,
[M+H]"), 287 (5, [M-H20+H]*). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para
C16H21N204 [M + H ]*: 305.1496, encontrado: 305.1495.

55.3 9-Fluor-6-hidroxi—3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzo[f]pirazino— [1,2—-a]azepina-1,4—diona 5c. De 0.27 g (0.85
mmoles) de 4c, 0.20 mL (3.40 mmoles) de etanolamina, y después de 4 horas y
media de calentamiento, se obtuvieron 0.21 g (0.68 mmoles, 80.15%), del producto
5c. Sélido blanco, P.f. 208—209 °C. Rt=0.23 (6.7% acetato de etilo—etanol). *H RMN
(400 MHz, DMSO-De): 6=7.18-7.21 (m, 2 H, 8-H, 11-H), 7.09 (td, J = 8.5, 2.9 Hz,
1 H, 10-H), 5.18 (sa, 1 H, 6-0OH), 4.82—4.84 (m, 1 H, 2—0OH), 4.48 (d, J = 17.5 Hz,
1 H, 2-Ha), 4.06 (d, J =17.5 Hz, 1 H, 2—Hg), 3.82 (d, J = 11.9 Hz, 1 H, 4a—Hay), 3.59—
3.66 (m, 1 H, 6—Hax), 3.50-3.59 (m, 3 H, 1"-Ha, 2’—HaHg), 3.25-3.41 (m, 1 H, 1’-Hg),
2.82 (d, J=13.3 Hz, 1 H, 7-Heg), 2.70-2.76 (M, 1 H, 7-Ha), 2.24 (da, J =12.1, 1 H,
5—Heq), 1.93-2.02 (M, 1 H, 5-Hax) ppm. *3C RMN (100 MHz, DMSO-Ds): 5= 166.6
(4-C=0), 164.5 (1-C=0), 161.5 (d, J = 244.8 Hz, 9-C), 138.3 (d, J = 7.7 Hz, 7a-C),
137.0 (d, J = 7.6 Hz, 11a—C), 130.7 (d, J = 9.1 Hz, 11-C), 117.7 (d, J = 22.4 Hz, 8-
C), 114.4 (d, J = 22.5 Hz, 10-C), 67.9 (6—C), 60.9 (4a—C), 58.8 (2'-C), 51.0 (2-C),
48.6 (1'-C), 43.2 (5-C, 7-C) ppm. IR (ATR): vmax = 3319 (O-H), 2894 (C-H), 1646
(C=0amida), 1498 (C=C), 1251 (C—N), 1066 (C—0O) cm~. ESI (Modo Positivo): m/z
(%) =639 (72, [2M+Na]"), 331 (100, [M+Na]*), 309 (8, [M+H]*), 291 (3, [M—H20+H]").
EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para CisHisFN204 [M + H ]*: 309.1245,
encontrado: 309.1245.

554 9—Cloro-6-hidroxi—3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzo[f]pirazino— [1,2-a]Jazepina-1,4—-diona 5d. De 0.19 g (0.57
mmoles) de 4d, 0.14 mL (2.28 mmoles) de etanolamina, y después de 5 h de
calentamiento, se obtuvieron 0.14 g (0.43 mmoles, 76.09%), del producto 5d. Sdélido
blanco, P.f. 193-194 °C. Rf= 0.23 (6.77% acetato de etilo—etanol). *H RMN (400
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MHz, DMSO-Ds): 6= 7.44 (sa, 1 H, 8-H), 7.33 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1 H, 10-H), 7.18
(d,J=8.4Hz, 1H, 11-H),5.19 (d, J = 2.8 Hz, 1 H, 6-0OH), 4.83 (t, J = 5.3 Hz, 1 H,
2'-0OH), 4.48 (d, J =17.6 Hz, 1 H, 2—Ha), 4.06 (d, J =17.6 Hz, 1 H, 2—Hs), 3.84 (d, J
=12.3 Hz, 1 H, 4a—Hax), 3.61-3.71 (m, 1 H, 6—Hax), 3.50-3.58 (m, 3 H, 1'=Ha, 2'—
HaHg), 3.29-3.37 (m, 1 H, 1’-Hg), 2.84 (d, J = 13.8 Hz, 1 H, 7—Heg), 2.74 (dd, J =
13.8, 10.8 Hz, 1 H, 7-Hax), 2.24 (d, J = 12.1 Hz, 1 H, 5-Heg), 1.93-2.01 (m, 1 H, 5-
Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, DMSO-Ds): & = 166.6 (4—C=0), 164.5 (1-C=0),
139.7 (11a-C), 138.0 (7a—C), 132.6 (9-C), 131.0 (8-C), 130.6 (11-C), 127.6 (10—
C), 67.8 (6-C), 60.7 (4a—C), 58.7 (2-C), 51.0 (2-C), 48.7 (1'-C), 43.2 (5-C), 43.1
(7-C) ppm. IR (ATR): vmax = 3400 (O-H), 2890 (C-H), 1640 (C=0amida), 1510 (C=C),
1248 (C-N), 1035 (C-0) cm™. ESI (Modo Positivo): m/z (%) = 671 (59, 3°Cl,
[2M+Na]*), 347 (100, [M+Na]*), 325 (7, [M+H]"). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z
Calculado para CisH1sCIN204 [M + H ]*: 325.095, encontrado: 325.0947.

5.5.5 9-Bromo-6-hidroxi-3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-
hexahidrobenzo[f]pirazino— [1,2—-a]azepina-1,4—diona 5e. De 0.14 g (0.37
mmoles) de 4e, 0.10 mL (1.50 mmoles) de etanolamina, y después de 6 horas de
calentamiento, se obtuvieron 0.12 g (0.32 mmoles, 86.23%), del producto 6e. Sélido
blanco, P.f. 180-181 °C. Rf= 0.25 (6.7 % acetato de etilo—etanol). *H RMN (400
MHz, DMSO-De): 6= 7.58 (s, 1 H, 8-H), 7.46 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1 H, 10-H), 7.12
(d,J =8.4Hz, 1 H, 11-H), 5.18 (d, J = 2.9 Hz, 1 H, 6-OH), 4.83 (t, J = 5.4 Hz, 1 H,
2'—0OH), 4.48 (d, J = 17.6 Hz, 1 H, 2—Ha), 4.06 (d, J = 17.6 Hz, 1 H, 2—Hs), 3.85 (d, J
=12.6 Hz, 1 H, 4a—Ha), 3.61-3.69 (m, 1 H, 6—Hax), 3.50-3.58 (m, 3 H, 1'=Ha, 2'—
HaHg), 3.30-3.38 (m, 1 H, 1’-Hg), 2.83 (d, J = 13.3 Hz, 1 H, 7-Heg), 2.72 (dd, J =
13.3, 10.7 Hz, 1 H, 7-Hax), 2.23 (da, J = 12.2 Hz, 1 H, 5-Heg), 1.91-2.04 (m, 1 H, 5-
Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, DMSO-Ds): & = 166.6 (4—C=0), 164.4 (1-C=0),
140.1 (11a-C), 138.3 (7a—C), 133.9 (8-C), 130.9 (11-C), 130.6 (10-C), 121.2 (9—-
C), 67.8 (6-C), 60.7 (4a—C), 58.7 (2-C), 51.0 (2-C), 48.7 (1'-C), 43.2 (5-C), 43.0
(7-C) ppm. IR (ATR): ¥max = 3330 (O-H), 2885 (C-H), 1646 (C=0amida), 1488 (C=C),
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1243 (C-N), 1040 (C-0) cm™. ESI (Modo Positivo): m/z (%) = 761 (55, °Br,
[2M+Na]*), 393 (100, &Br, [M+Na]*) 391 (96, [M+Na]*), 369 (3, [M+H]*). EMAR (Q-
TOF-ESI): m/z Calculado para CisHisBrN204 [M + H ]*: 369.0444, encontrado:
369.0446.

5.5.6 8,10-Dimetil-6-hidroxi—-3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzo[f]-pirazino[1l,2—a]azepina-1,4—diona 5f. De 0.23 g (0.71
mmoles) de 4f, 0.17 mL (2.84 mmoles) de etanolamina, y después de 4 horas y
media de calentamiento, se obtuvieron 0.20 g (0.64 mmoles, 91.11%), del producto
5f. Sélido blanco, P.f. 211-212 °C. Rf=0.20 (6.7% acetato de etilo—etanol). *H RMN
(400 MHz, DMSO-De): 6=6.99 (s, 1 H, 9-H), 6.79 (s, 1 H, 11-H), 5.15(d, J = 3.6
Hz, 1 H, 6-0OH), 4.83 (t, J =5.5Hz, 1 H, 2-0OH), 4.48 (d, J = 17.5 Hz, 1 H, 2—Ha),
4.03 (d, J=17.5Hz, 1 H, 2-Hg), 3.73 (dd, J = 12.8, 2.0 Hz, 1 H, 4a—Hax), 3.54-3.58
(m, 2 H, 2—HaHg), 3.46—-3.52 (m, 2 H, 6—Hax, 1'-Ha), 3.32-3.38 (m, 1 H, 1’-Hs), 2.97
(d, J =13.7 Hz, 1 H, 7-Heg), 2.46 (dd, J = 13.7, 11.2 Hz, 1 H, 7-Hax), 2.31 (s, 3 H,
8—CHs), 2.21 (s, 3 H, 10—CH3), 2.19-2.21 (m, 1 H, 5-Heg), 1.94 (td, J = 12.9, 10.4
Hz, 1 H, 5-Hax) ppm. 3C RMN (100 MHz, DMSO-De): 5= 166.8 (4—C=0), 164.3 (1-
C=0), 141.3 (7a-C), 137.3 (8-C), 136.3 (10-C), 131.1 (11a-C), 131.0 (9-C), 126.4
(11-C), 67.8 (6-C), 61.1 (4a—C), 58.8 (2-C), 51.1 (2-C), 48.6 (1'-C), 42.9 (5-C),
38.1 (7—C), 20.7 (10—CHs), 20.4 (8—CHs) ppm. IR (ATR): vmax = 3356 (O—H), 2916
(C-H), 1640 (C=0Oamida), 1448 (C=C), 1266 (C-N), 1064 (C-O) cm™. ESI (Modo
Positivo): m/z (%) = 659 (96, [2M+Na]*), 357 (3, [M+K*]), 341 (100, [M+Na]*), 319
(1, [M+H]"). EMAR (Q-TOF-ESI): m/z Calculado para Ci7H23sN204 [M + H ]*:
319.1652, encontrado: 319.1654.

5.5.7 6—-Hidroxi—-3—(2-hidroxietil)-9-metoxi-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzo[f]pirazino— [1,2-a]Jazepina-1,4—-diona 5g. De 0.23 g (0.70
mmoles) de 4g, 0.17 mL (2.80 mmoles) de etanolamina, y después de 1 hora y
media de calentamiento, se obtuvieron 0.21 g (0.67 mmoles, 94.30%), del producto
5f. Sélido blanco, P.f. 209-210 °C. Rr=0.18 (6.7% acetato de etilo—etanol). *H RMN
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(400 MHz, DMSO-Ds): 6=7.05 (d, J =8.6 Hz, 1 H, 11-H), 6.88 (d, J = 2.9 Hz, 1 H,
8-H), 6.80 (dd, J = 8.6, 2.9 Hz, 1 H, 10-H), 5.14 (d, J = 3.0 Hz, 1 H, 6-OH), 4.83 (t,
J=5.5Hz, 1H,2-0OH), 4.46 (d,J =17.6 Hz, 1 H, 2-Ha), 4.04 (d, J =17.6 Hz, 1 H,
2—Hs), 3.76 (s, 3 H, 9-0OCH3), 3.75-3.78 (m, 1 H, 4a—Hax), 3.58-3.63 (m, 1 H, 6—
Hax), 3.49-3.57 (m, 3 H, 1'=Ha, 2’—HaHg), 3.29-3.34 (m, 1 H, 1'-Hg), 2.68-2.79 (m,
2 H, 7-HaxHeq), 2.23 (dd, J = 12.6, 2.9 Hz, 1 H, 5-Heg), 1.91-1.97 (m, 1 H, 5-Ha)
ppm. C RMN (100 MHz, DMSO-Ds): 6 = 166.8 (4—C=0), 164.5 (1-C=0), 159.0
(9-C), 136.9 (7a—C), 133.5 (11a—C), 129.6 (11-C), 116.3 (8-C), 112.9 (10-C), 68.3
(6—C), 61.3 (4a—C), 58.8 (2-C), 55.8 (9—OCHs3), 51.1 (2-C), 48.6 (1'-C), 43.7 (7—
C), 43.4 (5-C) ppm. IR (ATR): ¥max = 3365 (O—-H), 2942 (C-H), 1650 (C=0Oamida),
1500 (C=C), 1231 (C-N), 1027 (C-0) cm™. ESI (Modo Positivo): m/z (%) = 663
(87, [2M+Na]"), 359 (3, [M+K]*), 344 (100, [M+Na]*), 321 (3, [M+H]*). EMAR (Q-
TOF-ESI): m/z Calculado para CisH21N20s [M + H ]*: 321.1445, encontrado:
321.1441.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta seccion se intentara resaltar la versatilidad de la ruta de sintesis diseflada
e implementada en el LSO para desarrollar, de una manera efectiva y facil, a partir
de los 2—((2—alilaril)amino)acetatos de metilo 1, una libreria pequefia de compuestos
derivados del sistema triciclico de la hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—
diona 5 (Esquema 10), compuestos que aun no han sido descritos en la literatura
especializada, tal y como se pudo constatar de la exhaustiva revision bibliografica

que se realizé antes y durante la ejecucion de este Trabajo de Grado.

Es conveniente anotar, sin embargo, que este Trabajo de Grado, en esencia,
representa una légica continuacion de trabajos previos realizados en el LSO por
otros estudiantes de pregrado y posgrado, por lo que en esta seccion se discutira
en detalle sélo la sintesis y la caracterizacion espectroscépica de los
verdaderamente nuevos compuestos N-acilados de los 4-hidroxi—2,3,4,5—
tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 4 y sus correspondientes
productos de ciclacion, las 6—hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzol[f]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—-dionas 5; para estos Ultimos
compuestos, que representan el objetivo principal de este Trabajo de Grado,
también se reportan los resultados de la evaluacién de su presumible actividad
anticancerigena realizada en el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos.
En correspondencia con lo anterior, la sintesis y caracterizacion de los 2,3,4,5—
tetrahidro—1,4—epoxibenzo[blazepina—2—carboxilatos de metilo 2 y los cis—4—
hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 3 no se
discutird en detalle, porque toda la informacion de caracter sintético vy
espectroscopico de estos compuestos se puede consultar en el Trabajo de Grado
de Sergio Pardo.?®
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Esquema 10. Ruta de sintesis utilizada para preparar las hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—

aJazepina—1,4—dionas disenadas.
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e:R =H; R*=Br N o) R N
.plo . R2— OMe
f:R'=CH;; RZ=H o
g:R'=H; R?= OCH, N o O
Cl
5 OH 4

6.1 Sintesis de los cis—4-hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—-

carboxilatos de metilo 3a—g.

Como se aprecia en el esquema 11, los a—amino—ésteres 3a—g, precursores
inmediatos de los productos finales de interés, se sintetizaron en dos etapas
mediante dos transformaciones quimicas bien estudiadas, a partir de los 2—((2—
alilarilamino)acetatos de metilo 1: la oxidacion selectiva de aminas secundarias y

la apertura reductiva de isoxazolidinas.

Esquema 11. Ruta de sintesis desarrollada en el LSO para acceder a los amino—alcoholes 3a-g. i.
H202/MeOH, Na2WOg; ii. Tolueno—-reflujo; iii. Zn/HCI/AcOH.
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Brevemente, la preparacion previa de los compuestos de partida la—g se llevo a
cabo por una N-alquilacion de las correspondientes 2-alilanilinas en una tipica
reaccion de sustitucion nucleofilica Sn2, utilizando bromoacetato de metilo como
agente alquilante. Para tal propésito, los dos componentes (anilinas y agente
alquilante) se hicieron reaccionar en cantidades equimolares en DMF como
disolvente de la reaccion, y en la presencia de un ligero exceso de carbonato de
sodio (1.2 equivalentes gramo) y de cantidades cataliticas de KlI; el papel de esta
dltima sal es el de actuar como coadyuvante de la reaccién de sustitucion
nucleofilica. En la mayoria de los casos, la reaccién de N—alquilacién transcurrié a
60 °C; la excepcion fue para la N-alquilacion de la orto—alilanilina 4—metoxi—
sustituida, la cual transcurrio a la temperatura del ambiente y en un menor tiempo
debido, muy seguramente, al caracter basico mas acentuado del nitrogeno de la
anilina como resultado de la transferencia de densidad electronica por efecto
mesomérico desde el grupo metoxilo al atomo de nitrégeno. Después de la
correspondiente purificacién de los crudos de las reacciones por cromatografia en
columna, fue posible aislar los productos la—g como aceites viscosos de color
amarillo y con rendimientos del 64 al 82%.

En la siguiente etapa, para la oxidacion selectiva de los 2—((2—alilaril)amino)acetatos
de metilo la—g (formacién de las nitronas intermediaras), éstos se disolvieron en
metanol y se hicieron reaccionar a la temperatura del ambiente con exceso de una
solucion 30% de peréxido de hidrégeno, y en la presencia de tungstanato de sodio
dihidratado.?* La desaparicion de la—g de la mezcla de reaccién (corroborada por
CCF) se tom6 como una clara evidencia de la formacion de las correspondientes
nitronas, las cuales no se aislaron sino que, después de haber sido eliminado el
catalizador (por filtracion ), el metanol y el exceso de H202 (por evaporacién al
vacio), se disolvieron en tolueno y se calentaron a reflujo para inducir térmicamente

la cicloadicion intramolecular 1,3—dipolar entre la nitrona recién generada (1,3—
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dipolo) y el fragmento olefinico terminal (dipolardfilo) de las orto—alilanilinas.
Después de la purificacién de los crudos de las reacciones por cromatografia en
columna, se obtuvieron los correspondientes  2,3,4,5-tetrahidro—1,4—
epoxibenzo[blazepina—2—carboxilatos de metilo 2a—g con rendimientos del 46 al
57%; 2a—c y 2e—g se aislaron como soélidos blancos, mientras que el compuesto 2d

se obtuvo como una pasta vitrea de color amarillo.

A continuacion, los 1,4—epoxicicloaductos 2a—g fueron sometidos a una apertura
reductiva del enlace cabeza de puente N-O, para asi completar la preparacion de
los precursores estratégicos de los productos de interés disefiados, los a—amino—
ésteres 3a—g. Para conseguir la apertura reductiva de 2a—g se utilizaron las mismas
condiciones experimentales que se habian establecido previamente en otros
trabajos relacionados, es decir, disolviendo 2a—-g en metanol a 0 °C y luego
tratdndolos con un exceso de cinc en polvo, acido acético glacial y acido clorhidrico
concentrado. En estas condiciones de reaccion, al cabo de 10 a 90 minutos tuvo
lugar la completa apertura del enlace N-O con la concomitante formacion de los a—
amino—ésteres 3a—g, los cuales fueron aislados como soélidos blancos con

rendimientos del 76 al 93%.

Como se mencion6 al comienzo de esta seccion, la ruta sintética que se utilizé para
realizar la sintesis estereoselectiva de los productos 3a—g fue desarrollada e
implementada con mucho éxito en varios trabajos previos,?®2° lo que justifica que
aca sélo se hubiese presentado una breve descripcion de la misma, y que no se
hubiese discutido en detalle la caracterizaron de dichos productos, ya que fue el
mismo analisis con ayuda del cual se realiz la completa elucidacion estructural de
los cuatro productos (3a—c, €), que ya fueron reportados en el Trabajo de Grado de
Guerrero?® y en la Tesis de Maestria de Sanabria.?®> Basta con dejar constancia que
las propiedades fisicas y espectroscopicas (IR, CG-MS, 'H-RMN y ¥C-RMN) de
estos cuatro compuestos, asi como las de sus inmediatos y lejanos progenitores

2a—c,e y la—c,e, respectivamente, coinciden en su totalidad con las ya reportadas
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en los trabajos recién citados. También es pertinente constatar que con el minucioso
andlisis de los espectros bidimensionales de *H RMN, pero especialmente los de
NOESY, y con los valores de las constantes de acoplamiento de los protones
alifaticos del anillo azepinico, fue posible reconfirmar que la cicloadicion
intramolecular 1,3—dipolar de las nitronas intermedias fue altamente
estereoselectiva con formacion del correspondiente cicloaducto exo, y que la
subsiguiente apertura reductiva de dichos cicloaductos fue estereoespecifica con
formacion exclusiva de los isoméros cis—2,4—disustituidos, en los cuales el anillo de
la tetrahidroazepina adopta la conformacion de silla.

Teniendo en consideracion lo recién expuesto, y en aras de evitar la duplicacion de
la informacién ya reportada, en la parte experimental de este manuscrito so6lo se
incluyeron los datos espectroscoépicos detallados (IR, CG-MS, RMN H y RMN 13C)

y las propiedades fisico—quimicas para los compuestos 1d, 1f,g, 2d, 2f,g, 3d, y 3f,g.

6.2 Preparacién de los cis—-1—(2-cloroacetil)-4-hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H-
benzo[b]azepina—2—-carboxilatos de metilo 4a-g y sus isomeros de O-

cloroacetilacion 4’a-g.

Para acceder a los compuestos 4a—g disefiados fue necesario someter a los amino—
alcoholes precursores 3a—g a un proceso de N—acilacion, utilizando para este fin el
cloruro del &cido 2—cloroacético (Esquema 12). La reaccion se realizé en atmoésfera
inerte (argén), en la presencia de trietilamina anhidra como base y tetrahidrofurano
seco (THF) como disolvente. El uso de la atmdsfera inerte evita la descomposicién
del agente acilante, y favorece, al mismo tiempo, el proceso de N-acilacion, aunque,
como lo indican los tiempos de reaccion prolongados (72 horas), este proceso fue
bastante lento. Después de la correspondiente purificacion de los crudos de las
reacciones por cromatografia en columna, los productos deseados 4a—g se aislaron,
en su mayoria, como pastas vitreas, siendo la excepcion los derivados 4f y 4g, que
se aislaron como solidos blancos; los rendimientos de las reacciones oscilaron entre
el 40 y 51%.
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Los rendimientos modestos de los productos de N-acilacién se pueden, en parte,
explicar por el hecho de que todas las reacciones se realizaron a la temperatura del
ambiente, y porque, incluso a esta temperatura, fue imposible evitar la formacion de
los productos de O—cloroacetilacion, en una clara competencia de los grupos amino
e hidroxilo presentes en la molécula por el agente acilante. De hecho, segun los
controles de las reacciones por CCF, a temperaturas mayores se observaba un
incremento considerable en la formacidn de estos ultimos. Se probd incrementar el
rendimiento de los productos deseados realizando la reaccién a 0 °C, pero a esta
temperatura no se observéd ninguna transformacion. Adicionalmente, la presencia
del grupo electroatractor metoxicarbonilo en la posicibn C-2 adyacente al grupo
amino, puede, por accion del efecto inductivo y por impedimento estérico
(apantallamiento del par de electrones libres sobre el nitrégeno), disminuir también
la capacidad (fuerza) nucleofilica del grupo amino, y asi retardar el proceso mismo
de N-acilacion. Aunque en todos los casos se evidencid la formacién de los
productos de O-cloroacetilacion, es decir, los cis—4—(2—cloroacetoxi)-2,3,4,5—
tetrahidro—1H-benzo[b]Jazepina—2—carboxilatos de metilo 4’a-g, so6lo fue posible
aislar de manera individual tres de ellos (4’d-f), los cuales se obtuvieron como
sustancias solidas con rendimientos del 5-10%. Es importante anotar que la
separacion de los productos de N-acilacion y O-acilacion fue dificil, porque
practicamente coeluian de la columna cromatogréfica, siendo esta la causa por la
cual los derivados 4’a—c y 4’g no se pudieron aislar como entidades quimicas
individuales, sino como mezclas inseparables con sus isémeros 4a—c y 4g, con lo
cual los rendimientos globales de los productos puros formados se vieron

disminuidos.
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Esquema 12. Productos de N— y O—acilacion de los amino—alcoholes 3a—g.
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La caracterizacion completa de los compuestos de N—cloroacetilacion 4a—g y de O—
cloroacetilacion 4’d—f se realizd por espectroscopia de infrarrojo, cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas de baja resolucién, espectrometria de
masas de alta resolucion, resonancia magnética nuclear monodimensional (RMN
'H, RMN 13C) y bidimensional (*H-'H COSY, HMBC, HSQC).

El andlisis por espectroscopia de infrarrojo evidencio la presencia del fragmento 2—
clorometilcarbonilo como parte integral de los productos 4a-g (Anexo 1),
confirmandose asi la desaparicion de la banda de vibraciéon de tensién del grupo
amino secundario N—H, que, aungue en la mayoria de los casos se solapa con la
banda de absorcion del grupo hidroxilo, es caracteristica en los espectros de los
precursores 3a—g (3278-3541 cm™). La nueva banda de absorcién asociada a la
vibracion de tension del enlace C=0 del grupo amida se registra en el rango de
1643-1668 cm~, mientras que las presumibles vibraciones de flexion de tipo aleteo
del grupo CH2—Cl y de la vibracién de tension del enlace C-Cl se registran en los
rangos de 1377-1385y 746-834 cm™, respectivamente. Otras bandas de absorcién
caracteristicas para este tipo de compuestos, que también estaban presentes en los
espectros de los precursores, son: la de la vibracion de tension del grupo hidroxilo
O-H, en 3434-3520 cm™, la de la vibracién de tension del grupo carbonilo del
fragmento metoxicarbonilo, en 1723-1777 cm, la de la presumible vibracién de
tension del enlace C=C aromatico, en 1483-1499 cm™, y las presumibles

vibraciones de tension del enlace O—-C-0, en 1019-1054 cm!. Los valores de los

80



nameros de onda de las principales bandas de absorcion para cada derivado se

reportan en la parte experimental.

El andlisis de 4a—g por espectrometria de masas también corrobor6 su formacion,
pues los picos de los iones moleculares de baja y mediana intensidades registrados
en los espectros de masas coinciden con la masa nominal de cada una de sus
férmulas condensadas (Anexo 1). En el esquema 13 se proponen las posibles rutas
de fragmentacion de los iones moleculares de estos compuestos, las cuales se
realizan a través de dos canales de fragmentacién diferentes; por el primero, se
produce la pérdida del radical -CH2ClI, que da origen al i6bn fragmento ®1 del tipo ((4—
hidroxi—2—(metoxicarbonil)-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepin—-1—

illmetilidina)oxonio, y por el segundo pierden un radical -C2H302, que condiciona la
generacion del i6n fragmento @2 del tipo 1—(2—cloroacetil)—-4—hidroxi—4,5—dihidro—
3H-benzo[b]azepin—1—-io. Estos dos iones fragmento también decaen por diferentes
canales de fragmentacion. Asi, el ion fragmento @1, al perder monoéxido de carbono,
se transforma en el i6n 4-hidroxi—2—(metoxicarbonil)—4,5—dihidro—3H—
benzo[blazepin—1-io ®s, el cual nuevamente pierde monoxido de carbono, pero
esta vez el fragmento metoxicarbonilo, y se transforma en el cation 4-hidroxi—2—
metoxi—4,5—dihidro—3H-benzo[b]azepin—-1-io P4, que decae por la pérdida de una
molécula de formaldehido y se convierte en el ibn 2—metoxi—3,4—dihidroquinolin—1—
io ®s, el cual es el ion pico de base para los compuestos 4b, 4d, 4e, y 4g; por un
segundo canal de fragmentacion, el ién fragmento ®s pierde una molécula de
metanol y condiciona la generacion del i6n 3-o0ox0-5,6—dihidro—3H-2,5—
metanobenzo[e][1,4]oxazocin—1-io ®s, el que, a su vez, sufre una descarboxilacion
y produce el i6bn fragmento 5SH—benzo[b]azepin—1-io ®7, que representa el ion pico
de base para los compuestos 4a y 4f; finalmente, ®7 pierde una molécula de
acetileno y genera el ibn 3H—indol-1-io ®s, que es el i6n pico de base para el
compuesto 4c. Al parecer, el ion fragmento ®7 también se genera como resultado
de pérdidas sucesivas de una molécula de cloroformo y de una molécula de CO:

desde el ion fragmento ®o.
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Las intensidades de los iones moleculares y de los iones fragmento de estos

compuestos estan reportadas en la parte experimental.

Esquema 13. Patrén de fragmentacion propuesto para los iones moleculares de los cis—1—(2—

cloroacetil)-4—hidroxi-2,3,4,5—tetrahidro—1H—-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 4a-g.

1 1 +- 1 1
R OH R oH | R OH R OH
R2 R2 R2 RZ
-C,H;0," -CH,CI' -CO
R! = R! O 1 0 | +_ 0
N N R N R N
N N | '
0 0 ~ +// ~ H /
M" @, [M*" -CH,CI1* @ [®; - COI"
l- co
- CH;0H ]
) R OH
1 Rl R
R2 R2 . _
\\ _-€O, O R N7 ~oMe
+ +__
N/ R! N H
o o 0 @, [®; - COJ*
@, [@g-CO,I" @ [@; - CH;0H]"
7 [P ol 6 [P3 ;OH] l-HCOH
Rl
R2
| + 2
R I}I OMe
H

@ [@, - HCOH]*

A partir de la anterior informacion de IR y EM, y la posterior interpretacion de los
espectros de resonancia magnética nuclear, se corroboré inequivocamente la
identidad completa de cada uno de los productos de N-acilacion 4a—-g. A
continuacion, se presentara una descripcion detallada de la asignacion de cada una
de las sefales registradas en los espectros de RMN 'H y RMN 3C, y sus
correlaciones homonuclear y heteronuclear registradas en los espectros
bidimensionales COSY, HMBC y HSQC. Por ultimo, se presentara un analisis de la
determinacion de la estereoquimica de los sustituyentes ubicados en C-2 y C-4
con la ayuda de los espectros NOESY.
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Para iniciar, cuando se comparan los espectros de RMN 'H de los amino—alcoholes
3a—g con los espectros de los productos 4a—g, se observa que, independientemente
de los valores de los desplazamientos quimicos de las diferentes sefales de los
protones aromaticos y alifaticos, la diferencia entre ellos la constituye la ausencia
del singulete caracteristico que era generado por el protén del grupo amino en 3a—
g (6=4.29-4.40 ppm), y la aparicion, a campo intermedio de los espectros, de dos
nuevas sefiales en forma de doblete (J = 13.0-13.2 Hz), las cuales fueron
generadas por los protones metilénicos del fragmento cloroacetilo (CICHAHsCO-);
el doblete que fue asignado al protdn diastereotopico Ha se registra en el rango de
3.95-4.01 ppm, mientras que el doblete generado por el protén diastereotdpico Hs

se encuentra en el rango de 3.86—3.89 ppm.

La asignacion detallada de las sefiales de todos los protones de los compuestos
4a—g, incluida la estereoquimica de los protones azepinicos, se realizé de la
siguiente manera: el doblete de dobletes (dd), centrado en 4.85-5.02 ppm, fue
asignado al proton metinico 2-Hax; este protdbn presenta constantes de
acoplamiento de 11.0-12.6 y 3.1-3.6 Hz, que son valores tipicos para acoples
vecinales de los tipos axial-axial y axial-ecuatorial con los protones vecinos 3—
HaxHeq. El doblete de dobletes de dobletes (ddd), centrado en 1.30-1.47 ppm, fue
asignado al proton 3—Hayx; este protdn presenta constantes de acoplamiento de
14.2-14.5, 11.0-12.6 y 8.7-9.5 Hz, valores éstos que corresponden a los
acoplamientos geminal con el protén 3—Heq, Y vecinales de los tipos axial-axial con
el protdn 2—Hax y axial-pseudoaxial con el protdn 4—Hpseudoax. A campo ligeramente
mas bajo, centrado en 2.28-2.32 ppm, se observa otro doblete de dobletes de
dobletes que fue asignado al proton 3—Heq; este proton presenta una constante de
acoplamiento geminal (J =14.2-14.5 Hz) y dos constantes de acoplamiento vecinal
asociadas a los acoples ecuatorial-(pseudo)axial con los protones 2—Hax (J= 3.1-
3.8 Hz) y 4—Hpseudoax (J= 4.7-5.4 Hz). El multiplete que se registra en el rango de
4.20-4.29 ppm fue asignado al proton 4—Hpseudoax. Centrados en 2.71-2.77 y 3.04—

3.09 ppm se observan dos dobletes de dobletes, que fueron asignados a los
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protones 5—Hpseudoeq Y 5—Hpseudoax, respectivamente; estos protones presentan una
constante de acoplamiento geminal de 14.4-14.7 Hz, y sus correspondientes
constantes de acoplamiento vecinal de los tipos pseudoecuatorial-pseudoaxial de
1.7-2.3 Hz y pseudoaxial-pseudoaxial de 4.8-5.0 Hz.

Ademas de las sefiales generadas por los 6 protones azepinicos y los dos protones
metilénicos del fragmento cloroacetilo, en las regiones de campo alto e intermedio
de los espectros también se observan dos singuletes, uno ancho, centrado en 1.63—
2.00 ppm y que integra para un proton, y el otro, centrado en 3.70-3.72 ppm y que
integra para 3 protones; el primero fue asignado al protén del grupo hidroxilo, y el
segundo, a los protones del metoxilo del grupo metoxicarbonilo. En la zona
aromatica de los espectros se registran de dos a cuatro sefales, cuyas
multiplicidades dependen del grado de sustitucion del anillo de benceno.

En la parte experimental se reportan los desplazamientos quimicos y las constantes
de acoplamientos de todos los protones de los productos 4a—g. Como un ejemplo
representativo, en la figura 23 se reproduce el espectro de RMN H del derivado 4c
con las asignaciones de todos sus protones y las integrales para cada una de las

sefales registradas.
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Figura 23. Espectro de RMN !H del cis—1—(2—cloroacetil)-7—flGor—4—hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—
1H-benzo[blazepina—2—carboxilato de metilo 4c (CDCls, 400 MHz).
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Todas las anteriores asignaciones de los protones aromaticos y alifaticos se

corroboraron inequivocamente con el andlisis exhaustivo de los espectros de

correlacion homonuclear *H-'H COSY y de correlaciéon heteronuclear HMBC y

HSQC A modo de ejemplo, en la figura 24 se reproduce una expansion de la zona

de campos intermedio y alto del espectro COSY del compuesto 4c, en el que con

lineas coloreadas se representan las diferentes correlaciones geminales y vecinales

gue presentan los protones del anillo azepinico; éstas se identificaron de la siguiente

manera: los contornos de las sefales que estan unidos en diagonal con las lineas

verde claro y azul oscuro corresponden a las correlaciones entre los protones

geminales 3—Hax/3—Heq Y 5—Hpseudoax/5—Hpseudoeq; 10S contornos de las sefales que

se encuentran unidos con las lineas azul celeste y morada corresponden a las
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correlaciones que presenta el proton 2—Hax con sus protones vecinos 3—Hax Y 3—Heg,
respectivamente; de igual manera, se observa que el protdbn metinico 4—Hpseudoax
presenta cuatro correlaciones, dos con los protones vecinos 3—Hax Yy 3—Heg,
representadas con las lineas verde oscuro y fucsia, respectivamente, y dos con los
otros dos protones vecinos 5—Hpseudoax Y 5—Hpseudoeq, representadas con las lineas
negra y amarillo oscuro, respectivamente. Finalmente, que los nuevos protones
diastereotopicos del fragmento cloroacetilo son magnéticamente diferentes quedoé

demostrado por el cross—peak que se observa entre ellos (linea roja).

Figura 24. Expansion de las regiones de campo intermedio y alto del espectro de correlacion

homonuclear 1H-*H COSY del derivado 4c.
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Con ayuda del andlisis combinado de los espectros de RMN 13C, DEPT-135, HMBC

y HSQC se realizd la asignacion inequivoca de cada uno de los carbonos que
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constituyen los esqueletos carbonados de los nuevos compuestos sintetizados 4a—
g. Al comparar los espectros de RMN *3C de los precursores 3a—g con los de 4a—
g, se comprueba que en estos Ultimos se registran dos nuevas sefiales, una a
campo muy bajo, en 166.7-167.0 ppm, que es generada por el carbono del
carbonilo amidico, y la otra a campo alto, en 41.4-42.0 ppm, perteneciente al
carbono metilénico del grupo cloroacetilo. La correcta asignacién del carbono
carbonilo amidico se corrobor6 con el cross—peak que la sefial de éste presenta con
los protones diastereotopicos Cl-CHaHs— en el espectro de HMBC (Anexo 1). A su
vez, la asignacion inequivoca del carbono metilénico se corroboré con los dos
cross—peaks que la sefial de éste presenta con sus propios protones en el espectro
de HSQC (Anexo 1). En la parte experimental se reportan los desplazamientos
guimicos de los carbonos de los compuestos 4a—g y las constantes de acoplamiento
para el derivado fluorado 4c.

Por ultimo, para establecer la estereoquimica de los sustituyentes en C-2 y C—4 del
anillo azepinico de los productos de N—cloroacetilacion 4a—g, se tuvo en cuenta el
hecho ya demostrado de que si en los amino—alcoholes precursores los
sustituyentes en C-2 y C—4 tienen una orientacién ecuatorial y son cis entre si, y
que si durante el proceso de acilacion estos sustituyentes no tienen participacion
alguna, entonces sus orientaciones espaciales tampoco deberian, en principio,
sufrir alteracién alguna, es decir, ellos deberian conservar su orientacién ecuatorial
y su configuracién seguiria siendo cis entre si. Efectivamente esto fue lo que se
encontro, pues como lo indican los valores de las constantes de acoplamiento del
proton metinico 2—H con los protones vecinos 3—HaxHeq, €ste proton debe tener una
disposicion axial, y, en consecuencia, el grupo metoxicarbonilo en C—-2 deber estar
orientado ecuatorialmente. Por las mismas razones, es decir, teniendo en
consideracion los valores de las constantes de acoplamiento que los protones 3—
HaxHeq Y 5—HpseudoaxHpseudoeq presentan con el protén metinico 4—-H, se concluye que
el grupo hidroxilo en C—4 también debe tener una orientacion (pseudo)ecuatorial.
Para corroborar la configuracion cis entre estos dos grupos funcionales se recurrio

a los espectros de correlacion espacial NOESY, en los que efectivamente se registra
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un cross—peak entre las sefiales de los protones metinicos 2—H y 4—H, tal como se
puede evidenciar en la expansion de la zona de campos intermedio y alto del

espectro NOESY del derivado 4c que se reproduce en la figura 25.

Figura 25. Expansion de la zona de campos intermedio y alto del espectro NOESY del derivado
4c.
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Los compuestos O-acilados 4’d—f fueron identificados por las mismas técnicas
instrumentales que se utilizaron para la caracterizacion de sus isomeros 4d—f. En
los espectros de IR de estos tres compuestos (Anexo 2), al igual que en los
espectros de sus isomeros 4d-f, también se registran, y con poca diferencia en sus
nameros de onda, las presumibles vibraciones de flexion (aleteo) del enlace CH2—
Cl, en 1378-1385 cm™, y de tensiéon del enlace C-Cl, en 777-780 cm™, del

fragmento 4—(2—cloroacetoxilo); la otra banda de absorcién nueva y distintiva en los
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espectros de estos compuestos es la de la vibracion de tension del grupo amino
secundario, la cual se registra en 3337-3346 cm™. Las bandas de absorcion
asociadas a las vibraciones de tensiéon del enlace C=0O de los grupos 2-
metoxicarbonilo y 4—(2—cloroacetoxilo) se solapan, generando una sefial intensa
que se registra en 1729-1730 cm~. Las anteriores bandas de absorcién, asi como
las asociadas a las vibraciones de tension de los enlaces C=C aromético y O—C-0O

se reportan para cada compuesto en la parte experimental.

En los espectros de masas (IE, 70 eV, Anexo 2) se registran los iones moleculares
de baja intensidad (9-14%) de estos compuestos, cuyas relaciones masa—carga
(m/z) coinciden con las masas nominales de sus férmulas condensadas. En el
esquema 14 se propone la posible fragmentacion que experimentan estos iones
moleculares, la cual es mucho méas pobre que la fragmentacién de los iones
moleculares de los isdbmeros 4d—f y esta gobernada por una ruptura B al nitrégeno,
que involucra la pérdida del radical metoxicarbonilo con la consecuente formacion
del ion fragmento @1 de muy baja intensidad (<1%). Este i6n fragmento pierde una
molécula de acido cloroacético y se transforma en el iobn 5H-benzo[blazepin—1-io
@2, el cual es el i6n pico de base para los derivados 4’d y 4’f. Posteriormente, @2
decae por la pérdida del sustituyente ubicado en la posiciéon para (cloro y bromo) o
en las posiciones meta (metilo) del anillo de benceno y genera el cation radical ®s,
siendo éste el ion pico de base para el derivado 4’e. Por ultimo, ®3 pierde una
molécula de acetileno y se transforma en el cation radical de tipo 3H-indol-1—io @a.
En la parte experimental se reportan las intensidades de los iones moleculares, asi
como las de los principales iones fragmento que se generan durante la

fragmentacién de los primeros.
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Esquema 14. Patrén de fragmentacién propuesto para los iones moleculares de los cis—4—(2—

cloroacetoxi)-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 4’d—f.
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La identidad inequivoca de 4’d—f, incluida la estereoquimica de los sustituyentes en
C-2 y C—4 del anillo azepinico, se corrobor6 con ayuda de los espectros de
resonancia magnética nuclear unidimensional (RMN H, RMN 13C) y bidimensional
(*H-1H COSY, NOESY, HMBC y HSQC). En primer lugar, al comparar los espectros
de 4’d—f con los de sus isomeros 4a—g, se puede apreciar claramente que en los
primeros ya no se registra ningun singulete ancho a campo alto, como si ocurre en
los espectros de 4a—g (1.63—2.00 ppm, para el protén del grupo hidroxilo en C-4),
pero si se observa uno a campo intermedio, en 4.40-4.53 ppm; este singulete ancho
que integra para un protén, fue asignado al proton del grupo amino secundario N—
H. A campo ligeramente mas alto, centrados en 4.09-4.12 y 4.05-4.08 ppm, se
registran dos dobletes que integran para un protén cada uno, los cuales fueron
asignados a los protones diasterotépicos Hay Hs del grupo 4—(2—cloroacetoxilo); las
sefales de estos dos protones no solo se encuentran mas cerca una de la otra, sino
gue estan desplazadas a campo mas bajo, en aproximadamente 0.13 y 0.2 ppm,
respectivamente, en comparacion con las sefiales de sus protones homaélogos en
los espectros de 4a—g; ademas, los valores de sus constantes de acoplamiento son

aproximadamente 2.5 Hz mas altos que los de sus homdlogos. La existencia de
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estas tres sefiales es la evidencia contundente que corrobora la identidad
inequivoca de los productos de O—cloroacetilacion.

De los seis protones de los carbonos secundarios y terciarios del anillo azepinico,
s6lo el protdn metinico 2—Hax y los protones metilénicos 5—HeqHax generaron sefiales
con multiplicidades bien definidas: el protdn 2—Hax resuena como un doblete de
dobletes (dd), centrado en 3.59-3.62 ppm (desplazado en aproximadamente 1.3
ppm hacia campo mas alto, en comparacion con su protdn homoélogo en los
espectros de 4a—Q), con constantes de acoplamiento de los tipos axial-axial y axial—
ecuatorial de 11.5-12.1 y 1.9-2.0 Hz con sus protones vecinos 3—HaxHeg; €l proton
5—-Hax también resuena como un doblete de dobletes (dd), centrado en 2.88-3.02
ppm, con una constante de acoplamiento geminal de 13.6 Hz y otra de tipo axial—
axial de 9.7-10.1 Hz con el proton metinico 4—H; el protdn 5—Heq resuena como un
doblete de tripletes (dt), centrado en 2.91-3.13 ppm, multiplicidad ésta que resulta
del acoplamiento con el proton geminal 5—Hax y de los acoplamientos de magnitud
similar (1.8—-2.8 Hz) con el protén 4—H y con el proton 3—Heq (acople de tipo W). El
acople tipo W entre los protones 5—Heq y 3—Heq Se registra muy bien en los espectros
COSY, tal y como se puede apreciar en la expansion de la zona de campos
intermedio y alto del espectro COSY del derivado 4’f, que se reproduce en la figura
27. La sefial del proton 4—Hax se registra como un multiplete en el rango de 4.85—
4.99 ppm, desplazado en aproximadamente 0.6 ppm a campo mas bajo en
comparacion con el multiplete de su proton homadlogo en los espectros de 4a—g.
Los protones diastereotopicos 3—Heq Y 3—Hax también generan sefiales con forma
de multiplete, el primero resuena en el rango de 2.57-2.65 ppm, mientras que el
segundo lo hace en el intervalo de 1.92-2.01 ppm; estos dos protones resuenan a
campo mas bajo, en aproximadamente 0.3 y 0.6 ppm, respectivamente, en
comparacion con sus protones homalogos en los espectros de 4a—g.

Ademas de las anteriores sefiales, en la zona aromatica de los tres espectros
también se registran tres o dos sefales, cuyas multiplicidades dependen del grado
de sustitucién del anillo de benceno, mientras que en la zona de campo intermedio,

centrado en 3.80 ppm, se registra otro singulete, pero éste integra para 3 protones,
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el cual fue asignado a los protones del metoxilo del grupo metoxicarbonilo ubicado
en C-2. Como ejemplo representativo, en la figura 26 se reproduce el espectro del

derivado 4’f con las asignaciones de todos sus protones.

Figura 26. Espectro de RMN !H del cis—4—(2—cloroacetoxi)—6,8—dimetil-2,3,4,5—tetrahidro—1H—
benzo[blazepina—2—carboxilato de metilo 4’f (CDCls, 400 MHz).
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Las anteriores asignaciones fueron corroboradas con el anélisis de los espectros de
correlacion homonuclear *H-'H COSY y heteronuclear HMBC y HSQC. Como
ejemplo representativo, en la figura 27 se reproduce una expansion de la zona de
campos intermedio y alto del espectro COSY del derivado 4’f, en el que con lineas
de diferentes colores se resaltan las correlaciones que presentan los protones del
anillo central azepinico: con las lineas rojo y verde, las correlaciones entre los

protones geminales 3—Hax/3—Heq Y 5—Hax/5—Heq; con las lineas azul y fucsia, las



correlaciones entre los protones vecinos 2-Hax/3-Hax Yy 2-Hax/3—Heq; las
correlaciones entre los protones 4—H/3—Hax, 4—H/3—Heq, 4—H/5—Hax ¥y 4—H/5—Heq
estan representadas con las lineas de los colores cian, naranja, azul claro, y
amarillo, respectivamente. Por ultimo, con la linea de color negro se representa el
acople de tipo W entre los protones 5-Heq/3—Heq, de cuya existencia ya se habia

hecho mencion.

Figura 27. Expansién de la zona de campos intermedio y alto del espectro COSY del cis—4—(2—

cloroacetoxi)—6,8—dimetil-2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]Jazepina—2—carboxilato de metilo 4°f.
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La estereoquimica de los sustituyentes en C-2 y C—4 de los compuestos 4’d—f, es
decir, de los grupos 2—metoxicarbonilo y 4—(2—cloroacetoxilo), se determino a partir
de los valores de las constantes de acoplamiento entre el protén metinico 2—H y sus

dos protones vecinos 3—HaxHeq, de un lado, y entre los protones 5—HaxHeq Y €l proton
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metinico 4—H, de otro lado, los cuales claramente indican que la disposicion de los
protones 2—H y 4—H en el anillo central azepinico es axial, pero cis entre si, como lo
demuestra el cross—peak que se observa entre las sefiales de estos dos protones
en los espectros NOESY:; este cross—peak se puede apreciar en la expansion de la
zona de campos intermedio y alto del espectro NOESY del derivado 4’f que se
reproduce en la figura 28. En consecuencia, la orientacion de los sustituyentes en
C-2 y C-4 es ecuatorial y también cis entre si. En el espectro NOESY también se
registra una interaccion espacial entre los protones 3—Haxy 5—Hax, 10 cual es un
indicativo de que, en solucién, el anillo central azepinico adopta una conformacion

de tipo silla.

Figura 28. Expansion de la zona de campos intermedio y alto del espectro NOESY del derivado
4'f.
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La asignacion inequivoca de todos los carbonos que constituyen las estructuras de
los compuestos 4’d—f se realizé6 mediante el analisis combinado de los espectros de
RMN 13C, DEPT-135 y de correlacién heteronuclear HMBC y HSQC (Anexo 2, ver
parte experimental). Al igual que en los espectros de los isbmeros N-acilados, en
los espectros de RMN 13C de 4’d-f se registran dos nuevas sefiales, generadas, en
este caso, por el nuevo carbono carbonilo del grupo 4—(2—cloroacetoxilo), en 166.6—
166.8 ppm, y por el carbono metilénico del mismo grupo, en 41.1-41.2 ppm. La
asignacion del primero se corroboré por el cross—peak entre la sefial de éste y las
sefales de los protones diastereotopicos Hay Hs, que se registra en el espectro de
HMBC, mientras que la asignacion del segundo se hizo con base en los dos cross—
peaks entre la sefal de este carbono y las dos sefiales de sus propios protones,

gue se registran en el espectro de HSQC.

6.3 Preparacion de las 6-hidroxi-3—-(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-

hexahidrobenzo[f]-pirazino[1,2—a]azepina-1,4—dionas 5a—g.

Para lograr el objetivo principal de este Trabajo de Grado, en la Ultima etapa de la
sintesis disefiada se realiz6 la reaccién de ciclocondensacion de los productos de
N—cloro—acetilacién 4a—g. Para tal propésito, los derivados 4a—g se sometieron a
calentamiento con exceso de 2—aminoetanol en etanol como disolvente de la
reaccion. Como mostraron los controles del avance de la reaccion, al cabo de 2—7
horas de calentamiento los productos de partida practicamente se habian
consumido en su totalidad. Después de estos tiempos de reaccién, el exceso de 2—
aminoetanol se elimind a presion reducida, y los crudos de las reacciones se
purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice, de donde se aislaron
las esperadas hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—alazepina—1,4—dionas 5a—g como

sustancias sélidas y con rendimientos del 70 al 94%.

Como se muestra en el esquema 15, el proceso de ciclocondensacion de 4a—g

mediado por el 2—aminoetanol, que juega simultaneamente el papel de agente
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nucleofilico y de ciclacion, y también de trampa del &cido clorhidrico que se genera,
es el resultado de dos reacciones en cascada: la sustitucion nucleofilica bimolecular
(Sn2) del atomo de cloro del fragmento 1—(2—cloroacetilo), que produce el
carboxilato intermedio 4-hidroxi—1—((2—hidroxi—etil)glicil)-2,3,4,5—tetrahidro—1H—
benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo, el cual posee un grupo amino secundario
que es el que, en la segunda reaccién, promueve la ciclocondensacion propiamente
dicha, que en realidad es el resultado de una adicion nucleofilica intramolecular que
va acompafiada de la subsiguiente eliminacién del grupo metoxilo; el resultado final
es la formacion del nuevo anillo de la piperazindiona presente en los productos

disefiados 5a—g.

Esquema 15. Mecanismo simplificado del proceso de ciclocondensacion de los precursores 4a—g

mediado por el 2—aminoetanol.
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La caracterizacion completa de las nuevas piperazindionas triciclicas 5a—g se
realizd por espectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear monodimensional (RMN H, RMN 2C), y bidimensional
homonuclear (*H-'H COSY, NOESY) y heteronuclear (HMBC, HSQC).

Con el andlisis de los espectros de infrarrojo se identificaron las principales bandas
de absorcién que caracterizan a los nuevos compuestos triciclicos 5a—g (Anexo 3).
Asi, cuando se compararon los espectros de 5a—g con los de sus progenitores 4a—

g, se evidencié la desaparicion de las bandas de absorcion asociadas a las
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vibraciones de tension del enlace C=0 del grupo éster (1723-1777 cm™), y de las
presumibles vibraciones de flexion (aleteo) del enlace C-Cl (746-834 cm™) y de
tension del grupo CH>—Cl (1377-1385 cm™), que son caracteristicas en los
espectros de 4a—g. De otro lado, si en los espectros de 4a—g la banda de absorcion
asociada a la vibracion de tensién del carbonilo amidico (1643-1668 cm™) se
diferenciaba de la banda de absorcion del carbonilo del grupo éster (1723-1777 cm~
1), en los espectros de 5a—g las bandas de absorcion de los dos carbonilos amidicos
presentes en el nuevo anillo de la piperazindiona se solapan y se registran como
una sola sefial intensa en el rango de 1640-1650 cm=, con lo cual se corrobora,
preliminarmente, la formacion del ciclodipéptido que se esperaba. Otras bandas de
absorcion caracteristicas en los espectros de IR de los productos finales 5a—g son
las de las vibraciones de tensién del grupo O-H (3319-3400 cm™), y las de las
presumibles vibraciones del enlace C-O (1027-1066 cm™), del enlace C=C
aromatico (1448-1510 cm™) y las del enlace C-N (12261251 cm™). Los valores
de los nimeros de onda de las bandas de absorcion en el infrarrojo para cada

derivado se reportan en la parte experimental.

Debido a que no fue posible analizar los nuevos dipéptidos ciclicos 5a—g por la
técnica de CG-MS, porque éstos se retenian en la columna cromatografica del
cromatografo, fue necesario, entonces, recurrir a la técnica de espectrometria de
masas de ionizacién por electrospray (ESI-MS). Esta técnica permite el analisis de
compuestos altamente polares, como es el caso de los compuestos 5a—g, que
poseen dos grupos hidroxilo y dos grupos amida en su estructura. La toma de los
espectros se realizé en el modo positivo (Anexo 3), y de esta manera se registraron
en el full scan los principales iones—aductos que fueron reportados en la parte
experimental. El i6bn pico de base para todos los compuestos correspondio al aducto
formado entre la molécula analizada mas un cation de sodio [M+Na]*, mientras que
el segundo i6bn mas intenso fue para el dimero de la molécula analizada mas un
cation de sodio [2M+Na]*. Por otra parte, cuando el ibn molecular protonado [M+H]*

de baja y mediana intensidades (1-26%) se fragmenta, éste pierde una molécula
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de agua y genera un catiobn secundario de tipo 1,4—dioxo—hexahidro—
benzo[f]pirazino[1,2—a]azepin—-7-ilio ®1. En el caso de la fragmentacion del ion
molecular protonado del compuesto 5e, ademas del pico del cation @1, se observa
otro pico de mediana intensidad (17%), que resulta de la pérdida de un radical vinilo
de 27 unidades a partir del carbocation @1, el que presumiblemente puede
corresponder a un cation radical de tipo 8—bromo-2—-(2—
hidroxietil)hexahidropirazino[1,2—a]indol-1,4—dionio ®2 (Esquema 16).

Esquema 16. Ruta de fragmentacién propuesta para el ion molecular protonado del derivado 5e
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Mediante el andlisis de los espectros de 'H RMN tomados en DMSO-ds, se
evidencia, en primera instancia, la presencia de las sefiales correspondientes a los
seis protones del anillo azepinico, asi como las dos sefiales generadas por los dos
protones diastereotopicos del nuevo anillo de la piperazindiona, y la sefial generada
por el protén del grupo hidroxilo en C—6. También se constata la presencia de tres
nuevas sefales que en conjunto integran para cinco protones, los cuales
corresponden a los cuatro protones metilénicos y al protén del nuevo grupo hidroxilo
del fragmento 2—hidroxietilo que esta conectado al nitrégeno piperazindionico N-3.
En la zona aromética de los espectros se registran de dos a cuatro sefiales, cuyas
multiplicidades dependen del grado de sustitucion del anillo de benceno.
Finalmente, en todos los espectros es incuestionable la ausencia del singulete que
era generado por los protones del grupo carboxicarbonilo, con lo cual se corrobora

la realizacion exitosa del proceso de ciclocondensacion de los precursores 4a—g.
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Antes de presentar la discusion sobre la asignacion de las sefiales anteriormente
mencionadas, exceptuando las de los protones arométicos (porque no aportan nada
a la discusién), es pertinente anotar que la mayoria de ellas se registran como
multipletes y/o como sefiales ensanchadas no bien resueltas debido, posiblemente,
a la alta viscosidad del DMSO-ds, razon por la cual para esas sefiales no se
determinaron sus constantes de acoplamiento. Sin embargo, la asignacién
inequivoca de cada una de ellas fue corroborada con ayuda de los espectros de
correlacion homonuclear COSY y heteronuclear HMBC y HSQC. La asignacion de
las sefiales se hizo teniendo en cuenta el orden de su aparicién en la direccion de
campo alto hacia campo bajo. Asi, las primeras sefiales que aparecen corresponden
a las generadas por los protones diastereotopicos 5—HaxHeq: €n los espectros de los
derivados 5a—e y 5g, la sefial del proton 5-Hax aparece como un multiplete en el
rango de 1.89-2.04 ppm, mientras que en el espectro de 5f, éste resuena como un
triplete de dobletes con constantes de acoplamiento de 12.9 Hz y 10.4 Hz; en los
espectros de los derivados 5a—e, el protdbn 5—Heq resuena como un doblete ancho
centrado en 2.23-2.24 ppm, con una Unica constante de acoplamiento geminal de
12.1-12.8 Hz, mientras que en el espectro del derivado 5f, su sefial se registra como
un multiplete localizado en el rango de 2.19-2.21 ppm; el proton 5—-Heq del
compuesto 5g fue el Unico que se registr6 como un doblete de dobletes, centrado
en 2.23 ppm, con constantes de acoplamiento geminal de 12.6 Hz y vecinal de tipo

axial-ecuatorial de 2.9 Hz.

A continuacion, en el intervalo de 2.68-2.83 ppm, aparecen las sefiales de los
protones diastereotopicos 7—Hax/7—Heq, las cuales, en los espectros de 5a,b y 5g,
se registran como dos multipletes que se solapan, pero que en conjunto integran
para dos protones; en el espectro del derivado 5c, la sefial del protén 7—Hax también
se registra como un multiplete en el rango de 2.70-2.76 ppm, mientras que en los
espectros de 5d—f se registra como un doblete de dobletes, centrado en 2.46-2.74
ppm, con una constante de acoplamiento geminal (13.3-13.8 Hz) y otra vecinal
(10.7-11.2 Hz) con el proton metinico 6—H; asimismo, en los espectros de los
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derivados 5c—f, la sefial generada por el proton 7—Heq Se registra como un doblete,

centrado en 2.82—-2.97 ppm, con una constante de acoplamiento de 13.3-13.8 Hz

Desplazadas hacia campo bajo en aproximadamente 0.5—-0.6 ppm, se encuentran
las sefiales que fueron asignadas a los cuatro protones metilénicos del fragmento
3—(2—-hidroxietilo). Primero, entre 3.25-3.41 ppm, aparece un multiplete que se
solapa con la sefal del agua presente en el disolvente (DMSO-ds), el cual fue
asignado al proton identificado como 1°—Hs, a continuacion, entre 3.49-3.62 ppm,
aparece otro multiplete que integra para tres (cuatro) protones y que fue asignado
a los protones identificados como 1'-Ha y 2'—HaHs. Solapado con el anterior
multiplete, en el rango de 3.46-3.71 ppm, y también con forma de multiplete, se

encuentra la sefial del protén metinico 6—H.

La siguiente sefial en aparecer es la del proton metinico 4a—H, la cual, en los
espectros de los derivados 5a-e, se registra como un doblete ancho, centrado en
3.76-3.85 ppm, con una constante de acoplamiento de 11.9-12.6 Hz con el proton
5-Hax, que es un valor caracteristico para un acople de tipo axial-axial, mientras
que en el espectro del derivado 5f se registra como un doblete de dobletes, centrado
en 3.73 ppm, con una constante de acoplamiento de tipo axial-axial de 12.8 Hz con
el protén 5-Hax y otra de tipo axial-ecuatorial de 2.0 Hz con el protén 5-Heq; este
mismo proton, en el espectro del derivado 5g, resuena como un multiplete localizado

en el rango de 3.75-3.78 ppm.

Después de la(s) sefnal(es) del proton 4a—H aparecen dos dobletes (J = 17.5-17.7
Hz), centrados en 4.03—4.06 y 4.46—4.49 ppm, los cuales fueron asignados a los
protones diastereotdpicos 2—Hs y 2—Ha del nuevo anillo de la piperazindiona. Al
comparar la ubicacién (desplazamientos quimicos) de estos dos dobletes con la de
los dos dobletes que generan los protones diastereotopicos del fragmento
cloroacetilo en los espectros de los precursores 4a—g, se advierte que los dos
primeros estan mucho mas distanciados uno del otro, y que, ademas, estan
desplazados, especialmente el doblete del proton 2—Ha, hacia campo mas bajo en

aproximadamente 0.15y 0.5 ppm, respectivamente, esto debido, muy seguramente,
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a que dicho protén se encuentra (cae) en el cono de desproteccion anisotrépica del
grupo carbonilo y del anillo de benceno.

Finalmente, en la zona de campo intermedio de los espectros se registran otras dos
sefales: la primera, centrada en 4.83-4.84 ppm, es un triplete (excepto para el
derivado 5c, que es un multiplete) con una constante de acoplamiento de 5.3-5.5
Hz con los protones 2'-HaHg, la cual fue asignada al proton del grupo hidroxilo 2’—
OH; la segunda, centrada en 5.13-5.19 ppm, es un doblete (excepto para el
derivado 5c, que es un singulete ancho) con una constante de acoplamiento de 2.8—
3.6 Hz con el protén metinico 6—-H, la cual fue asignada al proton del grupo hidroxilo
6—0OH. Como ejemplo representativo, en la figura 29 se reproduce el espectro de

RMN 'H del derivado fluorado 5¢ con la asignacién de todos sus protones.

Figura 29. Espectro de RMN !H del 9—flaor—6—hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—
hexahidrobenzo[fl-pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5¢c. (DMSO-ds, 400 MHz).
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Como ya se anoto, todas las asignaciones de los protones de los nuevos dipéptidos
triciclicos 5a—g fueron corroboradas de manera inequivoca con los espectros de
correlacion homonuclear *H-'H COSY y de correlacion heteronuclear HMBC y
HSQC. A modo de ilustracién, en la figura 30 se reproduce una expansion de la
zona de campos intermedio y alto del espectro COSY del derivado fluorado 5c, en
el que se resaltan con lineas de diferentes colores las correlaciones que se
presentan entre los protones alifaticos de este derivado. Las primeras correlaciones
gue se observan (de campo alto a campo bajo del espectro) son las de los protones
geminales 5—Hax/5—Heq (linea roja) y 7—Hax/7—Heq (linea amarilla). Para los protones
vecinos se observan varias correlaciones, siendo el proton 6-H el que mas
presenta: con 5—-Hax (linea verde), con 5—Heq (linea cian), con 7—Hax (linea azul), con
7—Heq (linea fucsia), y, por ultimo, con el protén del grupo hidroxilo 6—OH (linea de
color rojo oscuro). Para el proton 4a—H se registran las correlaciones con los
protones vecinos 5-Hax (linea de color negro) y 5-Heq (linea verde oscuro). La
correlacion entre los protones diastereotopicos 2—Ha y 2—Hs se resalta con la linea
color cian oscuro, y con la linea de color naranja, la correlacion entre los protones
diastereotopicos 1'-HaHs y 2’—HaHg. Finalmente, con la linea de color fucsia oscuro
se resalta la correlacion entre los protones 2'—HaHs y el protdén del grupo hidroxilo
2'-OH.
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Figura 30. Expansion de la zona de campos intermedio y alto del espectro COSY de la 9—fllor—6—
hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—hexahidrobenzo[f]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5c.

f1 (ppm)

Sin embargo, un andlisis mas detallado de las correlaciones que por separado
presenta cada uno los protones metinicos 4a—H y 6—H con el protdn 5-Heq
(contornos unidos por las lineas cian y verde oscuro, respectivamente) permite
desvelar y corroborar, al mismo tiempo, que los acoples entre dichos protones o no
se dan o deben ser muy pequefos, y en consecuencia los valores de sus constantes
de acoplamiento también deben ser pequefios 0 muy cercanos al cero. Es por esta
razén, quizas, que en el espectro de RMN 'H del derivado 5¢ que se esta
analizando, pero también en los espectros de los derivados 5a, 5b y 59, la sefial del
proton 5—Heq Se registra como un doblete, el cual esta asociado exclusivamente al

acople con su proton geminal. Asimismo, la correlacion pequefiita que se alcanza a
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registrar entre las sefiales de los protones 6-H y 7—-Heq (linea fucsia) es una
evidencia del practicamente inexistente acople entre ellos, de ahi que en el espectro
de 5c, pero también en los espectros de 5d y 5f, la sefial del protdn 7—Heq también
se registra como un doblete, el cual esta asociado exclusivamente al acople con su
proton geminal. Ahora bien, si se asocia la ausencia completa y/o la casi nula
presencia de los correspondientes acoples entre los protones en cuestion con la
mutua disposicion espacial que ellos ocupan dentro de la molécula, entonces, se
puede inferir que los valores de los angulos diedros entre los tres conjuntos de

protones H—-Ce—C7—Heq, H-C6—Cs—Heq Y H-C4a—Cs—Heq son cercanos a 90°.

Que los angulos diedro entre los protones que se estan tratando tengan valores
cercanos a 90°, sélo es factible siempre y cuando sus mutuas disposiciones dentro
la molécula sea cis—axial-ecuatorial (del mismo lado del plano del anillo), y esto es
efectivamente lo que se registra en los espectros de NOESY, y en particular en la
expansion de la zona alifatica del espectro NOESY del derivado fluorado 4c, que se
reproduce en la figura 31. En esta expansion se observan dos cross—peaks intensos
entre cada una de las sefales de 6—H y 4a—H con la sefial de 5—Heq, pero ningun
cross—peak con la sefial del protén 5—Hax (disposicién trans—axial—axial), lo cual es
un claro indicativo de que la disposicion de 6—H y 4a—H con respecto de 5—Heq €S
cis—axial—-ecuatorial; la disposicion cis—axial-ecuatorial de 6—H con respecto a 7—
Heq también se corrobora con el cross—peak, aunque menos intenso que los
anteriores, entre las sefales de estos dos protones. Asimismo, la disposicién cis—
axial-axial entre los protones 6—H y 4a—H queda determinada por el cross—peak

gue se observa entre sus sefales.

De lo anterior se deduce que la disposicion del grupo hidroxilo en C—6 es ecuatorial,
como en las moléculas de sus precursores, y si, adicionalmente, se tiene en
consideracion el cross—peak intenso que se registra entre las sefiales de los
protones 7—Hax Y 5—Hax (disposicion espacial cis—axial-axial), entonces, se puede
inferir que, en solucion, el anillo azepinico del nuevo sistema triciclico desarrollado

adopta una conformacion cercana a la de silla.
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Figura 31. Expansion de la zona alifatica del espectro NOESY del derivado 5c.
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La conformacion que adopta el nuevo anillo de la piperazindiona es mas dificil de
determinar con los espectros de correlacion espacial NOESY, por lo que se requiere
de estudios adicionales, especialmente, de difraccidn de rayos X, para corroborarla.
Sin embargo, si se tiene en consideracion el cross—peak relativamente intenso que
se registra en el espectro NOESY de 5c entre las sefales de los protones
diastereotopicos 2—Ha y 5—Hax (disposicion espacial cis—axial-axial entre ellos), y el
hecho ya comprobado de que en muchos de los derivados del sistema de la 2,5-
dicetopiperazina que han sido estudiados por difraccién de rayos X, el anillo adopta,
por lo general, una conformacion plana o de tipo bote, con una diferencia de energia
muy pequefia entre ambas conformaciones,** entonces, es muy probable que, en

solucion, el anillo de la piperazindiona del derivado triciclico 5c, en particular, y de
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todos los demas isbmeros de la serie 5 desarrollada, en general, también adopte
una conformacion de tipo bote retorcido.

La asignacion de todos los carbonos de las nuevas benzo[f]pirazino[1,2—a]azepina—
1,4—dionas 5a—g se llevo a cabo mediante el analisis integral de los espectros de
RMN 13C y de correlacion heteronuclear HMBC y HSQC. Estas asignaciones se

encuentran reportadas en la parte experimental.

La estereoquimica de los centros estereogénicos, la conformacion que adopta el
anillo de la tetrahidroazepina y el nuevo anillo de la piperazindiona fueron
confirmados por la resolucion estructural del dipéptido triciclico 5d (R= XXX) por
rayos X de monocristal, tal como se aprecia en la figura 32, que reproduce la

estructura molecular tridimensional de 5d.

Figura 32. Estructura molecular resuelta por rayos X de monocristal de la 9—Cloro—6-hidroxi—3—(2—
hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzolf]pirazino- [1,2—a]azepina—1,4—diona 5d.
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7. Actividad anti—proliferativa de los compuestos sintetizados

El cancer es un término empleado para designar a un grupo de enfermedades que
surgen por el mal funcionamiento en los mecanismos que controlan el crecimiento
y la proliferacion celular. Suele ser el resultado de mutaciones que aparecen en el
curso de la vida por exposicion a los carcinégenos, dentro de los cuales se incluyen

ciertos quimicos y la radiacion ultravioleta.®?

Segun estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia (INC), durante los afios
2007-2011 se registraron en Colombia 29.734 casos nuevos de cancer por afio en
hombres y 33.084 casos en mujeres. Durante ese mismo periodo se registraron
16.081 muertes anuales por cancer en hombres y 16.572 en mujeres. Entre los
hombres, los tipos de cancer mas frecuentes fueron: prostata, estomago, pulmon,
colon-recto y ano, y linfomas no Hodgkin, mientras que en las mujeres, el cancer
de mama, cuello del utero, colon—recto y ano, estbmago Yy tiroides fueron los mas

prevalentes.®*

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos adicionales planteados en este Trabajo
de Grado consistia en buscar alianzas estratégicas que permitieran iniciar el estudio
de la actividad biologica de los nuevos compuestos sintetizados, se estimé
conveniente proponer al Instituto Nacional de Cancer (NCI) de los Estados Unidos
(Bethesda, Maryland, USA) las estructuras de todos los compuestos sintetizados de
las series 2-5y 4’, de las cuales sélo los derivados triciclicos finales 5a—e y 5g, asi
como el derivado O-cloroacetilado 4’d fueron seleccionados, los cuales
posteriormente fueron enviados para su evaluacién in vitro sobre una bateria de 60
lineas celulares humanas de un panel de nueve tipos de cancer: leucemia, pulmén,
colon, SNC, melanoma, ovario, rifién, prostata y seno.

La evaluacioén de la actividad anticancerigena de los nuevos compuestos que son
seleccionados por el NCI se divide en dos etapas; la primera consiste en evaluarlos
a una Unica dosis alta (10~> M) sobre el panel completo de las 60 lineas celulares.

A partir de los resultados obtenidos, aguellas moléculas que presenten una actividad
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que cumpla con los criterios del NCI progresardn a la segunda etapa de la
evaluacion, que consiste en el ensayo de las 5—dosis, en el cual los compuestos se
prueban sobre las mismas 60 lineas celulares, pero a cinco diferentes
concentraciones: 0.01, 0.1, 1.0, 10 y 100 puM.

Parametros empleados para la evaluacion de la actividad anti—cancerigena

Los compuestos seleccionados son inicialmente solubilizados en una mezcla
DMSO: glicerol 9:1 a una concentracion de 4.0 mM, para el primer ensayo a una
Gnica dosis, y 40 mM, para el segundo ensayo a cinco dosis. En ambos casos, en
el momento de realizar los ensayos, la solucibn madre es diluida 1:400 hasta las
mayores concentraciones previstas para cada uno de los compuestos (10 0 100 pM,
respectivamente). A partir de estas soluciones se hacen rediluciones para obtener
las demas concentraciones requeridas para el ensayo a cinco dosis (0.01, 0.1y 1.0
MM). Las 60 lineas celulares de tumores humanos del panel se cultivan en un medio
RPMI 1640 que contiene 5% de suero fetal bovino y 2 mM de L—glutamina. Las
células se inoculan en pozos durante 24 horas a 37 °C, 5% de CO2, 95% de aire y
el 100% de humedad relativa, antes de adicionar los huevos compuestos. Después
de las 24 horas de incubacion, dos pozos de cada linea celular son fijados con acido
tricloroacético (TCA), con el fin de medir la poblacion celular antes de la adicion del
farmaco (tiempo cero, Tz). Posteriormente, alicuotas de 100 pL del doble de la
concentracion deseada de las soluciones de los nuevos compuestos se adicionan
a cada uno de los pozos que ya contiene 100 uL del medio de cultivo. La solucién
del compuesto a evaluar contiene gentamicina (antibiotico) a una concentracion de
50 pg/mL. Inmediatamente después de que se ha efectuado la adicion del farmaco,
las células se incuban durante 48 horas a 37 °C, 5% de COz2, 95% de aire y el 100%
de humedad relativa. Pasado este tiempo, se fijan las células con TCA, vy, a
continuacion, se adiciona una solucion de sulforodamina B en 1% de &cido acético,
y nuevametne se incuban durante 10 min a temperatura ambiente. Después de la

tincion se lee la absorbancia en un lector de placas a 515 nm. Con estos valores de
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absorbancia se determina el porcentaje de crecimiento (PC), teniendo en cuenta el
tiempo cero (Tz), el control de crecimiento (C), y el crecimiento en presencia de los
nuevos compuestos evaluados (Ti), usando las siguientes expresiones
matematicas:

[(Ti-T2)/(C-Tz)] x 100 si: Ti=Tz

[(Ti-T2)/Tz] x 100 si: Ti< Tz

Resultados obtenidos a partir del ensayo de una dosis para los compuestos

seleccionados

Los datos obtenidos para el ensayo a una dosis (one—dose data) se reportan en un
grafico de la media (mean—graph), el cual indica el porcentaje de crecimiento de las
células cancerigenas tratadas. El nUmero que se reporta en este ensayo es relativo
al control sin farmaco y al tiempo cero del cultivo celular. Esto permite determinar el
porcentaje de crecimiento (PC) (valores entre 0 y 100), o la letalidad (valores
menores que 0). El porcentaje de inbicién del crecimiento se calcula restando el
porcentaje de crecimiento de 100. Por ejemplo, un valor de PC de 100 significa que
no hay inhibicion del crecimiento, un valor de 60 significa un porcentaje de inhibicién
del crecimiento del 40%, un valor de 0 significa que no hay un crecimiento neto en
el curso del experimento, y un valor de —100 significa que todas las células estan
muertas.

El grafico de la media es una barra vertical construida a partir de los valores
obtenidos de los compuestos evaluados. Es la diferencia entre el valor del log Glso
(concentracion de inhibicion al 50%) de un compuesto en una linea celular y el valor
de la media de log Glso del compuesto en todas las lineas celulares, la cual se refiere
como un valor “delta”. Los valores delta indican si una linea celular es
significativamente mas o menos sensible que las otras lineas celulares para el
compuesto evaluado. Los valores positivos de delta que se ubican hacia la derecha
de la linea vertical significan que la sensibilidad celular del compuesto evaluado

excede el valor de la media. Los valores negativos ubicados hacia laizquierda de la
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linea vertical representan una sensibilidad inferior a la media para el compuesto

analizado.

A partir del grafico de la media de los derivados 5a—e, 59 y 4’d se construy? la tabla
1, la cual muestra el porcentaje de inhibicion durante la evaluacion de las 60 lineas
celulares de céncer. Los resultados obtenidos muestran que la inhibiciébn que
presentaron los compuestos es muy baja y en varios casos fue nula. Cabe resaltar
qgue el compuesto 4’d presentd la mayor inhibicién de la linea celular SR (20.59%)
en el cancer de leucemia. El derivado 5b present6 un valor de inhibicién del 23.39%
para la linea celular A549/ATCC del cancer de pulmon de células no pequefias, el
cual representa el valor mas alto obtenido para este tipo de cancer, igualmente para
la linea celular SNB—75 de cancer del SNC (17.02%). La mayor inhibicién de la linea
celular HCT-116 del cancer de colon la presenté el derivado 5e, con un valor de
14.74%. El derivado 5d presentd el porcentaje de inhibicibn mas alto para la linea
celular UACC-257 del cancer de melanoma, con un valor de 25.04%. Para las
demas lineas de cancer (ovario, renal, prostata y mama), el porcentaje de inhibicién
de los nuevos compuestos no superd el 16%, y algunos compuestos, como los
derivados 5b y 5c¢, no presentaron ninguna inhibiciéon contra las lineas del cancer

de ovario.

Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en la primera etapa de la
evaluacion de la actividad anti—proliferativa de los compuestos seleccionados 5a-e,
5g y 4’d no cumplieron con los criterios establecidos por el NCI, éstos no fueron

aprobados para la segunda etapa de evaluacion.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (G1%) de los compuestos evaluados 5a—e, 59 y

4’d a 10 uM sobre el panel de las 60 lineas celulares.

] % Porcentaje de inhibicidon (Gl %)2 de los compuestos
Lineas celulares

evaluados
de cancer
5a 5b 5c 5d 5e 59 4’d
Leucemia
CCRF-CEM - - - 7.35 942 1.45 17.48
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HL—60(TB)
K—562
MOLT-4
RPMI-8226
SR

Cancer de pulmon
de células
no pequefas
A549/ATCC
EKVX
HOP-62
HOP-92
NCI-H226
NCI-H23
NCI-H322M
NCI-H460
NCI-H522

Cancer de Colon
COLO 205
HCC-2998

HCT-116
HCT-15
HT29
KM12
SW-620

Céancer del SNC
SF-268

8.14

5.12

8.92

10.48
2.79
4.25

0.7

6.04

2.04

3.07

7.84
1.23
12.69

23.39

4.14

0.68

17.55

4.14

3.92

0.3

5.91

7.07

5.89

17.9

0.11

5.33

7.42

0.44
0.36

1.58

1.32
2.96
5.39

20.0
2.62
1.35
7.95

5.43

2.41

3.02

1.34

4.46
0.37
8.88
3.68
0.36

17.97
0.54
5.68

16.38
3.31
0.99

8.59

6.42
14.74

1.76

0.66
9.17
3.41

7.85

18.87

4.18

13.45
20.16

12.1

6.51
2.06

0.98
4.04
14.36
5.85
20.59

8.1

9.48

20.28
3.53

8.01
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SF-295
SF-539
SNB-19
SNB-75
U251

Melanoma
LOX IMVI
MALME-3M
M14
MDA-MB-435
SK-MEL-2
SK-MEL-28
SK—-MEL-5
UACC-257
UACC-62

Cancer de Ovario

IGROV1
OVCAR-3
OVCAR-4
OVCAR-5
OVCAR-8

NCI/ADR-RES
SK-0OV-3

Céancer Renal
786-0
A498
ACHN

5.19
2.43
2.46
16.23
4.55

3.73

3.13

17.02
4.64

3.82

0.59

7.35

6.52
4.63

4.56

0.51

11.16

191
3.43

2.35

15.57
6.31

2.59

0.19
3.62
0.85

0.16
25.04

4.97

411

5.64
0.41

4.67
2.02

12.2

8.33

3.35

1.02

6.31

18.14
1.55

1.5
7.05
1.17

6.03
5.88

6.39

8.56

3.58
1.05
1.38

13.51

3.32
2.9

1.34
0.27
1.00
8.07

7.09
15.26
12.84

9.23
11.28

5.34

10.2
7.14

1.63

2.75

7.88
8.17
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CAKI-1 8.00 7.42 7.68 4.89 2.07 5.12 451

RXF 393 - 9.55 - - - - -
SN12C - - - - 1.87 0.58 1.09
TK-10 1436 1145 10.32 3.01 10.79 7.17 7.66
UO-31 5.82 4.25 6.34 9.71 7.9 10.7 9.85

Céncer de prostata
PC-3 0.55 3.25 2.16 8.41 5.44 6.11 6.47
DU-145 —~ —~ —~ —~ —~ - —~

Cancer de mama

MCF7 252 324 083 177 - 5.62 1274
MDA-MB-
- 7.64 - - - - -
231/ATCC
HS 578T 0.69 - - - - - -
BT-549 - - - 052 231 - 6.74
T—47D - 6.94 - - 1091 81 15.22
MDA-MB-468 - 397 229 069 167 586 6.15

aCodigos NSC: 5a (D-788713 / 1); 5b (D-788709 / 1); 5¢c (D—788708 / 1); 5d (D-788719/ 1);
5e (D-788723 / 1);
59 (D-788720/1); 4’d (D-788722/1)
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8. CONCLUSIONES

En este Trabajo de Grado se demostro la validez de la ruta sintética desarrollada en
el Laboratorio de Sintesis Organica para acceder a los nuevos dipéptidos triciclicos,
las 6—hidroxi—3—(2—hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—hexahidrobenzo|[f]-pirazino[1,2—
alazepina—1,4—dionas 5a-g. Se comprobd nuevamente que la reaccién de
cicloadicion 1,3—dipolar intramolecular de las nitronas provenientes de los 2—((2—
alilarillamino)acetatos de metilo la—g fue altamente estereoselectiva debido a que
s6lo se forma el cicloaducto exo, y que la apertura reductiva de estos cicloaductos
fue completamente estereoespecifica, ya que trajo consigo la formacion exclusiva

de los nuevos amino—alcoholes cis—2,4—disustituidos 3d, 3f-g.

Durante la N—cloroacetilacion de los productos 3 en condiciones libres de humedad,
también se observo la formacién de los productos de O-cloroaceticion en menor
proporcion, de los cuales, sélo fue posible aislar tres de ellos. Ambas familias de
compuestos, los cis—1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5—tetrahidro—1H—
benzo[blazepina—2—carboxilatos de metilo 4a—g y los cis—4—(2—cloroacetoxi)—
2,3,4,5—tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilatos de metilo 4’d-f
presentaron la misma estereoquimica que sus precursores, en donde la disposiciéon
espacial de los sustituyentes metoxicarbonilo e hidroxilo (cloroacetoxilo) ubicados

en C-2 y C-4, respectivamente, es cis—ecuatorial-ecuatorial.

La ciclocondensacién de los productos de N—cloroacetilacién 4a—g promovida por
el 2—aminoetanol rindio los dipéptidos triciclicos disefiados 5a—g con excelentes
rendimientos. Se establecié que el anillo azepinico de este sistema triciclico adopta
una conformacion de silla, mientras que para el anillo de la dicetopiperazina,

preliminarmente, se le asign6 una conformacion de bote retorcido.
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El estudio de la actividad anticancerigena de los compuestos seleccionados por el
Instituto Nacional de Cancer (NIC), (5a—e, 59 y 4’d), mostré que el porcentaje de
inhibicion que ellos presentaron sobre las 60 lineas celulares evaluadas fue muy
bajo, y, por lo tanto, no fueron propuestos para la segunda etapa del estudio
biologico. Lo anterior indica que la fusion del nucleo de la tetrahidro—1-benzazepina
con el anillo de la piperazindiona por la cara a, no es una combinacién buena para

la busqueda de nuevos agentes anticancerigenos.
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ANEXOS
(ESPECTROS DE INFRARROJO, CG-EM, ESI-MS,
RMN 13C, tH-'H COSY, HMBC Y HSQC)

Espectros de IR, MS, RMN *3C, *H-'H COSY, HMBC y HSQC de los cis—1-(2—
cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5-tetrahidro—1H-benzo[blazepina—2—carboxilatos de

metilo 4a—g.
Espectros infrarrojos de los compuestos 4a—g

Anexo A. Espectro de infrarrojo del cis—1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4a.
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Anexo B. Espectro de masa del cis—1-(2—cloroacetil)-4-hidroxi—2,3,4,5—

tetrahidro—1H—benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4a.
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Anexo C. Espectro de RMN 13C del cis—1—(2—cloroacetil)-4-hidroxi—2,3,4,5—
tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4a.
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Anexo D. Espectro H-'H COSY del cis—1-(2—cloroacetil)-4—hidroxi—2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4a.
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Anexo E. Espectro de HMBC del cis—1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—7-fltor-2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4c.
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Anexo F. Espectro de HSQC del cis—1—(2—cloroacetil)-4—hidroxi—7-fltor-2,3,4,5—

tetrahidro—1H—benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4c.
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Espectros de IR, MS, RMN 3C, 'H-'H COSY, HMBC y HSQC de los cis—4—(2—
cloroacetoxi)-2,3,4,5—tetrahidro—-1H-benzo[b]Jazepina—2—carboxilatos de metilo
4’d-f.

Anexo G. Espectro de infrarrojo del cis—4—(2—cloroacetoxi)—7—cloro-2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[bJazepina—2—carboxilato de metilo 4’d.
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Anexo H. Espectro de masas del cis—4—(2—cloroacetil)-7—cloro—2,3,4,5—tetrahidro—

1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4’d.
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Anexo |. Espectro de RMN 3C del cis—4—(2—cloroacetoxi)—6,8—dimetil-2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4’f.
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Anexo J. Espectro de HMBC del cis—4—(2—cloroacetoxi)—6,8—dimetil-2,3,4,5—
tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4’f.
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Anexo K. Espectro de HSQC del cis—4—(2—cloroacetoxi)—6,8—dimetil-2,3,4,5—

tetrahidro—1H-benzo[b]azepina—2—carboxilato de metilo 4’f.
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Espectros de IR, MS—ESI, RMN 3C, 'H-1H COSY, HMBC y HSQC de las 6-hidroxi—
3—(2-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—

dionas 5a—g.
Espectros de infrarrojo de los compuestos 5a—g.

Anexo L. Espectro de infrarrojo de la 6-hidroxi—3—(2—-hidroxietil)-2,3,4a,5,6,7—

hexahidro—benzo[f]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5a.
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Anexo M. Espectro de ESI

Wavenumber cm-1

de

hexahidro—benzo[f]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5a.
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Anexo N. Espectro de RMN 3C de la 9-cloro—6-hidroxi—3—(2—hidroxietil)—
2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5d.
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Anexo O. Espectro de HMBC de la 9-flior-6-hidroxi—3—(2—hidroxietil)—
2,3,4a,5,6,7—-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5c.
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Anexo P. Espectro de HSQC de la 9-flior—6-hidroxi—3—(2—hidroxietil)—
2,3,4a,5,6,7—-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5c.
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Anexo Q. Espectro de 'H-'H COSY de la 9-cloro—6-hidroxi—3—(2—hidroxietil)—
2,3,4a,5,6,7-hexahidrobenzolf]pirazino[1,2—a]azepina—1,4—diona 5d.
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